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RESUMNMEN

La alfaifa es una planta agrondmicament® {mportante, s una
leguminosa quw. junto con otras constituye una fuente importante
de alimentacidn para el ganado y el hombre por su alto contenide
proteico, ademis son plantas que por su simbiosis con bactertias
del genero Rhtaocbiuwn fijan el nitrdgenc en @! suelo.

En esta especie se ha logrado obtener embriogeénesis somatica
por medic de cultivo de tejidos wvegetales, lo cual tiene una
impartante aplicacidn biotecnoldgica come es 1a posibilidad
de producir semillas artificiales.

A5 el sistema de alfalfa puede ser usado como modeio para
otras leguminesas importantes.

Para poder usar la embriogénesis tn vilro come un modele de
astudic ws necesaric gque exista cierto paralelisme a nivel
morfolédgico, fisieldgico y bioguimico entre el desarrallo del
exnbridén somatico y del cigdtice. Por lo que dste estudic esta
snfocade principalmentie a conoccer este grado de poaralelismo enire
los dos sistemas de smbriogonesis.

Para la realizacidn de este estudio se trabajo con embriones
somiticos que fueron obtenidos de peciolos de las plantas de
alfalfa de la linea A 70.34.

Los peciolas fueron colocados en un medio de induceidn (en
presencia de reguladores?, a los 18 dias fueren transfertdos al
madic de desarrclic (libre de reguladores) hasta sl dia 42,
completando la fase de desarrollo, los embriones fuercon rescatados
a un medic basal MS al SOX%.

Para obtener embriones Cigaticos., se marcaron flores en antesis
en el campo de acultivo y posteriormentie se colectaron embriones

inmaduros de 15, 30, 45 y 60 dias post antesis.

Se extrajeron y pur.ficaron las proteinas de reserva 78 y 11S
de la semilla para usarlas como aniigenocs para la obiencién de
anticuerpos policlonales mediante tres diferentes esquemas de



fnmunizacién, obteniendose un total de 13 lotes de antisueros

Los sueros fueron caracterirtados por inmunodifusion doble,
inmuncelectroforesis y ELISA con el objeto de conhnocer gQue tan
especificos eran contra las protelnas de reserva y poder asi
utilizarles peosteriermente.

Se cobservd que independientemente del esquema seguido existid
hetercogenetdad en la respuesta de los anticuerpos hacia los
diferentes antigencs.

Para hacer una comparacién del grado de paralelismo que existe
entre ambos sistemas se buscaron marcadores bioquimicos de la
embriogenesis que fueran tejido y estade especificas Yy, se
consider® a las proteinas de reserva come excelentes marcadores.
Se propuso que si estas proteinas se encontraban en los embriones
scmaticos esto indicarta cierto grado de paralelismo.

Se hicieron extraccicnes de proteina de reserva de los
diferentes tejidos que conforman la planta: hoja, peciolo, tallo.
rairx v flor asi{ como de embricnes sexuales y se cuantificaron por
el método de Bradford. Se encontréd que s la semilla el érgano
que mayor cantidad de protelna acumula.

Cen los anticuerpos producides y las proleinas extralidas de los
diferentes tejidos se hicieron pruebas de especificidad de tejida
mediante inmunodifusidén doble, en donde se observé que los
anticuerpos no® son capaces de reconocer a ningun determinante
antigénico de las proteinas extraidas de los diferentes tejidos y
unilcamente reconocen a las proteinas de semilla.

Se separarcon las proteinas de los diferentes tejidos asi como
las de semilla mediante geles de poliacrilamida y se caracterizo
SU patron de bandeo.

Conociendo estos patrones de bandec, sSe corrieron geles para
ser transferidos a papel de nitrocelulosa y hacer una
inmunodeteccidn con les anticuerpes.

Los resultados indicaron que el patrén de bandeo de las
proteinas de semilla es muy diferente al patrén presentado por los
diferentes te)idos. Ademas el recconocimiento de los anticuerpoes

fue mayor hacia las proteinas de semilla, siendo muy bajo hacia



las proteinas de los diferentes tejidos.

Los embricnes scomaticos fuercn alalisades por los mismas
metodos de: innunodifusion deble. patrcnes de bandec o
inmunodeteccidn en papel de nitrocelulesa, encontrandose gque el
patron de bandeo de los embricnes somiticos es muy sinular al de
los embriones cigéticos ¥y lecs anticuerpos obtenides contra las
proteinas de reserva de semilla fuercn capaces de reconocer las
proteinas producidas por los embricnes somiticos tanto por inmuno-
difusion doble como por inmunodeteccidn en papel de nitrocelulosa.

Para apoyar los resultades antericres se hizTo un estudio
cemparativo entre los embriones somaticos ¥y cigoticos a nivel de
microscopla éptica y electrénica.

Se selecciocnaron embriocnes somiticos de 35 difas de desarrollo v
embriones cigdticos de 60 dias post antesis. El estudic
comparativo se hizo a nivel de eje embricnario y cotiledén.

La primera cbservacioén fue la relacion cotiledones-eje
embrionarto, en los embriones somiticos los cotiledones se
encuentran fusionados y son muche mads pequeflos en relacidn al eje
embrionario, en los embricnes sexuales los cotliledones ocupan la
mayor parte del embricén.

De manera general se observsd que las células que conforman el
embridn somiAtico se encuentran muy vacuocladas, principalmente
aquellas que conforman los cotiledones, existen abundantes
organslos citoplasmicos como amiloplastss. nucleeos con nucleoles
grandes, poliscmas y gran cantidad de mitocondrias.

En los embriones cigoticos practicamente no habla organelos
citoplasmicos y la mayor parte del citoplasma esta ocupado por

cuerpes proteicos conteniendo protelina de reserva empaguetada.

vi

=



I ANTECEDENTES

2.1, CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

Desde sus intcios, el hombre ha dependido basicamente de los
vegetales comd fuente original de energia. Al aumentar rapidamente
1a peblacién, se ha heche necesario implantar técnicas de
explotacidén, en particular agrondmicas.

El cultivo de tejidos vegetales es una rama de la Fotecnologia
en la que Mexico y otros paises pueden obtener grandes beneficios
a corto y largo plaze CRechert y Loycla, $1985).

El emplec de esta técnica tiene amplia aplicacidén en varjos
aspecteos fundamentales como:

- Multiplicacion vngeLiLiva

-~ Cultivos de meristemos para la obltencién de plantas libres de

virus.

- Preservacién del germoplasma.

- Fusidn de protoplastos,

- Recuperacioén de plantas en peligro de extincion

- Mejoramiento genético.

- Como la obtencion de variedades tolerantes a la sequia o
salinidad.

- Obtencidn de metabolitos secundarios los cuales van teniendo

una mayer importancia en la industria.

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica que consiste en
sembrar (n vitre en forma aséptica apices de raiz y de tallo,
primordios de hojas y de flores, frutos inmaduros. organos
aislados, embriones maduros e Linmaduros, segmentos de talle vy
hojas, as{ como ovariecs. ovulos y anteras y pelen, en medios
nutritiveos adecuados y bajo condicicnes ambientales controladas
CSereet, 19770,



El fundamentoc inictal de esta técnica esta basada en la
totipotencialidad de las celulas vegetales. Si se acepta que la
totipotencialidad 1mplica gque cada una de las celulas de un
oerganisme multicelular tiene todas las instrucciones e i1nformacion
genetica necesaria para desarrollar un organismo cempleto
totalmente multicelular, bajo 1las condiciones nutritivas v
ambientales necesarias para Qque se exprese SU gencma Y que en
muchags especies vegetales las celulas de algunes organos,
mantienen su capacidad para dividirse cuando son separadas de la
planta y cultivadas in vitro. (Street, H.E. 16877> (Thorpe, 1880;
Evans, et al 1981; Flick, et al 10983 en Villegas G.T. 19882,
entonces sSeria posible dirigir a dichas células a diferentes rutas
morfogenéticas mediante su desarrollo en medic y c¢ondiciones
adecuadas (Komamine 1980 en Villegas G.T. 1988).

lLa regeneracion de plantas a través de la técnica de cultivo de
tejidos vegetales se puede llevar a cabec por dos vias:

a) Organogénesis.

b2 Embriogénesis somatica.

2.1.1. ORGANOGENESTS

La propagacion de la planta a través de la organcjonesis es la
formacion y desarrolle de una estructura unipolar (meristemo
apical o© meristemo radicular) y frecuentemente muestra una
coneccion con los elementos vasculares de la planta madre o el
callo , para poder obtener la formacidn de la planta completa
habrfa que hacer una serie de manipulaciones para lograr la
formacidn del otro polo y obtener asi la estrucura bipolar.

Se pusde definr ol callo como unm te)ido obtenido per medie del

aislamients de érgancs o tejidoe diferenciados, tos cucales
posleriormenile won Hevados a una deadiferenciacién <elular,
presentands sstas células una proliferazién continua, acelerada b4
de apariencia desorganizada, que da origen a una masa amorfa de
tejido. Eata mass celular pueds presentar diferentes tipos
morloldgicos, los cuales wvarian segun s apartencia exierna,

texlura y composicidn celular. Murtado M.D. 1987



El proceso organogénico requiere la formacion de brotes o
raices adventicias, ya sea directamente del inoculo, Choja.
peciclo, tallo, raiz, etc.) © con intervenciséon de una fase de
callo, los brotes deben enraizarse y posteriormente aclimatarse
en i1nvernaderoc. Este motodeo requiere un  mayor numeroc de
manipul aciones, una mayor cantidad de fuente de incculo y se
obtiene una baja cantidad de propagulcs (Stylerr, 1885 en Pefia.
1988).

2.1.2., EMBRIOGENESIS SOMATICA

La capacidad de las plantas para producir embriones no ests
restringtdo al desarrello del huevo fertilizado, actualmente
estos pueden ser inducides por la téenica de cultivo de tejidos
vegetales por la via de embriogénesis somatica (Doods., 1984D.

l.a mejor definicidn para categorizar a una estructura vegetal
Como un embrion en comparacion cen otros desarrollos morfolégicos
es la bipolaridad, es decir. el hecho de que en los estados méas
tempranos de desarrollo presenta terminales opuestas como un
meristemo apical ¥ un meristemo radicular que mas Ltarde nos daran
origen a wuna planta completa. Ademas este sistema no esta
conectade con la planta madre © el explante durante la induccién
y desarreollo (Street H.E.. 1977D.

Se ha postulade que los embricnes en cultivo se forman a partir
de una sola celula, generalmente sobre la superficie del callo, ya
que segun Dos Santos 1983, el callo friable da origen a un grupo de
embricides verdes en la superficie. Estos grupos se coriginan de un
nodulo compacto comun del tejide calloso, consistiendo de pequefas
células parenquimatésas conn Uha capa externa de células
meristemadlicas compeltentes gue dan origen a embriones.

El que sean coriginades de una célula es una pregunia que aun no
tiene respuesta. Su tdentificacién como embriocnes estsa
basada fundamentalmente en observaciones morfologicas, es
decir, la secuencia de eventos durante su formacion y desarrollo.

Que emulan aquéilos descritos para embriones cigdticos los cuales



evolucionan del estado globular, ceorazon, torpedo y finalmente
el estado cotiledonar.

La formaciéon del embridn adventicio bipolar comienza como una
organcgénesis con la desdiferenciacion del tejido aislade o
células pero procede subsecuentemente en una ruta diferente de
desarrolle que los organos monopelares (Street, 1977,

Bajo condiciones experimentales apropiadas la formacion de
embriones in viiro es un proceso continuoc donde ocurren varios
estadiocs embrionarics. Este ccncepto sSe basa en el mcdelo casi
idéntico de 1la divisién celular durante la embriogénesis
desarrollada en condiciones paturales y la embriogénesis in vitro.
CReinert 19684 en Street, 168772,

En Medicago sativa ocurre una variacidéon en el desarrolle de
embriones de acuerdo con el modelo de desarrollo de embricnes in
vive. Se considera que en embricnes clgédticos el suspensor es
filiforme mientras que en los embriocnes somaticos es reducido y
multicelular (Dos Santos. 18830.

Maheshwari 1950, Mosand y Kapil 1668 citados por Bohdanomicz
1987 propusieron que el suspensor mantiene al embrién en una
posicién  adecuada y lo empufa hacia el interior del saco
embrionarioc donde puede estar en contacto con €l endosperme rico
en nutrientes. Sin embargo, investigaciones en citoguimica y
ultraestructura del suspensor han puesto atencién a la probable
funcién del suspenscor en la absorcién, sintesis y~ o translacién
de nutrientes del tejido materno al embrién.

El papel del suspenser en el transporte de metabolitos es
apoyads por la presencia de numerosos plasmodesmos uniendo una
céiula con otra y con el embrién, mientras que al mismo tiempo los
plasmodesmos estan ausentes de las paredes externas del embriodn,

La produccién de embriones somaticos a partir de células,
tejidos u organcs puede ocurrir directa o indirectamente C(Dixon,
1885):



A) ENMBRIOGENESIS DIRECTA

Un modo directo en la embriogénesis somptica involucra la
formacion de un embridn asexual a partir de una sola celula o
grupo de céelulas en una parte del tejido del fnéculo sin la
intervencion de una fase de callo. La embricgénesis directa ha
sido reportada en algunos cultiveos de anteras y protoplastes. Sin
embargo, es rara en comparacién con e! modo ihdirecto de la
embriogenesis C(Dixon, 185,

B) EMBRIOGENESIS INDIRECTA

El modo {ndirecto de la embriogénesis consiste en el
establecimiento de un 1ndéculo en el medio de cultive, subsecuente
proliferacion de callo e iniclacién de pro-embriones (usualmente
en medio conteniendo una alta concentracién de auxinad) y
transferencia del calle a un medio hutriente libre de
regul adores de crecimiento para propiciar el desarrollo de los
embriones. Cuande las condiciones son apropiadas estos enbriones
germinan para producir plantas. Generalmente sélo un pequelo
porcentaje de las celulas de los indcules contribuye a la
formacidén del calle. Estas celulas son generalmente localizadas
en las capas superficiales que estén en contacto fisico con el
medlico nutriente. El callo es heterogénec en naturaleza y pueds
astar compuesto por numeroscs tipos de celulas incluyendo
pro-embricnes inicfales.

La formacion de embriones somsticos se puede lograr empleandge un
apropiado medio de nutrientes, sSelecciocnando un medio de cultivo y
ol explante CDixon, 1985,

Tres factores principales pusden controlar la regeneracion tn
vitro, estos son: tipos y concentracién de la auxina utiljizada, la
concentracién de cinetina exogena ¥y el nivel de nitrogenc total
ast como la relacién de nitrogeno reducido en el medio de
regeneraciaon,

La fuente de nitrégenc juega un papel muy {mportante en el
desarrollo de los embriches, la cual tiene que ser una mezcla de



nitrate . y amenio.

Ctro factor que es muy importante en la induccién de embriocnes
es la auxuina empleada, asf comc la concentracién optima y el
tiempo durante el ctal se debe estar eh ¢contacts aon ella, el cual
parece tener influencia el la calidad de los embricnes.

Con respectc a las condiciones de cultivo, un aspecto muy
importante es el de la presidén osmética del medio, el cual puede
ser seguido mediante® varfacion en el tLipo y concentracién de
carbchidrates que sirven tanto de fuente de carbonc como de
agentes osmoticos. Las condiciocnes de iluminacion y la longitud
del fotoperiodo también tiensn efectc en la induccién y desarrolle
del embr:idén; asi como los efectos de pH. (Villegas, 1988).

2.2. EMBRIOGENESIS SOMATICA EN ALFALFA COMO MODELO DE ESTUDIO

Aunque las dos vias de propagacién, tanto la organogénesis como
la embriogénesis somatica son ampliamente utilizadas de acuerdo a
los fines que se persigan , la embriogénesis somética es un método
de propagacidn in vitro que muchos investigadores consideran de
mayor potencialidad dado que es una via mas directa y por lo
tanto mas rapida lo que implica un importante ahorro de tiempo y
recursos al obtenerse una estructura bipelar con un menor nhumerc
de manipulaciones que en el caso de la organocgénesis.

Sin embargo, aungue la embriogénesis somstica representa clertas
ventajas con respecto a otras formas de propagacion, esta se
encuentra restringida a un pequelfio ndmero de especies, entonces
nos preguntamos sPorque la embrogénesis somética no es extensiva a
todas las especies?. Dar respuesta a esta pregunta fué la razén
por la que se considerd necesaric tratar de desarrollar un modelo
de embriogénesis tn vllro que Sea lo mas similar a la
embriogénesis cigodtica, e} cual nos permita llevar a cabo estudios
a diferentes niveles pero con la condicion de que tode lo que
suceda en este modelo sea un reflejo de lo que ocurre en la
naturaleza y poder encoatrar respuesta a esta y atras
interrogantes.



La naturaleza artificial del cultive de lejidos vy su
dependencia exdégena de reguladores de crecimiento y nulrientes
hacen que se pueda tomar ventaja para adquirir conocimiento de los
factores que regulan e} desarrollo de los embriones a_partir de
una célula ¥ los mecanismos de regeneracion de una planta,

Para poder usar la embriogénesis in uiire como un modelo _do
estudio es necesarico que exista un clerte paralelisme a nivel
morfoldgicao, fisieldgica y bioquimice entre &l desarrolle del
embrién somélico y del embridon cigético; es decir, que las
cualidades de ambos a2 nivel molecular, sean equivalentes,

Este punto o5 tmpartante si se considera que los resultados
obtenidos con los estudios en cultivo deben permitir adquirir un
conoeimiento mas profundo de lo que ocurre en la naturaleza, donde
&% en muchos casos muy difficil de tratar de wvarfar algunos
faclores y mantenser constantes otros cuande se ssta trabajande con
Ja planta in toto.

La alfalfa es una especie en la gue s ha logrado aobtener
embriogénesis somética por medio del cultivo de tejidos vegetales
lo cual, tiene una importante aplicagién biotecnologica como es la
produccidn de semillas artificiales, ¥ aungue esta no Lrata de
compelir c<on la produccidon convencional, st constituye una
alternativa para aumentar la produccidn agricola, Lenlendo una
produccion continua sin depender de su ciclo ni de las condicicnes
ambientales.

El sistema de alfalfa puede ser usade como modele para la
investigacion en otras legumninosas importantes comc es el caso
de frijol, chicharo, stya, lenteja, etc

2.3, IMPORTANCIA DE LA ALFALFA

La alfalfa, llamada algunas veces la * reina de las plantas
forrajeras™ os una de las plantas mas importantes de este tipo.

La alralfa es una leguminosa agrondmicamente importante, cde
pastura superior para nmuchas clases de ganade deblde a su alto
rendimiento, calidad de forraje y amplia adaptacidn al clima y al



suelo. Es una fuente segura y econémica de proteinas para el
amimal en pasteorec, porque es independiente dal nitrégens del
suelo ya que presenta la ventaja de tener asociacién simbidtica
con bacterias del genero Rhizedbium, que tiene la facultad de fijar
el nitrégeno atmosférice y producir nitrificacion de los suelos.
Su proteina es de buena calidad y especialmente importante para el
pastorec de los no rymiantes, como los porcinos, las aves de
corral y los caballos. Ademas, es una fuente excelente de calcia,
magnesio, fdésforo y wvitaminas A y D, vy generalmente es de mayor
consume que ias gramineas de igual digestibilidad (Hanson, 1972ad.

La alfalfa ofrece maycres posibilidades al productor de ganade
que muchas de las leguminosas de pastoreo, ya que al presentar una
forma de crecimiento erguide y una rapida recuperacion se presta
para recogerla como heno y alimento verde, asi como también para
el pastorec. Esta flexibilidad es una caracteristica valiosa en
las Zonas ganaderas donde en parte del afo se utiliza alimenta
cosechado. Su resistencia a la sequia también permite un
crecimiento estacional mas uniforme que el de la mayoria de las
legumincsas y gramineas.

Las semillas de las lLeguminosas después de los cereales son la
segunda fuente de alimento Y forraje de los animales.
Nutricicnalmente ellos son dos © Lres veces mds ricos en proteinas
que los granos de los cereales. Sin embargo, se le ha dado un mayor
énfasis a los cereales por lo que su produccién ests por debajo de
estos. Como el coste de las fuentes de proteinas animales tales
como la carne. leche, hueve y pescade se va incrementando
rapidamente, las leguminosas ofrecen un camino para la solucion del
problema para un amplio rango de protefnas. en los paises en
desarrclle CAuhors, et al 1985),

Se produce anualmente mas de un millén de toneladas de harina
de alfalfa. Esta pude obtenerse de hojas que contienen 21.2% de
proteina; la harina de talles 11.5% y la harina completa 18.9%. La
mayor parte de la harina de alfalfa., se usa en mezclas comerciales
de alimentos pecuarios CHughies., et al 1978).(Guita para la



asistencia técnica agricola S.A. R H., I.N.I.A, 198%5).

Recientemente se ha incrementado mucho la preparacién de la
harsina de alfaifa en pastillas., En muchos tipos de animales, se
logra tambien un mayor aumentc de peso vivo per dia, cuando se
properciona harina de alfalfa en pastillas CHughtes. H.D. et al
1978).

2.3.1. IMPORTANCIA DE LA ALFALFA EN MEXICO

La alfalfa constituye en la actualidad el forraje scbre el que
Se basa ia produccion de leche en el altiplano central ¥y en el
norte del pais.

En Guanajuate se cultivan alrededor de 45 mil hectareas de esta
leguminosa, cuya produccidén abastece la demanda del estado, sus
axcedentes se envian principalmente a los estados de Mexico,
Querdtars y Jalisco.

La alfalfa se utiliza principaimente para la alimentacién del
ganado bovino lechero y para la elaboracién de alimentos
concentrados para aves y cerdos debido a su alta producclién y a su
excelente calidad forrajera, su demanda se ha incrementado en los
altimos afos.

Las variedades que han producido los mejores rendimientos son
aquellas que durante la epoca de frico no son afectadas en su
desarrollo, tales como la crioclla o las gque han sido formadas
mediante la seleccidn a pariir de su desarrollo.

Para el centro de Guanajuato las variedades que han demostrado
mayor capacidad de rendimiento son: Puebla 76, Inla 78, Bajio 76,
San Miguelito, NK 819, Moapa, Matador y Astro., Para el sur no se
encuentra informacion suficiente., pero se ha observado buen
desarrollc de las variedades Moapa, Inia y Tanhuato (Guia para la
asitencia técnica agricoela S.A.R.H., I.N.I.A. 1985).

2.3.2. DESCRIPCION BOTANICA

Es una planta perenne con una raiz axonomorfa, tallos herbaceos
y erectlos que alcanzan una altura de 650 a 90 cm. y nacen de una



corona lefiosa. Las hojas son  aliernas, compusstas trifloliadas,
con Toliclos pvados, denticulados hacia el apice.

Lags filores son psquefias, agrupadas en racimos axilares cortes
de {.2 a 2.8 cm., normalmente de fecundacidédn cruzada, de color
atul a violeta; el caliz es dentado, la corcola simpetala con §
estambres. (Figura 2.1) (Guia para la asistencia tecnica agricola
S.ARH., T.N.I.A. , 19895,

El fruio es una vaina pubescente espiral @ curvada,
indehiscente ¥y poses de dos a cualro, raramehte cinco, espiras de
5 a O mm de dismetro, A medida gque la vaina se enrosca durante la
maduracion, las semillas adyacentes puesden verse forzadas a
Juntarse. Esta accidn interna da como resultado la caracteristica
de angulocidad cbservada, Las semillas maduras tienen
aproxinmadamente 2.5 mm de large, 1.5 de ancho y 1.1 de espesor, y
son de color amarillo brillante o de verde oliva a marrén,
raramentea blancas © negras. La semilla es5t4 compuesta por dos
cotiledones, una radicula, un epicotilo en el cual estan las
primeras hojas, el endospermo, qQue es de un cuarto a un medio del
volumen del embridn, una cublerta seminal coleoreada, con un hilo
ubitcado centralmente. (Hanson, 1972 b),

2.3.3. DISTRIBUCION

Es una planta proveniente del Carcanc Oriente y Centro de Asia.
Medicage sativa !. tiene dos centros de cerigen., El primero fue en
ol "“Cercano Oriente Central', zona integrada por Asia Menor ,
Transcaucasia, [ran y la regién montafosa de Turkmenistan., La
especie Medicage falcata L. se sxtiende haciaz el norte, en Siberia,
¥ 1a regién de Eurasia.

La alfalfa se adapta notablemente bien a un amplic margen de

condiciones de clima y de suele,

2. 4. ENBRIOGENESIS CIGOTICA

Para poder comparar que tan paralelo es el sistema de
embriogénesis somatica en alfalfa con el de embriogenesis cigotica

10



Fig. 2.\
LA PLANTA DB ALFALFA: (A) UNIA PLANTA MOSTRAMOO UM SISTEMA RADICULAR

OESARROLLADD Y VARIAS RAKCKLAS (O RAICES SECUNOARWAS CRECLENDO OF LA CO-
MORA. (0) AMMA EN FLORACION OQEWPUES DEL RESAOTE,(C) TRES ENFOOUES OF UNA
FLOR, AUMENTADA DR TAMAAD,(®) RAMA CON FRUTDS COM FORMA OE VAINAS,
CUATRO SEMILLAS ¥ UNA SEMILLA AUMENTAGA DE TAMARD,

(WANSON C.M . 19T2)
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es necesario primero, mencicnat ¢omo sé& lleva a cabo la

segunda.

2.4.1. ESTAMBRE Y POLEN

Las anteras de los estambres seon los sitios donde se forma el
polen. Muchas anteras tienen cuatroe lobules. El centro de cada
lobule contiene una columna de celulas las cuales son el
microesperocito © celula macdre de la microspora con 2an
cromoscmas., Estas <élulas madre estan rodeadas de un tejido
llamado tapetum, el cual proporciona los nutrimentos para las
células madre y el desarrollo de las microsporas,

Cada célula madre de la microspora sufre meiosis y produce
cuatro microsporas haploides. Seguido de la meiosis las cuatro
mearosporas de cada tetrada generalmente se separan. Una el aborada
pared se forma entonces alrededor de las microsporas . ¥ el nuclec
de cada microspora se divide en dos. Uno es el nicleo Co tubod
vegetativo, el cual funciona como el nicleo del grano de polen y
tubo polinico, El segundo ntcleo llega a estar trodeads por una
pequefNa cantidad de citoplasma, una membrana plasmética vy
generalmente una delgada pared formando la célula generativa. lLa
c#lula generativa se divide para formar dos espermas generalmente
en e] tubo polinico perc en algunas especies en el polen. El grano
de polen y el tubo polinico constituyen el gametofito masculine
completo en las anglospermas. Asf, el gametofito masculino maduro
consiste de un total de tres celulas: el tubo polinice y 2
espermas C(Figura 2.23.

La pared del grano de polen esté compuesta de una pared
externa, la exina ¥y una pared interna lisa. la 1Intina, compuesta

de celulosa.

2.4.2. OVULO Y MEGAGAMETOFITO

Dentro del ovario, en la base del carpelo estan los ovulos.
El ovario es hueco ¥y los évulos estan unidos al ovario por un

corto talleo llamado funicule.
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Cada ovule cénsis'.e de una nucela rodeada por dos integumentos
Cel externo y ¢l internod o solo uno. E! canal hacia el apice
donde los i1ntegumentos no vienen juntos es el micrépileo a trawves
del cual el tubo poiinxco' crece en una rtuta hacia el
megagametofito. El desarrollo del gametofito comienza con la
diferenciacién de un soclo megasporocito o célula madre de la
megaspora que tiehe 2n cromosomas dentro de la nucela. Esta
célula se alarga y sufre meicosis. De las cuatro megasporas (con n
cromosemas), tres degeneran. La cuarta comienza a alargarse Yy
sufre una serile de divisiones mitéticas. Las divisiones
ugualmente resulta en ocho nucleos haploides que son organizados
en siete ceélulas,

Tres células conoclidas como aparato ovocelular. son
localizadas en el extremo del gametofito cerca del micrépile: la
céliula huevo y las dos sineérgidas. Las sinérgidas juegan un papel
importante en la entrada del tubo polinico en el megagametofito.
En 8l otro extremc del megagametofito (o sace embrionario, como
comunmente se le llamad estan tres células llamadas las antipodas.
Su funcion es aun desconocida., (Figura 2.3).

La célula huevo, dos sinergidas, y tres antipodas aportan 8 de
los 8 nicleos presentes en el saco embrionario. Los dos restantes
estan en la célula central. Estos dos nocleos tienen un nombre
especial: nOocleos polares. Clenssen and Salisbury, 1984D.

2. 4.3. POLINIZACIOM

Para que una angiosperma se reproduzca sexualmente, el polen
debe ser transferido de la antera al estigma Cacto conocido como
polinizacisond. El polen puede entonces germinar y 2l tuboe pelinicoe
alcanza el saco embrionario donde ocurre la fertilizacidn,

Folinizaction, la transferancia de polen, no es lo mismo que
fertilizacién, la unién de nGciecs gameticos.

14
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2.4.4. DOBLE FERTILIZACION

El tubo polinico crece hacia e! estilo, entra al owvarice
creciendo a lo largo de la pared, creciendo hacia el funiculo, ¥
usualmente entra al 6vulo a traves del micrépilo. Este continua
creciendo hacia la nucela y alcanza el saco embricnaric, Aqui el
extremo del tubo polinico crece dentro de una de las dos
sinérgidas y descarga los dos esperma y el nicleo vegetativeo. Uno
de los dos espermas, o al menos @l nucleo, entra a la ceélula
hueve, La ¢élula huevo y @l primer niUclec espermatico se fusionan
produciendo @] cigoto, mientras que el segundo nucleo espermatico
se fusiona con los dos nUcleos polares para formar el nGeleo
primario del endospermo. Esto es conocido como doble fertilizacién
{un fendmeno que cocurre solc en las angiospermas). El resultado de
la doble fertilizacion es el cigoto diploide ¥y el endospermo
generalmente triploide. (Figura 2.4> C(Jenssen and Salisbury,
19840,

2.4.5. CIGOTO Y EMBRION

El cigoto siempre Se divide desigualmente. La pequefla célula
terminal forma la parte del embrién que se continua dividiendo y
se desarrclla enh el embrién madure de la semilla. La célula grande
basal se divide un nhUmero limitadoc de veces y da origen al
suspensor Cuna estructura que aparentemente funciona en la
conduccion de materiales para el desarrollo del embridénd.

En el desarrollo temprano del! embrién se forma primero una masa
globular de ceélulas. El primer tejido diferenciade es wl
protodermo Cel cual llega a ser la epidermis del embridn). En el
caso de las dicotileddneas, dos centros de divi<ién hacen que se
establezca el comi enzo de los cotiledones y se origina el
embrion en forma de corazon. Divisiones continuas resultan en un
embrion elongado <{torpedo) en muchas, pero no en todas las
dicotiledoneas. Ahora, las regiocnes apical y radicutar son
claramente definidas, y e! comienze de la diferenciacidon celular
puede ser visto., El embrién maduroc tiene dos cotiledones: un
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extremo apical que puede tener algunas hojas pequefiitas en muchas
especies y un extremo radicular con una cubierta. Muchas semillas
acumulan alimento en los cotiledones para soportar el desarrollo
del embrion después de la germinacién. CJenssen y Salisbury.
1884>.

2.4.6. SINTESIS Y ACUMULACION DE MATERIAL DE RESERVA

Durante el desarrollo de los cotiledones, lo que ocurre
posteriormente a la formacion de protuberancias en el embrion
corazén, o5 un cambio en el patrén de crecimiento, de division
celular a elongacidén celular y es en este punto cuando la sintesis
Yy la acumulacién de material de reserva se inicia en los
cotiledones; es decir., el numerc final de células del embridédn es
alcanzado muy pronto durante la ontogenta, y el subsecuente
incrementc en la masa celular. es @l resultado de la expansién y
el concomitante depdsito de almidén y proteinas de reserva
CFigura 2.5 2 (Millerd 1972 en Villegas, 1088).

2.5, PARALELISMO ENTRE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA Y LA CIGOTICA

Comc se@ describié, durante la embriogénesis sexual ocurren
varios cambios morfoloégicos. fisiologicos Y bioquimicos
importantes gue pueden ser tomados como patron de referencia para
saber que tanto el sistema de embriogénesis somatica en alfalfa
se acerca a la rsalidad y poder asi considerarlo comc modelo.

En datos reportadeos por Crounch and Sussex, 1981; Crounch et
al, 1982; Stuart et al. 198S; Shoemaker, 1987 y otros trabajos
realizados en el laboraterio CHernandez, 1988) se sabe que el
patréon morfolégico de la embricgénesis somética es muy paralelo al
que se observa durante el desarrollo de la semilla, es decir,
pasan por los mismos estados de desarrcllo: globular, corazén,
torpedo y cotiledonar C(Figura 2.8 >

Durante ! desarrolleo de la semilla, los cotiledones acumulan
una fuente de nutrientes, siendo gradualmente digeridos come

proceso de desarrcllo. Sin embargo, en el sistema de embricnes
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somaticos los nutrientes son tomados del medic y, por lo tanto no
hay un equivalente directo con los cotiledones cigédticos. Es por
esto que en el sistema de embricgénesis somatica en alfalfa se
pueden observar algunas diferencias morfologicas durante el
desarrollo de los cotiledones. En los embriones somaticos, los
cotiledones son muy pequefios en comparacién cen los de los
embri{ches cigoticos.

A nivel fisiclogico, también se ha encontrade cierto
paralelisme en cuanto a sSu capacidad para germihar, es decir,
los embriocnes somaticos son igualmente capaces de germinar como lo
hacen leos embriones cigétices. Sin embargo, los embriones
somdticos tienen una desventaja con respecto a la semilla que es
la falta de latencia por larges pericdes de tiempe come le hace la
semilla, por lo que ha 5ido imposSible llevar a cabo su secado y
encapsulacién, Se sabe que una de las causas de esta falta de
latencia esta en relacién coh la cantidad de material de reserva
acumtrl ado, pués aunque la acumulacién de protetna de reserva de
los embricnes somaticos sigue el mismo patron observado que en el
sistema clgotice, los niveles finales de acumulacién en los
embriones som#ticos es mucho menor. Esto puede ser explicado sobre
las bases del tamafio de los cotiledones yYa que los niveles finales
de proteina de reserva acumulada en la semilla ocurre en los
cotiledones. '

De lo anterior se deduce que algo debe estar ocurriendo en los
embriones scmAticos por lo que no logran acumular una cantidad
adecuada de material de reserva, suficiente para entrar en
latencia por largos periodos de tiempo como 1o hace la semilla.

Por esto Stuart et al, 1985, han sugerido desarrollar un
criterio mas bioquimico para poder conocer €l grade de paralelisms
que existe entre los dos sistemas., que ademas permita evaluar la
calidad cde los embriones, para poder predecir y cuantificar que
tratamientos rnejoran, la fisioclogla ¥y calidad de los mismos y
propone a las proteinas de reserva come excelentes marcadores

bioquimicos de la embriogénesis. Las proteinas de reserva reunen



ciertas caracteristicas importantes. son especificas de ewmbriocnes
¥ SU Sintesis representa uha expresion tmica en ol tiempd de poces
genes en un sclo punto dyrante el desarrollo de la semlla ¥
dentro del ciclo de vida de la planta, expresién que esta regulada
por la diferenciracidn y es altamente especifica de tejido.

La expresion y acumulacion de las proteinas de reserva son de
tnteres para cuantificar el grado de similitud entre los embricnes
somdticos tn vitro ccon Su contraparte en los embriones cigoticos
desarrollados en forma natural y poder saber si los embriones
somaticos y cigdéticos son bloquimicamente similares.

2.6, PROTEINAS DE RESERVA

£l estudio de las proteinas de reserva tiene un doble interes.
Por un lado seon un componente importante en la nutricion tanto de
humanos como de animales, par otro ladoe, es un sistema atractive
para el estudio de expresion genica diferencial CPerncllet, 188SJ.

fas preteinas presentes en ios embricnes en desarrolo son de
dos tipos CDanielson, 1976 en Villegas, 1686): Protefinas
netabdlicas que pueden ser enzimiticas o estructurales, que estin
relacionadas con las actividades normales de la celula, tncluyende
la sintesis del segundo tipo., las protelnas de reserva., estas
proteinas junte con reservas de carbohidratos y lipides son
sintetizadas durante el desarrollo de la semilla.

l.as proteinas de reserva de semilla pueden ser definidas como
“protesfna acumul ada en cantidades significativas en el desarrollo
de la semilla las cuales son rapidamente hidrolizadas para
proporciconar una fuente de nitrédgeno reducido para les estades
tempranos del crecimiento de la planta®” (Higgis. 19842.

Por razones operacicnales, las proteinas de reserva de sem:illa
pueden ser divididas en cuatro clases de acuerdeo a su solubilidad:
albwminas, globulinas, prolaminas Y gluteinas las cuales son
solubles en agua, soluciones salinas. soluciones alcéholicas y
soluciones scidas e alcalinas respectivamentie. Aungque hay
excepciones. la mayorfa de las proteinas de leguminosas y otras



plantas dicotiledoneas son las globulinas y de las plantas
monocotiledoneas son las prelaminas y las gluteinas CHigais, 18984).

Las globulinas se dividen a su vez en dos famuilias principales
que son denominadas de acuerds a su coeficiente de sedimentacion
en gradientes de sacarosa: 7S (7-85) y 115 C(10-14S3. Ambas clases
de proteinas son oligomericas, su estryctura cuaternaria
generalmente esta basasda en un trimero o rmultiplos de trimerocs.
En la tabla II.! se resumen las caracteristicas especificas de las

proteinas de reserva de alfalfa.

TABLA 1I.1 CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE LAS PROTEINAS DE RESERVA
DE ALFALFA

Proteina 7S
- Soluble en solucion salina baja , pH 7
- Compuesta de una serie de bandas de 68 K (tripleta),
52 K, 3 K, y 32 K.
- Purificacion:
Filtracion en gel CA-0.5 o sedimentacion.
Cambio ionice CDEAE, pH 5.9).

Proteina 118
~ Soluble en: pH 7, NaCl. 1 a 10 mM DIT
PH 3, solucién salina baja
PH 9, solucion salina baja
- Compuesto de una serie de bandas de 47 K C(tripleted,
39 K, 22 K, y 20 K.
- Purificacion:
Lavados extensivos del botén seguido por una
selubilizacion especifica.
Filtracion en gel (A-1.5 M. pH 3 o pH 8 o
sedimentacion .

(Stuart, D.A. et al., 1983.
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2.6.1. GLOBULINAS DEL TIPO 115

El rango de peso molecular de estas proteinas va de 300-450 KD
CHiggins, 1984; Villegas, 19868; Krechko J.E. and Bewley J.D,. 1988)
¥ tienen un punto isoelectrico de 4.5 a 8.

Esta compuesta de 12 subunpidades {(Calsimpoclas et al, 1967 en
Pernollet and Mossé, 1G83) correspondiendo a & diferentes tipos de
cadenas polipeptidicas (Catsimpoolas et al. 1971 en Pernollet, and
MNosee, 1U83) con un pesc molecular cerca de 22000 y 37000. Las
subunidades parecen estar libres de carbohidratos C(Koshiyama y
Fukushima, 1978 a). Por su analisis en la composicién de
amincdcidos, ha factilitado su division en dos grupos: tres
subunidades &cidas y tres subunidades basicas.

Badley et al, 1983 demostraron que las 12 subunidades son
rez.mente empaquetadas en dos hexAagonos ideénticos colocados uno
sobre otro de tal modo que cada subunidad #acida estd asociada a 3
basicas y viceversa: dos en el mismo hexagono y el tercerc en el
otro. La estructura involucrada es aproximadamente similar a un
cilindro achatado. Perncllet y Mosse, 1083 sugieren que alguncs
puentes disulfuro intercadena podrian existir entre algunas de las
subunidades.

En la figura 2.7 se ilustra un modelo general de la estructura
cuaternaria de legumin, La molécula de legumin es un polimero
formade por la asoclacién de 8 mondmeros. Cada monédmeroc es una
proteina bicatenaria. Las dos cadenas (Una subunidad écida y una
basica) estan frecuentemente asociadas por uUno © mas puentes
disulfuro, ellos pueden ser separados por un agente reductor y da
origen a las subunidades #cidas y basicas. Estas subunidades son
producto de familia de multigenes.

2.6.2. GLOBULINAS DEL TIPO 7S

El rango de peso molecular es de 150 a 200 KD CKrochke J.E. y
Bewley J.D., 1984) CHiggins, 1884> (Villegas, 1988), con punte
isoslécirico entre 5 ¥y 8. Estan mencs definidos en cuantc a su

constitucién, el modelc més aceptado es que son asociaciones no
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equimolares de polipeptidos de 70 KD, S0 KD y 25 KD. Llos cuales
muesiran hetercogeneidad de carga y tamafio, siendo también
codificadas por familias de multigenes.

En relaciun con su estructura cuaternaria. frecuentemente
aparece comd home o© heterctrimero algunas veces capaces de

asociarse en hexamere (Perncllet, y Mosee J. 1083,

2.7. CUERPOS PROTEICOS Y SU RELACION CON LAS PROTEINAS DE RESERVA

La semilia difiere de otres tejides por su alto contenide de

material de reserva: almidén, lipidos y <ciertas proteinas no
enzimhticas ~-las proteinas de reserva (Ericson M.L. et al, 168%,
las cuales pueden ser definidas como proteina gque se acumula en
cantidades significativas en el desarrollo de la semilla, son
estables durante el desarrolloc que separa la embricogenesis de la
germinacion y crecimiente de la planta para proporcisnar una
fuente de esqueletos de carbén ¥ nitrégeno reducido; el nitrogeno
principalmente en forma de protelnas; el carbon en forma de
almidén y-so lipidos (Derbyshire et al., 1976; Higglis. 1984).
Se ha encontrado que las proteinas de reserva estan extrictamente
confinadas al pericde de maduracion de la semilla (Fisher, 18872,
Estas son sintelizadas durante el crecimiento del embrién en un
periodo de una muy alta actividad bicsintética Yy son
subsecuenteéemente transportadas de su sitio de sintesis a su sitio
de aimacen, les cuerpos proteices ( érganocs redeados por membrana
de 0.8 a 12 um de diamerrod C(Ericson, et al 1989); C(Lending et al,
1889); (Kim, 1888); (Greenwood y Chrispeels, 1885) y (Chrispeels,
19842,

El conttol de la expresién de los genes de las proteinas de
reserva durante el ciclo de vida de la planta es de gran interés.
Se ha encontrade que ests extrictamente confinado al pericode de
maduracién de la semilla. Durante el resto de vida de la planta,
los genes de las proteinas de reserva parece que estan reprimidos
por un mecanismo hasta ahora desconocido. Generalmente se asume

que, con la desecacién de la semilla irreversiblemente termina e]
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periode de maduracién y reorienta el programa de desarrollo,
despuées de un estade metabolicamentm quiescente, hacia una
expresion de aguelles genes, los cuales estan dirigiende la
germinacion y el crecimientc de la planta (Fisher et al, 1987);
CCroissant-Sych y Bopp, 1988).

En muchas dicotiledoneas como las legumincsas las principales
proteinac de reserva son las glcbulinas. FEstas son sintetizadas
predominantemente en las ceélulas de parénquima de los cotiledones
durante el desarrcllo del embridn.

En contraste con las dicotiledoneas, muchos cereales tienen
proteinas de reserva llamadas prolaminas, las cuales, son
sintetizadas en el endospermo.

Evidenci{as bioquimicas recientes confirman que los poliscmas
(ribosomas) unidos a la membrana del reticulc endoplasmico es el
sitio de sintesis de las proteinas de reserva, aunque no hay
evidencias experimentales firmes que comprueben dque este es el
sitto de formacién de las proteinas de reserva a lo largo del
wstado de desarrollo de los embricnes durante el tiempo que la
sintesis y @l depdsito de globulinas toma lugar. Ya que los
polisomas nunca se han observado unidos a la superficie exterior
de la membrana de los cuerpos proteicos, igual que como ocurre con
los cuerpos proteicos durante el desarrollo deél endospermc de
maiz,

Durante el desarrcllo de las semillas de legumincsas, en las
células del cottleddn, las proteinas de reserva deben ser
transportadas de su sitio de sintesis a los cuerpos proleicoes
CLending et al, 1888); C(Adler y Miuntz, 1983).

En general los cuerpos proteicos son pequefics més © menos
est'éericos Yy rodeades port una membrana.  Estan  compuestos de
proteina de reserva (70-80% de peso secod. sales de #cido fitico
C10% del peso seco), enzimas hidroliticas, caticnes y acides
ribonucleéeicos, La presencia de compuestLos tales como carbohidratos,
sales de 4Acido oxalico, y lipldeos son menos inmportantes y

mas variables (Perncllet, 1978).
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E}l origen de los cuerpes proteices durante mucho tiempe ha sido
cbjeto de controversia.

Se han propuesto dos diferentes mecanismos de formacion de los
Tuerpos proteicas, los cdales han side apoyades por  algunas
evidencias experimentales:

[ Los cuerpos proteicos descienden de una gran vacucla la cual
esta presente en las celulas del cotileddn en el desarrello de
la semiila de leguminosas on el comlenze del estado de
desarrollo del embrison. Las proteinas son deposttadas dentro de
estas vacuolas., Los depbdsitos proteéices vacuoclares incluyen a
las globulinas. Estas vacuolas parecen ser transformadas a
cusrpos proleicos por fragmentacion lo cual ccurre poco después
del inicio de la formacidn de las protetnas de reserva (CGayler
et al, 198Q); (Craig 1978, 1980 citado por Adler, 1983,

Tyl Los cuerpos proteicos se originan en el reticulo
endoplasmice. Los polipeptidos de las proteinas de reserva
son descatgados de los polisomas unidos a la membrana Yy
segregados en el lumen del retiule endoplasmico rugose (Adler y
Mintz, :983); CEricscn gt al, 1969, donde estos son ensamblados
en los cuerpos proatsicos (Craig et al, 1980); Clending et al,
1688,

Basados en estudios de inmunolocalizacidn, las prolaminas
parecen agregarse deniro del reticulc endeplasmico rugosac,
mientras gue muchas de las glochulinas parecen agregarze en
vacuolas (Lending, 19893,

Para concentrar la proteina de reserva del reticulo
endopl asmico hacia l!a vacuola durante los tempranos perjiodos de
acumulacion, las proteinas sintetizadas por [:23 retfculo
endopl ésmico son pasadas al aparato de Golgli donde llegan a ser
concentradas; las vesiculas de Gelg: son el vehiculo para el
transportie hacia las vacuoclas existentes. Asi este mecanismo de
transporte involucra el flujo directo de vesiculas de Golgi a la
vacuocia C(PBergleld et al, 1980).



El proceso de concentracidn en vacuolas es interrumpido cuands
los embricnres llegan a un estado gqutescente durante la desecacieén
de la semilla. Este procesc continua hasta antes de la germinacion
cuande las proteinas de reserva llegan a ser digeridas y 1la
reducclon de los cuerpos proteicos por coalescencia hasta formar
finalmente una scla vacuocla central. Asi los cuerpos proteicos
pueden ser considerades como un estado transitorio del desarrolloe
vacuoclar de las celulas de reserva. lau cuales se desarrollan en
células asimilatorias ordinarias despuées que su material de
reserva ha sido consumide (Bergfeld et al, 19800.

La acumulacién de proteinas de reserva en los cuerpos
proteicos, gqQue ocurre durante el desarrollic de la semilla, es un
aspecloe inmpartante para la vida de la planta. asi como para el
hombre, y debe ser considerado si1 se desea producir embriones
somatices enfocades a la produccion de semillas artificiales.

Para que un embridén somatico pueda ser considerado similar a una
semilla y de la misma calidad, este debers seguir el misma patron
de acumulacidn de proteinas dentro de los cuerpos proteicos y en
el mismo nivel como se presenta en la semilla, (o cual también le
permitiria entrar en latencia por largos periodos de tiempo.

Se ha reportado que en los embriones sométicos hay una sintesis
de westas proteinas de reserva peroc sus niveles finales de
acumulacién son mucho maes bajos que en la semilla; sin embargo,
aln no se conocen cuales son leos factores que impiden que se lleve

a cabe la acumulacion dentro de los cuerpos proteicos.

2.8. REGULACION DEL. METABOLISMO DE LLAS PROTEINAS DE RESERVA EN LOS
COTILEDONES

Los cottledones de Serdillas de leguminosas soh rricos  enh
proteinas de reserva, las cuales son metabolizadas durante el
crecimiento de la plantula ya gque este crecimisnto es acompalado
par un fincremento en la actividad proteclitica en los cotiledones
debido a la aparicién de una preoteasa con actividad endopeptidasa.

Estudios ultraestructurales sugieren que la protedlisis ocurre



dentro de los cuerpos proteicos dade que las membranas que los
rodean aparentemente aparecen intactas durante el proceso de
digestion.

Los cotiledones de szemillas de legumihosas contienen gran
cantidad de inhibidores de proteasas las cuales disminuyen durante
el tempranc crecimiento de la pianta. Esto sugiere que el comienzo
del metabolismo de las proteinas de reserva en las plantas es
debido a la activaclon de proteasas en los cuerpos proteicos y que
esta activacion ests causaimente relacionada con la disminucion en
la actividad de ios inhibidores de proteasas. Sin embargo, tal
relacién causal nunca ha sido establecida ¥y no ha sido demostrada
la protedlisis autolitica en cuerpos proteicos aistados.

En apoyo a un mecanismo de contreol completamente diferente para
el metabolismo de las proteilhas de reserva Chrispeels et al. 1978
demostraron que la endopeptidasa responsable del rompimiento de
las proteinas de reserva es sintetizada de nove ¥y llega a ser
asociada con los cuerpos proteicos.

La sintesis de la enzima ocurre en les polisomas unides al
retfculo endoplésmico y el transporte de la enzima a los cuerpos
proteicos es mediada por las cisternas del reticulo endoplasmco
CChrispeels, 1980-810. Esto fue sugeride por evidencias
ultraestructurales en donde se muestra que el retficulo
endoplésmico rugoso prolifera y puede dar origen a vesiculas, las
cuales sSe fusiohan con 1O0S cUerposS proteicos previo a la digestion
de las protetnas de reserva,

Los cuerpes proteicos son generalmente considerades parte del
compartimento litico de la célula vegetal y estas vesiculas pueden
representar liscsomas primarios leos cuales transportan las enzimas
de su sitic de sintesis a su sitio de accion; es decir, del
reticulo endoplasmico a los cuerpos proteicos. (Chrispeels et al,
1976); C(Chrispeels, 1880-81); (Gayler et al. 1989).
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2+.9. CARACTERIZACION ELECTROFORETICA DE PROTEINAS MEDIANTE GELES
DE POLIACRILAMIDA

Para poder analizar con cierta aproximacion los diferentes
polipéptidos que estan relacionados con una familia de multigenes
la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida resulta
ser una herramienta muy Gtil.

La eslectroforesis es el movimiente de particulas cargadas, en
una solusisn bajo la influencia de un campo eléctirico,

t.a migracién de particulas cargadas en una solucion por la
accion de un campo elécirico puede estudiarse en medios libres o
en sclucicnes amortiguadoras empleando diversos soportes come el
papel filtre, agar, acetatc de celulcsa, gel de almdén, gel de
poliacrilamida, etc.

El gel de poliacrilamida (SDS-PAGEY es unc de los mejcores
métodos para la separacioen de proteinas. Su caracteristica
principal reside fundamentalmente en su gran poder de resclucién
por sus efectos de tamiz molecular y ademas por ser un gel inerte,
estable, firme, de gran Lransparencia Yy sumamente manuable,
Permite a traves de etapas adicionales 1la definicion de
especificidad de anticuerpos.

La poliacrilamida es una polimerizacion producto de una union
cruzada de acrilamida y N.N'-metilenc bisacrilamida (Bis). La
polimerizacion es iniciada por el sistema catalizador-redox tal
como el persulfato de amonlo-N,N,N’.N'-tetrametileno dramina
CTEMED) o riboflavina TEMED. La ventala ests en que al cambiar la
la concentracién de la mezcla de acrilamida y bisacrilamida, se
modifica la estructura molecular del gel aumentando o disminuyendo
su poro de filtracidén.

Cuando las proteinas son hervidas en presencia de SDS y agentes
reductores como ff-mercapto son desnaturaltizadas. La union con el
sDSs proporciona una <arga negativa uniforme que les permite
migrar a traves de la matriz de poliacrilamida, su movilidad es
inversamente proporcional al legaritmo de su pesc molecular. Al

final de la corrida las moléculas pequefias han corrido mas raptdo



a lo largo de la trayectoria en el gel., las moléculas mas grandes
han corrido "mencs vy cada constituyente cdespués de teflir las
proteinas puede ser comparado con marcadores de peso molecular Jque
COrren en una trayectoria de referencia y tamafio molecular (KD
asignado. Para tener una madxima resolucion de bandas en el gel de
corrida., la mezxcla de preteinas son aplicadas a bandas mas
estrechas del gel concentrader (usande un peine para preparar las
trayectoriasd., El gel concentrader con menos acrilamida y minima
propiedad de tamiz, formado con un sistema de amor tiguader
discontinuo de cloruro ¥y glicina a pH 6.8 forma una frontera
acumulando las proteinas contenidas en una estrecha zona antes de
entrar en @l gel de resolucion,

2.10. EL USO DE ANTICUERPOS

Estudies preliminares nos han indicade que durante la
embriocgénesis somaética Sa involucran macanismos bicquimicos
similares a los que se dan en los erbriones sexuales como es la
acumulacién de protefnas de reserva. Sin embarge, una forma de
asegurarncs que se trata del mismo tipe de proteinas es mediante
la obtencién de anticuerpos contra esas proteinas de semilla y si
los anticuerpos reaccionan contra las proteinas producidas por leos
embriones somaticos significa entonces que son del mismo tipo.
Esta teécnica nos permite, ademas, congccer los nlveles de
acumulacien de estas protetinas.

La preoduccion de anticuerpes plantea un método general para la
deteccién de macromeoléculas en tejidos y células vegetales. Esta
técnica representa una considerable ventaja en especificidad sobre
métodos citoquimicos convencionales (para localizar e identtficar
antigenos en tejidos vegetales), la cual es directa contra grupos
quimicos particulares y clases de moléculas y son visualizadas
despuds de la reaccién con tinciones especificas las cuales se
unen a esteos grupos.

Actualmente las tecnicas inmunologicas tienen un gran

incremento en el numero de aplicaciones en el estudic de Sistemas

32



vegetales. la inmunocitoquimica vegetal esta bien establecida a

nivel de microscopla de luz y existe la tendencia a hacer estudios

expleoratorios a nivel de ultraestructura. Al mismo tlempo los
estudies i1nmunccitequinicos en gplantas puede dar unica infermacion
acerca de:

1.~ Localizacion de células especificas o contenidos celulares de
determinadas macromoléculas.

2.- Deteccidn de cambios en la distribucién celular de las
macromoléculas durante el desarrollo.

3.~ Identificacién de los sitios subcelulares de determinadas
macremoléculas con una resolucidn especial a nivel de
microscopia de luz.

4.- Identificacién a nivel de ultraestructura de organelos
particulares sintetizadores de diferentes macromeléculas o en
los cualas estas puedan estar secuestradas en la célula
CKnox, 19823.

2.10.1. ANTIGENO

£s definido como una substancia exdgena capaz de inducir una
respuesta  inmuncespecifica en cualgquier tipo de vertebrade
i nmunocompetente. Los antigencs en general no tienen una
caracteristica © una composicién gquimica especifica que los
distingan de substancias analogas gque no sean antigénicas; por 1o
tanto, la definicidn de un antigeno es enteramente operacional y
depende de si la substancia en cuestidn estimula una respuesta
f{nmune (Benacerraf y Unanue, 1979).

Cualquier molécula puede constituir un antigeno siempre ¥y
cuando tenga 2onas contra  las cuales vayan dirigidas las
respuestas inmunes y con las cuales se una a los anticuerpos, a
estas zonas se les denomina determinantes antigénicos (Cunningham.
1978,

Algunes factores, importantes que participan en la
inmunogenicidad de los antigenos son: la composicién del antfigenc.
la via de administracioén, la dosis del antigeno, lo extrafio del
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antigeno para el receptor, edad y sexc del receptor, el tamafo y
metabolismo del antigene., el uso de adyuvantes ¥y el estado fisico
de]l receptor (Ortiz, 18873.

La via de administracian y la dosis del antigeno determinan su
inmunogenicidad; es decir, el mecanismo por el cual el antigeno es

procesade, influye en la respuesta inmune.

2.10.1.1. USO DE ADYUVANTES

El use de sustancias capaces de potenciar la respuesta
inmunitaria Cadyuvantes), modifica la inmunogenicidad de un
antigeno.

Se han desecrito varias substancias que aumentan la
inmunogenicidad de los antigenos, como las emulsiones oleocsas y el
hidroxido de aluminio. Estas substancias, llamadas adyuvantes, no
sdle aumentan la itnmunogenicidad de sustancias que ya poseen la
capacidad de inducir la respuesta inmune cuando se administran en
un individuo, sino que tambieén confieren esta caracteristica a
sustancias que no la poseen; as{ mismo, pueden modificar el tipo
de respuesta inmune hacia el inmunégenc (Ortiz 1987,

Adyuvantes como el incompleto y el completo de Freund han sido

estudiados con diversos antjigenos.

AY ADYUVANTE COMPLETO DE FREUND

- ~Este consiste de una mezcla de aceite mineral, y una suspensidn
de Micobacterium bdutyricum o Micobacteriun tuberculosis destruidas
por calor. E! inmunogeno en solucidn es emulsificado con estos
componentes para producir una microgota {nmunégenosagua dentro de
la fase de aceite. El adyuvante completec de Freund incrementa ¥y
prolonga la respuesta del anticuerpo. La emulsion es estable y
cuando se inyecta forma un depdsito de inmunégene que es
lentamente disponible. Otro principal atributo esta relacionado
con la actividad de la micobacteria., algunos de cuyos productos
actian coms poderoses estimulantes, para las ceélulas del sistema
inmune en los nodulos linfaticos locales y en el granuloma que
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Se forma alrededor del depésito, M. tuberculosis es la mas potente
de las dos especies de nmicobacterias usadas. Muchos antiguerpos
son sintetizados en el granuloma y su actividad continGa tante
como persista el inmunogeno, el cual puede estar por muchos afios.
Por la formacion del granulema y la tendencia del adyuvante
completo de Freund para producir anticuerpos hacia tejidos
autcinmunegénicos este ne puede ser usado en el hombre. Este
adyuvante es. sin embargo, con mucho el més efectivo ¥y mds
ampliamente usado para la produccién rutinarfa de suerc en
animales, contra antigenes scolubles Yy antigencs de celulas
enulsificadas.

B) ADYUVANTE INCOMPLETO DE FREUND

La fase liquida de inmundgens puede ser emulsificada con aceite
sin micobateria para proporcionar un depdsite de m#xima
inmunizacton, Este tambieén da un largo tiempc de respuesta de
produccién de anticuerpos ya que hay una toma gradual de imunégeno
del sitio de i{inyeccion. Sin embargo, la respuesta del adyuvante
incompleto de Freund es menos Ssegura y de orden més bajo, esto
puede ser debido a que el factor que activa el granuloma no se
desarrella y persiste en el depdsito de adyuvanie incompleto de
Freund. Puede haber diferencias en la respuesta de isotipo del

anticuerpo usando exclusivamente adyuvante completo de Freund.

2.10.2. ANTICUERPO

Es una proteina producida como resultade de la introduccioen de
algun agente extrafio y que tiene la capacidad de combinarse
especificamentie con el antigeno que estimuld su produccién.
Colectivamente, las proteinas con actividad de anticuerpo son
referidas come inmunoglobulinas.

Todas las moleculas de inmunoglobulinas tienen una estructura
comyn consistiendo de cuatro cadehas peolipeptidicas, des grandes y
dos pequefias. La cadena polipeptidica grande es llamada pesada o
cadena H; la més pequefila es lilamada ligera o cadena L.



Las cadenas ligeras que censtituyen la :nmunoglcbulina son de
dos tipos; Kappa CK) y Lamhda C\). En una :inmunoglobulina. las dos
son K ¢ las dos scon A\; no existen :inmunogiobulinas hibridas. En la
actualidad se conocen cince clases de c<adena pesada y. por lo
tanto. cinco clases de i1nmunoglobulinas. Las cadenas pesadas se
denominan: u. y, & 6. £ ¥ las inmunoglobulinas: IgM. IgG, IgA.
IgD e IgE respectivamente. Cada una de ellas contiene dos cadenas
pesadas iguales, nunca hibridas. Dentro de alguynas de estas
clases. existen subclases gque son determinadas con base en
diferencias serologicas o fisicoquimicas en las regiches
constantes de las cadenas pesadas. (Benacerrafl y Unanue. 197G;
Ortiz, 1987).

La molecula se separa enzimaticamente en dos fragmentos, Fab y
Fe. Uno de esStox fragmentos mantiene la capacidad para unirse al
anti{genc de aqui que fuera llamade Fab Cab = antigen binding). Las
dos unidades Fab se encuentra unidas entre si por enlaces
disulfuro entre las cadenas pesadas. Asi mismo, cada unidad Fab se
encuentra uynida por enlaces disulfurc entre la cadena pesada y la
ligera y tambien por enlaces no covalentes. El otro fragmento no
se combina con e! antigeno pero fué cristalizable por lo tanto fué
llamado fragmento Fe Cc = cristalizabled . CFigura 2.82.

La capacidad de una molécula de anticuerpo para combinarse
con un solo determinante antigénico reside en ta fraccién Fab de
la moleéecula, mientras que ciertas propiedades bioclogicas que
determinan la posterior disposicion del antigeno reside en la
percion Fo CBenacerrafl y Unanue, 1878),

Cada una de las cadenas polipeptidicas contiene una regidn amino
terminal (N-terminal), conecida come region variable o V., y una
region carboxiloterminal (C-terminall), llarpada regidh constante o
C. La region V es la que esta implicada en la combinacion con el
antigeno a través de unos cuantes aminodcidos de las cadenas H y L
CRegiotn hipervariable); estas se encuentran espec:almente cercanas
entre i debido a la conformagciéon de la  inmunoglebulina
COrtiz,1987), (figuras 2.8 y 2.9>.
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2.10.2.1, DIFERENTES TIPOS DE ANTICUERPOS

En la exploracion de las propiedades de uniones especificas de
un anticuerpo se puede elegir entre dos formas muy diferentes de
anticuerpos, hay anticuerpcs policlenales convencionales b4
anticuerpos monoclonales. Estos son  preparados en  una  Tuta

diferente para satisfacer diferentes demandas.

Ad ANTICUERPQ MONOCLONAL

Estos son derivados de una sola célula inmortalirada,
preduciendo anticuerpos por fusion de un linfesito B con una linea
de celulas tumcrales para formar clones “hibridomas®™. £l
anticuerpo secretade es homogénec en especificidad, afinidad e
isotipo y cada producto monoclonal es especifice a un solo
determinante antigénice del inmunogeno <(moncespecificod. Cada
anticuerpo monocional puede ser preparado en cantidades
tedricamente ilimitadas para pruebas estandar universales. La
aplicaciéon de estos anticuerpos se ha extendido rapidamente, En
las areas de inmunclegia y microbioclogfa la contribuciéen de los
moncclonales como prueba es muy significativa. Su principal wvaler
se apoya en su capacidad para seleccicnar un tmico determinante de
un antigeno. Los anticuerpos monoclonales indudablemente pueden
salvar los problemas de la sensibilidad y especificidad que
acompafia el uso de policlonales. La principal desventaja de los
anticuerpos monocionales es que, debide a su monocespecificidad.
ellos carecen, © Lienen pobres preopiedades de precipitacion (Catty
D., 19880,

B) ANTICUERPO POLICLONAL

€5 un suero convencional producte de una i1nmunizacién animal,
usualmente ccnejo, cabra o chive, Este contiene muchos diferentes
anticuerpos especificos hacia varios epitopes del comple jo
estructural inmunédgenc, Lla principal wventaja de este Ssuerc

policlonal es su capacidad para formar un gran complejo



inmunoseluble con el antigeno, o para una rapida aglutinacion ;Se
celulas, por -lo tanto, las reacciones pueden ser vistas y medidas
visualmente c© determinadas fotometricamente. Este suero tiene
cirertas limitaciones para su explotacion en inmunoensayos. Siendo
una de las principales su heterogeneidad en especificidad cuando
reacciona con antigenos pequefios ¥ su variabilidad entre animales.
El antisuero es el producto de muchos clones celulares y es en
consecuencia, heterogénec en muchos niveles: en las clases y
subclases C(isotipos) de fos anticuerpos producides, en su
especificidad, en el titulo ¥y en el grado de afinidad. En un
antisuero puede haber muchos anticuerpos para muchos antigencs
Cmultiespecificos © poliespecificos), © para unos pocoS antigencs
Coligoespecificos) o para un solo antigeno Cuniespecifico). En
suma la respuessta a epitopes individuales puden ser clonalmente
diversos, y anticuerpos de diferente afinjidad pueden competir por
el mismo epitope CCatty., D. 1988).

El antisuero policlonal a pesar de sus aparentes desventajas es
esencial para estudios preliminares y de sondec por su facilidad
de produccidén en cortos tiempos, la rapida disponibilidad del
métodoe y su capacidad para formar un gran complejo inmunosoluble
con el antigens. Ellos t-amblma tienen usualmente alta afinidad por
el antigeno y la produccién comercial de anti-anticuerpos que son

aprovechables para inmunocitoquimica (Knex R,B., 1982).

2.10.3. REACCIONES ANTIGENOQ-ANTICUERPO

La forma Y basica de una melécula de inmunoglobulina es una
estructura bifuncional: leos brazos de la Y estan principalmente
relacionados con la union antigénica mientras que la parte
constante esta relacicnada con la capacidad de las diferentas
inmunoglobulinas para interactuar con el tejido huesped CRoitt,
1987).

Las reacciones antigeno-anticuerpo no ccmprenden la totalidad
de las moleculas de une y otro componente. Solo reacciona e

interacta una region limttada que en el antigenc recibe el nombre
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de determinante antigénico y en el anticuerpo el sitio de
combinacidn. La reaccién ocurre cuande las moléculas se aproximan
mucho, de modo que la conformacién de la superficie en uno de los
componentes es précticamente complementaria con la conformacion de
la suparficie del otro, ¥y as{ las fuerzas de unidén llamadas de
corto alcance actuan ¥ mantienen estable la combinacién por
enlaces no covalentes come puentes de hidrogenc, mnlaces
d’lpolc—dxpolo. enlaces dipolo-ion, fuerzas de Couiomb, enlaces de
Yan der Walls, etc. COriiz, 1887). Aunque las fuerzas de atraccion
involucradas en estas uniones son individuaimente deébiles en
comparacién con las uniocnes covalentes, la multiplicidad de

unicnes induce a una considerable energia de union CRoltt, 19872,

2.10.4. ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS

l.as reacciones antigenc-anticuerpo pueden mostrar un alto nivel
de especificidad ya que son, 5itios de acci6tn de anticuerpas
dirigidos contra determinantes de un antigeno ¥y no son
complemotarios hacia determinantes de otro antigeno. La
aspocificidad de un antisuero es @! resultado de la Suma de
acciones de varies anticuerpos en la poblacion total de moléculas
en cada reaccidn con paries diferentes de una molécula antigenica.

No obstante, cuande algunos de los determinantes de un
antigeno, A, son compartides por otro antigenc B, entonces una
porcion de anticuerpos dirigidos hacia A también reacclionaran con
8. Esta es llamada reaccion cruzada, la cual se ejemplifica en la

siguiente figura.

MO Eerlrca || MRAGTKM ChuTADA 0 REACION

osall eat-y [l ewit

AgA Agd age
ARG SaRSOND0 DETERMAANTE v HO DETTRMNIANTE
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2.10.5. RESPUESTA PRINARIA Y SECUNDARIA DE LOS ANTICUERPOS

Una caracteristica fundamental de los organismos es  su
capacidad para reconocer moléculas extraflas y responder contra
ellas, bien sea a traves de la sintesis de proteinas de tipo
inmunoglobulinico, de la produccion de linfocitos sensibilizados
especificos o por ambos procescos. Esta respuesta ipmunitaria, gue
se ha dividide tradicionalmente en humoral y celular, tiene como
caracteristica principal su -smifscid'ad. Al ponerse un antigeno
por primera vez en contacto con el aparato inmune de un individuo,
se observa un periodo latente de varios dias C(tres a cuatrod
durante el cual no se detectan anticuerpeos ni celulas proeductoras
de ellos en los tejides linfoides. Despues los anticuerpos, scbre
todo de la clase IgM. comienzan a hacer su aparicion en el suero y
aumentan exponencialmente hasta alcanzar un maximoe, para luego
disminuir en forma gradual; cuando los niveles de IgM son muy
bajos, se producen pequeNas cantidades de IgG. Esta forma de
respuesta se conoce como respuesta primaria, y sus
manifestaciones van a dependet del antigeno utilizado, la dosis y
la ruta de inmunizacién, Ahora bién, s1i a este individue ya
inmunizado sSe le deja hasta que los niveles de anticuerpo hayan
desaparecido y después se le aplica una segunda dosis del mismo
antigens, la respuesta que S® observa es diferente y se llama
respuesta secundaria. Esta se caracteriza por ser més rapida en
su desarrclle y cuantitativamente superior a la primera, debido a
que e! periodo latente es de menor duracien. Ademis después de
llegar al méxamo, su descenso es mucho mads lento ¥y la clase de
anticuerpos que predomina es IgG. Come el sistema linfoide parece
“recordar* su primer contacto con el antigeno, la respussta
secundaria acelerada e intensificada puede llamarse también,
respuesta anamnésica. (Figura 2.10).

Esta capacidad para adquirir una respuesta inmunocloégica es
otra propiedad importante de la respuesta i{nmunitaria.

Las dos principales clases de células mononucleares qQue

intervienen en los procesos inmunttarics son: los linfocitos y los
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macréfagos. Los primeres poseen la propiedad de responder de
manera especifica mientras que los macrofagos actaan como células
accesorias y tienen un papel inespecifico (Ortiz, 1887)

2.11. METODOS INNUNOLOGICOS

La inmunologia ha desarrollado sys técnicas, particularmente
relacionando la interaccion del antigenc con el anticuerpo. Aunque
wstas técnicas originalmente trazadas para inmundlogos se ha
ampliade su uso a otras ciencias biologicas en donde aheora se
aprecia la especificidad de unién antigenc-anticuerpo, lo cual
pormite una identificacién exacta y la distincién de alguna
molécula para la cual se haya obtenide un anticuerps CRoitt et al,
19870,

2.11.1, INMUNODIFUSION DOBLE

La finalidad de las técnicas de inmunodifusion es identificar
la reaccion antigeno-anticuerpo por la reaccidn de precipitacién,
Aunque la formacion de los complejos antigeno-anticuerpo, depende
de electrolitos, amortiguadores, pH b2 temperatura, los
determinantes mas importantes de la reaccion son las
concentraciones relativas de antigeno y anticuerpo.

Las reacciones de {nmunodifusién pueden clasificarse como
unicas o dobles. En la i(nmuncdifusion dnica eif antigens o el
anticuerpo permatece fijo ¥ el otro reactivo se mueve y S& acopla
con #l. En la inmunodifusion doble, ambos reactivos estan libres
pAra moverse uUne hacia el otre y precipitan. El moevimiente en
cualquier forma de inmunodifusidén puede ser lineal o radial.
CFudenberg et al. 19822,

Difusion deble:

Esta técnica extremadamente util Ctambiéen ilamada ansalisis de
Cuchterlony) esta basada en el principic de que ol antigeno y el
anticuerpo se difunden a traves de un medio sélido Cpor ejemplo,
‘agar? Yy forman complejos inmunitarios estables que pueden ser

analizades visualmente,
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La prueba se realiza vaciando agar fundido sobre cajas Feu-t‘ o
portacbjetos de wvidric ¥ dejands que se endureczca. Se horadan
pequefios pozos en @l agar separades algunes milimetros. Las
muestras que contienen antigenos y anticuerpcs s'e cclocan en
peIos opuestos y se deja que se difundan una hac:ia la etra en una
camara humeda por 18-24 heras. Las lineas de precipitacion
resultantes que presentan complejos antigeno-anticuerpo son
analizadas visuvalmente (Fudenberg et al. 1882).

Entre las aplicaciones que tiene esta técnica se pueden
mencionar las siguenles: a) wes una prueba esencial para
propiedades de precipitacion, titulo aproximado y especificidad
del antisuyere para un antigenoc en solucién; bd prueba para la
identidad antigénica. determinacion de la pureza del antigenc ¥y
reaccidn antigénica entre moléculas. y c) una prueba aproximada de

concentracién de antigence.

2.11.2. INWKUNOELECTROFORESIS

En el métode de inmuncelectroforesis, se combina la separacién
electroforetica de proteinas por medio de un campe eléctrico con
la doble difusién en agar, En la primera fase,las protefnas del
antigeno (o suere) son separadas poer la corriente eléctrica. En la
segunada fase de la reaccion se emplea un sistema de doble
difusion con el anticuerpo o anticuerpos en estudio,

Este método permite la comparaciéh de complicadas mezclas de
antigenos come sueres enccentrados. (Fudenberg et al, 1982; Ortiz,
19872,

3.11.3. ELISA CAnalisis i1nmunosorbente ligado a enzimas).

El analisis inmunitario enzimético cuantitativeo ha surgide como
una técnica cuantitativa para la deteccion de antigenos, haptenos
¥ ant:icuerpos. Todes emplean enzimas diversas ligadas al antigeno
o al anticuerpo comd unha etiqueta gque puede ser hallada con
facilidad mediante la medicion de la actividad enzimatica.
C(Figura 2.112.
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ELISA. FSQUEMA DEL METOOO DE TINCION UTILIZAMDO ANTICUERPO  MARCADOS -
S4. EL ANTICUERSD DE CONEJO (AD) REACCIONA UNICAMENTE CON EL ANTICUERPO i:t::(;l:rﬂ.
EL TERCER PASO UTILIZA ANTICUERPO DE CAANERD OIRIGIOA CONTRA EL ANVICUERPO OE COWEJO.ES-
TE ANTICUERPO DE CAMNERO CONJUGADD CON PERCXIDAS (PO) SE UNIRA A SU ANTIGEND ESPECIFICO
(EL PRIMER ANTICUERPO ), INCUBANDO LA PREPMRACION COM ESTE COMPLEJO EN UNA SOLUCION OUE CON-
TENGA PEROXIDO OF MIDNOGENO SE PRODUCIRA UN DEROSITO OF coLon

Las multiples variaciones de los aralisis inmunolégicos
enzimAticos son cast todas analogas por completo al analists
inmunorradiactive y a la inmunoflucrescencia cuantitativa, siendo
la diferencita cbvia el usc de la etiqueta de la enzima.

Fl analisis ELISA puede ser empleado para medir antigehos o©
anticuerpes. Para medir anticuerpos, el antigeno se fija a una
fase s6lida, se incuba conh suero de prueba y luego se incuba con
una antiinmynoglobulina marcada con enzima. La actividad enzimética
adherente a la fase solida wsta relacionada entonces con la
cantidad de anticuerpc ligado. Para medir el antigeno, el
anticuerpo se enlaza a la fase solida, se afNade una solucion de
prueba que c¢ontiene antigenc, Yy luegoe un segundo anticuerpo
marcado con enzima. Esta prueba requiere por lo menos que dos
sitios combinantes esten presentes sobre el antigeno. Luego se
aRade el suslrato y se relaciocna la aclividad enzimatica.

Las enzimas que han side empleadas con frecuencia incluyen: a
la peroxidasa del rabano picante, fosfatasa alecalina, liselima ¥y
glucosa~-B-fosfato deshidrogenasa (Fudenberg et al, 18823,
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2.11.4. INKUNOTRANSFERENCIA DE PROTEINAS A PAPEL DE NITROCELULOSA

E£sta tecnica se ha desarrcllade para vencer algunos de leos
preblemas encontrados en  procesos de andlisis de geles.
como es, la fragilidad de los mismos para su manipulaciéon ¥y la
grah cantidad de anticuerpos se requeriria para realizar las
técnicas inmunolégicas. Generalmente la muestra completa de
proteinas es eluida de los geles e inmovilizada entre un sustrato
Cfiltro) el cual podra ser utilizado para la identificacién de
“bandas" por medic de anticuerpcs. La transferencia a filtros
tiene las siguientes ventajas: O los filtros humedos son
flexibles y faciles de manejar, i las proteinas inmovilizadas
son igualmente accesibles para varios ligandos, O el tiempo de
procesce puede ser significativamente reducido, W) se pueden hacer
maitiples réplicas de un gel; es decir, un solo gel da acceso para
mas de una réplica, cada unc de los cuales pueds ser analizado
individyalmente; o) las muestras transferidas pueden ser
almacenadas por meses previc a su uso; ¥y vd la transferencia de
algunas protefinas puede ser usada para maltiples Yy sucesivos
analisis. Ademss la transferencia de muestras de proteina es faécil
de analizar lo cual puede ser de otro modo muy dificil o imposible
para hacer sobre geles.

La mayoria de las tranferencias de proteinas son usadas para la
tnmunodeteccion de antigenos espscificos.

En general la transferencia de una macromolécula de geles a una
matriz de inmovilizacidén puede ser vista como dos operaciones
secuenciales: O La elucion de los pelipéptidos del gel y (2 la
adsorci én del material eluido a una matriz i1nmovilizadora.

El preocaedimiento mas ampliamente usade para la transferencia de
preoteinas ests basado en la electroelucidén de las proteinas del
gel al papel de nitrocelulosa. Esto es posible por el hecho de que
las proteinacs adseorbidas en nitrocelulosa se lleva a cabo en
amortiguador de baja fuerza lonica. Por lo tanto, uno puede

eleciroeluir las proteinas fuera del gel hacia adentro del filtre
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de nitrocelulosa bajo condiciones que no requieren practicamente
alta corriente electrica.

En escencia, un filtro es celocade sobre un gel asegurando que
nc haya burbujas de aire atrapadas entre el gel y el filtro. lLas
burbujas de aire crean puntos de alta resistencia resultando areas
de baja eficiencia de transferencia y bandas distorsionadas. El
filtro y el gel scn entonces prensados entre almohadillas porosas.
El ensable es sumergido en un tangque conteniendo “amortiguador de
Lransferencia™ y colocado entre los dos electrodos. Los electrodos
estan diseMados tambien para generar una corriente homogénea scobre
el area total del gel. CFigura 2.12).

La interaccion de las proteinas con el papel de nitrocelulosa
ne ha side claramente entendido peroc definitivamente no es
sencillo. (Gershoni y Palade, 1983).
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ITI1I HIPOTES IS

Si lcos embriones somlticos presentan paralelismo con los
embriones cigoticos entonces., estos deberan ser morfologica,
fisioldgica ¥ bioquimicamente similares.

Si son morfologicamente similares debersn presentar semejanzas
anatémicas y ultraestructurales por microscopfia éptica Y
electronica.

Si son fisiolégicamente similares debersan realizar funcicnes
similares, como por ejemplo, almacenar proteinas especificas en
los cotiledones.

si L 3-1.% bioquimicament® iguales, ~ deberan entre otras
caracteristicas sintetizar proteinas de reserva en los migmos
nivelez como lo hace la ssmilla

Vv OBJETIVOS

4.1, OBJETIVO GENERAL

Estudiar y analizar el grado de paralelismo entre el desarrollo
de embriocnes sométicos y clgoticos a niveles , morfolégico,
fisioloagica y bioquimico.

Morfolégico por microscopla éptica

Bioquimice mediante marcadores biogquimicos

Integrands los dos aspeclos anteriores con estudios

ultraestructurales tratar de derivar algunos aspectos de tLipo

fisiologico,
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4.2. OBJETIVOS PARTICULARES Y METAS

4.&8.1.

4.2.3.

4.2. 4.

L.2.5.

4.2.8.

Extraer y caracterizar las proteinas de reserva 7S y 115 a

partir de semillas de alfalfa

Ad ldentificar su  patron de bandeo en geles de

poliacrilamida.

Obtener y caracterizar anticuerpos contra las proteinas de

reserva de semilla.

A) Obtener anticuerpeos policlonales contra las proteinas de
reserva siguiendo diferentes esquemas de inmunizacion en
conejo.

8) Caraclerizar los anticuerpos producidos en los diferentes
easquemas mediante:

a) Inmunodifusioén doble

bd Punto de equivalencia

<3 Inmuncelectroforesis

dd ELISA
Hacer estudics p;ri prodar la especificidad de tefido y de
estada de desarrcllo mediante:

a) lnmunodifusidn doble

bd Patrones de bandeo

¢d Inmunodeteccidn en papel de nitrocelulosa.

Hacer una comparacion de los nivelex de wxpresion de

proteinas de reserva sntre enbriones somaticos y cigiticos.

on estados homdlogos de desarrollo a nivel de:

A Inmunodifusion doble

B) Patrones de bandeo a diferentes pericdos de desarrollo

CY Inmunodeteccion on papel de nitrocelulosa.

Hacer un estudio comparativo a traves de microscopia dptica

de la morfologia de embriones somkticos y cigdédticos,

Comparar las caracteristicas ultraestructurales de los
enbriones cigéticos y somdticos, tanta &n eje embrionario
como en cotiledon.



v MATERIALES Y XKETODOS

S.1. MATERIAL BIOLOGICO

Se trabajé con semillas y plantas de alfalfa (Medicage sativa
L.2 variedad PReagenlander linea A T70.34 proporcionada por el
Or. Danitel C.W. Brown, del Plant Pesearch Center of Agriculture de
la Universidad de Carleton, Otawa, Canada y semillas y plantas de
la variedad Puyebla 7B proporzionada per el M, en €. Luis Castro
Acerc de !a INIFAP, Campo Agricola Experimental ™“El horno* en la
Universidad Auténoma de Chapingo.

Las soluciones utilizadas enh las diferentes metodolcglias estan

indicadas en los apeéndices cerrespondientes

Para la preparacion de estas soluciones ¥ los medios de cultivo
se utilizaron reactivos de las marcas: “Merck®, *“Sigma Chemical

Caorp” y “J.T. Baker” todas de grado analitico.

5. 2. EMBRIOGENESIS SOMATICA
5.2.1. PREPARACION DEL MEDIO Y CONDICIONES DE CULTIVO

los medios basales utilizados en el presente trabajo fuercn Bs
CGamborg et al, 1968 modificado por Villegas v Brown, 1G87) y MS
CMurashige, T. y Skoog. F. 1962) al S50% C(Apéndice A).

El pH se ajusto previc a la esterilizacion con NaOH o HCL 1. G
N. El medic de cultivo, asi como el agua destilada v el material
de cristaleria, fueron esterilizados en autoclave a 121°C y 1
Kg/cm‘ de presion durante 20 minutes.

La incubacién de los cultivoes se llevd a cabo en condiciones de
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 hcras obscuridad a 27°C ¢ 3°C de

Lemperatura.
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El material biologico se manipule bajo un ambiente esteril
proporcicnade por una camara de flujo laminar de aire filtrado
marca Veco unidad GHFL-A12 y se trabajé con material esterilizado
Y70 flameade en alcohol.

Se utilizaron peciolos de alfalfa A 70.34 como fuente de
in6culo. Los brotes de alfalfa fueron cortados y desinfectados de
la sigulente manera: se enjuagd en chorro de agua y se cclecd en
etancl al 70% durante 30-35 segundos ¥y en seguida se pasd a
hipoclerito de sodio al 30 % (0.6 de cloro active) durante 10
minutes, con agitacidén suave ¥ constante, posteriormente para
eliminar los agentes desinfectantes se lavaron varias veces con
agua destilada esteril.

Una vez llevada a cabo la desinfeccién se colocaren de S a 7
fracciones de peciolos de S5-8 mm. en frascos de vidrio conteniendo
de 7-8 ml. de medio de cultivo.

Para la proliferacién de calleo y la induccidn de embriones
scmaticos se utilizé el medio basal Bs, C(Apéndice A) suplementado
con ! mgrsl de 2,4-D, 0.2 mgrsl de cinelina, 30 g/l de sacarosa , 9
g-l de Bacto agar y a2 pH 5.5 durante un tiempo de 18 dias lo que
incluye la etapa de induccion. )

A los 18 dias el callo fué¢ transferido al medio Bas sin
requladores C(medio de desarrollod suplementado con 1.75 mg-l de
casami noacidos, 30 g/l de sacarosa y @ g-sl de Bacto agar,
manteriéndose en este medio hasta el dia 42 lo que incluye la
etapa de desarrollo,

Los embriones somatices de 42 dias desde la siembra del
inédcylo, en estado torpedo, se transfirieron para su “germinacion'
Cconversion) a frasces de vidrio con 20 ml. de medio MS al 50 sin
regul adores de crecimiento y suplementado con 15 g/l de sacarosa.

8 g/l de Bacto agar y se ajustd el pH a 6.8,

5.3. ANALISIS DE LAS PROTEINAS DE RESERVA

Para poder comparar el grado de paralelismo que existe entre



los embriones somatices y cigoticos se considerse a las proteinas
de reserva como excelentes marcadores bilogquimicos de la
embriogénesis las cuales se analizaron come se describe a

continuacion:

5.3.1., ANALISIS DE LAS PROTEINAS DE RESERVA DE EMBRIONES SOMATICOS,
CIGOTICOS Y LOS DIFERENTES TEJIDOS QUE CONFORMAN LA PLANTA.
A) EMBRIONES CIGOTICOS

El analisis de las proteinas de reserva de 1los embriones
cigoticos se hizo mediante una cinetica de produccion de tales
proteinas a diferentes periodos de tiempo para poder conccer
aproximadamente en que momento comienza la sintesis y cuales son
SJUs niveles de preduccidn y poder utilizarla como patron de
referencia para la embriogénesis somatica.

Como primer paso Se marcaron plantas de alfalfa de la variedad
Puebla 756 en el terrenc de cultivo., Este se dividid en 4§ cuadrantes
con el objete de abarcar la mayoer parte del area.

Se utilizaron 32 estacas seflaladas por diferentes coleores:
blancas, naranja. amarillas y azules (8 estacas de cada colord y
se distribuyeron al azar de tal mode que quedaran 2 estacas de
cada color en cada cuadrante.

Una vez colocadas las estacas se procedio a marcar de 5-8
plantas en un punto cercano a la estaca, de las cuales se
remarcaron de 15 a 20 inflorescencias con hilo del mismo color que
el de la estaca, curdando que las flores estuvieran en antesis.

l.as colectas de las vainas se hicieron a les 15, 30, 45 y 60
dias post antesis dando un margen de dos dfas para gue ocurriera
la peolinizacioén, seleccionande en cada ocacidén las marcas de un
solo color.

En las dos primerac colectas las vainas fueron transportadas en
papel aluminio y sumargidas en hielo hasta llevar a cabo la
extraccion, en las dos t'timas, esto ya no fué necesario debido a

que las semillas ya se encontraban secas.
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Para la extraccion de la protefna. los embriones fueron
disectades de la vaina <on fa ayuda de uyna aguja de diseccidn y
colocades en agua destilada y en frie hasta realizarse la

exilraccién sin dejar pasar muche tiempo.

B) EMBRIONES SOMATICOS

En ics enbriones somaticos =1 analisis de la protsina de
reserva tambien se realizd a traves una cinética de produccidn
para gconocer st estas proteinas corresponden al misme Lipe Que las
producidas pot los embriohes cigoticos y si existe alguna
correlacion en cuanto al tiempo de sintesis.

Cabe mencionar gque esta cinética fué realizada por Cibrian A.M,
(16513 como parte experimental de tesis de licenciatura y parte de
éste material fué proporcionade  para  realizar el  estudio
comparative.

La cinética consistida en sembrar los indculos Cpecioles de
atfalfad en el medic de induccion Bs suplementado con L mg~l de
2,4-D, 0.2 mgsl de cinelina., 30 ¢g-/1 de sacarosa ¥y 8 grl de Bacto
agar. Posterfor al dia 18 el callo se pasd al medio de desarrcllo
con 1.75 mgsl de casamincacides, 30 g/l de sacaresa y 8 g-l de
Bacto agar manteniéndose en este medio hasta el dia 42 que es el
momento en gque se pasan al medio de conversion.

A partir del momento en Que se “sembraron” los :nédculos, les
embricnes somaticos fueron *cosechados™ cada 3 dias hasta llegar
al dia 48 que es e} momento en que los embriones empiezan a
“germinar™ ¥y se procedid a realizar las extracciones de proteina.

Dyrante las “cosechas* hubo cierta dificultad para distinguar
las diferentes etapas de los embriones por lo gue se trabaje con
gradientes de sacaraesa con la finalidad de separar pablaclones
homageneas de embriones.

£l gradiente consistio en colocar soluciones de sacarosa al
QO0,.70, S0 y 30% en tubos de centrifuga ¥y agregar el callo, o gallo
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coty embriones ya disgregado y centrifugar a 4000 r.p.m. por 20
minutes a 10°C.
Una vez centrifugado se separaron las diferentes fracciones, se

elimind el exceso de agua, se pesaron y se realizd la extracciodn.

C) TEJIDOS QUE CONFORMAN LA PLANTA

Con la .finalidad de poder comprobar que las proteinas son
tejide y estado especificas, es decir, que unicamenite se encuentran
durante la fase de embriogénesis, se procedid a analizar el tipo de
proteinas que se encuentran en los diferentes tejidos que
conforman la planta de la siguente manera:

Se utilirzd una planta completa de alfalfa, la cual se seccioné
en sus diferentes tejides: hoja, peciole, tallo, ratz y flor, En
caso de la flor ésta se ccnsiderd coemo tres tejidos: pétalos,
columna estaminal y flor completa.

Una vez separados los tejidos, se lavaren a chorro de agua se
Sumergieron durante algunos minutos en alcohol, se pesaron y se

realizdé la extraccioén

S.3.2. EXTRACCION DE PROTEINAS DE RESERVA

l.a extraccion de proteinas se llevd a cabo aprovechando las
caracteristicas de solubilidad de los diferentes tipos de
proteinas. lLas albdminas fueron extraidas con amortiguador de
fosfatos sample y las gleobulinas Sse extrajeron con amortiguador de

fosfatos salino.

La extraceion de las protefinas se realizéd mediante el siguiente

esquena:
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Pesar semillas,

embriones somaticos

o tejido de alfalfa

Extraer c¢on un voelumen de 10 veces
el pesec del tejido cen amortiguador
de fosfatos simple en mortero frio.

Centrifugar a 3500 r.p.m. C1500 X g

duramte 30 min.

T
El sobrenadante con la frac-
cion de albuminas guardar en
congelacidn.

1
Resuspender el botén con
amortiguader de fosfatos
salino.

Centrifugar a 3500 r.p.m.
{1500 X g2 durante 30 min,

-
Guardar el boloén en congela-
cidn para que en caso necesa-~
rio hacer extraccién de la

fraccidn prolaminas y gluteinas.

£l sobrenada;Le cen la
fraccidén de globulinas se
pone a dializar contra
amor tiguador de acetatos
par 24 horas en agitacién
constante.

Centtrifugar a 3500 r.p.m.
C1500 X g> durante 30 min.

El botén for;ado principal -
mente por la proteina 115 se
resuspende en amortliguader
de fosfatos salino.

L
El sobrenadante se dializa
contra agua desionizada
durante 12 horas en frio.

Centrifugar a 3500 r.p.m.
Ci1500 X @) durante 30 min,

El botén for&ado principal =
mente por la proteina 75 se
resuspende en amcrtiguador de
{dsfatos salino y se conserva
a -20°C.

+
Guardar socbrenadante



Centrifuga Sorwall RC-SB Du Pont Instrument, Potor SS-34

Tede 2l diagrama de exiraccion se realizéd en bafic de hielo ¥ en
lag soluciones se utilizaron inhibidores de proteasas (PMSF 200 pm

¥y EDTA 10umd.

Censultar el apendice B para la preparacion de las soluciones
de extraceidn.

S.3.3. CUANTIFICACION DE PROTEINAS PCR EL METODO BRADFORD

Las proteinas extraidas fueron cuantificadas por el métode de
Bradford (1978, el cual se prepara disolviendo 0.1 gr. de azul de
Coomagsie G 250 en S0 ml. de etanol al 95%. Se agregan 100 mi. de
HaPCs al BS% y se afora con agua destilada a 1 litro., se filtra y

e guarda en obscuridad,

Para la cuantificacién de proteina se elabord una curva tipo

Cpor triplicade) de la siguiente manera:

Concentracian de BSA
en pg, partiendo de una

solucion concentrada de

ul de agua desicmizada........... 100 80 &0 40 20 0

Los extractos de las diferentes fracciones de proteina se
diluyerson desde una dilucidn 1:1 hasta una dilucion 1:100 segn se
<considerara necesario.

A cada muestra se le afiardio 5 ml. del reactive de Bradford, se
agite en un vortex ¥ se leyo absorbancia de las muestras en

espectrofctometro a 595 nm.



5.3.4. CARACTERIZACION DE LOS PATRONES DE BANDEQ DE LAS PROTEINAS
DE RESERVA MEDIANTE GELES DE POLIACRILAMIDA

Se utilizé un equipo de electroforesis vertical Haefer
Scientific Istruments, Mod. SE 200 con capacidad para un gel de
8.3 X 7 cm ¥y de 1.50 mm. de espesor.

A) PREPARACION DEL GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS

Las soluciones empleadas se indican en &l apéndice C.

Se utilizé un gel de corrida al 12X que se prepard mezclando
1.875 mi. de Tris 3M pH 6.8, 8 ml, de acrilamida-bisacrilamida
30-0.8100. p/p/vs.0.150 ml.de SDS al 10% y 8.8 de agua destilada.
Se utilizaren 75 ul de PSA al 10%x y 7.5 1l de TEMED como
catalizadores para polimerizar la acrilamida-bis, dandonos un
total de 15 ml de solucidn, suficiente para 2 geles pequefios.

Inmediatamente después de preparado el gel se colocd entre las
dos placas de wvidrio (previamenite ensambladas en el equipo de
electroforesis), por medio de una pipeta graduada, dejando espacioc
suficiente para agregar el gel concentrador. Para favorecer la
polimerizacién y ademis obtener una superficie homogenea del gel
se agregaron uncs microlitros de agua.

Una vez polimerizado el gel de corrida se elimind el exceso de
aguya y se agregd e! gel concentrador al S% que se prepard
mezclando 0.825 ml de Tris 1M pH 6.8, 0.835 ml. de acrilamida-
bisacrilamida 30-0.8-100 p/psv, 50 ul de SDS al 10% y 3.45 mi. de
agua destilada, para polimerizar se ut:ilizaron 40 pl de PSA al 10%
Y 4 ul de TEMED. En seguida de agregar el gel concentrader se
colocod el peine con el numero de dientes requerido (1-20).

Se dejé polimerizar durante 15 min,, se retird cuidadosamente el
peine y se llend la camara con 250 ml. de solucidn amortiguador de
corrida CApéndice C)

B) PREPARACION Y DESNATURALIZACION DE LAS MUESTRAS

Una vez cuantificada la cantidad de proteina de cada extracto
se temd la alicuocta nhecesaria para tener una concentracién de
420 pg de protelna. se agregaron 100 ul de amortiguador de musstra
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1X CApéndice C) conteniendc f-mercaptoetancl y se llevd a 330 p'l
con agua destilada, quedande una concentracion de 420ug-350ul de
protefna.

i.as muestras fuercn agitadas en vértex y puestas en bafflo en
ebullicién durante 2 minutos.

Se aplicaron 30 u! de cada una de las muestras ya preparadas en
cada carril por medio de una micrenipeta Gilson de 100 i,

En cada gel se utilizd un carril para colocar los marcadores de
peso molecular.

Como marcadores de peso molecular Se prepard una Ssoluclén
estandar de proteinas (BIO-RAD), tomandoc 10 ul de estas proteinas
y agregando 190 yl de amortliguader de muestra 4X, de la misma forma
se agitaron y se hirvieron en bafNo Maria. El peso molecular de las

proteinas usadas como marcadores fue el siguiente:

Fosfeorilasa B 92,500 KD
Albumina de suero bovino 673,200
Cvoal bumina 45,000 -
Anhidrasa carbénica 31,000
Inhibidor de tripsina 21,500
Lisosima 14,400

€) TERIDC Y DESTERIDO DE GELES

El gel fue sumergido en una sclucidén de f4ijader y colorante
durante 15-18 horas ¥y destefiidos con varlios cambios de solucién
destefiidora CApéndice C3 hasta eliminar el fondo azul y observar
bandas polipeptidicas nitidas.

S.4. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRA LAS PROTEINAS DE
RESERVA SIGUIENDO DIFERENTES ESQUEMAS DE INMUNIZACION

El use de anticuerpos en este estuydio, representd una
importante ventaja al permitir identificar antigenos de interés
Cproteinas de reserval tantoc en embricnes somiticos como en
cigéticos y de esta manera poader comparar que tan paralelos son
ambas sistemas, puesto que si obtenemoS anticuerpos contra las
proteinas de reserva 75 y 115 de semilila y estos anticuerpos
reaccionan contra las proteinas producidas por los embricnes

somdticos esto nos indicara entonces. que es el mismo tipo de
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proteinas.

S. 4.1, INMUNIZACION DE CONEJOS

Se inmunizaron conejos “Nueva Zeland* de aproximadamente 3 kg.
contra proteinas de reserva 7S, 11S y globulinas obtenidas a
partir de semilla de alfalfa A 70.34. Para ello es utilizdé una
Jeringa insulinica de 1 ml. con aguja calibre 20 de 30 mm. de
large. inyectando diferentes concentraciones de proteina,
Cde acuerdo al esquema de inmunizacidnd, perfectamente bieén

emulsificada por agitacion en vértex durante § minutos,

5.4.2. ESQUEMAS DE THMUNIZACION

Se siguiercn tres diferentes esquemas de inmunizacidn: con la
finalidad de saber cual de estos s el mas conveniente para obtener

una mejor respuesta de especificiadad y un titulo mas alto.

Las inmunizaciocnes y sangrado se realizaron de acuerdo a cada

esquema.
PRINER ESQUEMA

Para este esquema fuercn inmunizados 6 conejos proporcionados
por el bioterio de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del
I.P.N., de los cuales tres se (nyectaron contra proteina 75 Cuna
an condicidén nativa y dos en condiclones desnaturalizadas) y tres

contra protefna 11S Cuna nativa y dos desnaturalizadas).

INYECCION DIA DOSIS VIA
1 o S mg. de Ag-iml de solucidn
salina 0.1 M. con 1 ml. de Intradérmica
A.C.F.
2 15 S mg. de Ag-lml de solucidn Intradermica
salina con 1 ml. de A I.F.
3 30 C.2850 mg de Ag-iml de sclu-
cidn salina con 1 ml de Intradermica
A IL.F.
4 3 0.500 mg de Ag-lml de soiu-
cién salina con 1 ml. de Intradérmca
Al F
S 32 img de Ag-iml de solucidn
salina con 1ml. de A.I.F. Intradérmica
Sangrar 30




.

SEGUNDO ESQUEMA

Se inmunizaron dos ceonejos proprocionados per el bioterio de la
Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del I.P.N. de lus cuales
uno se inyectd con proteina 73 desnaturalizada y otro con proteina

11S tambieén desnaturalizada.

INYECCION DIA DOSIS YIA
i 0 1 mg de Ag-0.5 ml de PBS Intramuscular
con 1 ml de A C.F
a 30 0.5 mg de Ag con 1iml de Intramuscul ar
A LLF.
SaAngGrar 42 -

CFigura 5.1>

TERCER ES(R/EMA

Se inmupizaron 4 conejos proporcionades por el bioterio del
Cench de Investigaciones de Estudios Avanzades del I.P. N, leos
cuales se inyectaron: 1 contra proteina 7S desnaturalizada. 1
contra proteina 115 desnaturalizada y 2 contra la fraceién de
globulina en condiciocnes desnaturalizadas.

INYECCION DIA DOSIS VIA

1 o] 200 ug de Ag en 200 ul de Subcutanea
A.C.F,

2 15 200 pg de Ag en 200 ul de Subcutanea
A.L.F,

3 45 200 pug de Ag en 200 ul de Subcutanea
AILF,

4 80 200 g de Ag en 200 pl de Subcutanea
A.I.F.

S 65 Sangrar

51 ] [8-:-5] Reinmunizacidn con A.I.F.

Tun C1102 Sangrados pestericres.

CFigura S.1)

» Si el titulo es bajo reinmunizar 29 dias después del sangrado
con dosis iguales. S dias despues volver a sangrar.
we Si el titulo es alto sangrar cada 20 dias por lo menos S veces.
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18 ESQUEMA
LAS INYECCIONES VIA INTRADERMICA SE APLICARON EN LA REGION DORSAL, RASURANDO
PREVIAMENTE AL COMEJO PARA WACER MAS FACIL LA INMUNIZACION

y -

28 C3QUENA
INYECCIONES VIA INTRAMUBCULAR EN VARIOS $1TI08
DE LA REGION DORSAL

I
7,

30 E3QUENA
INYECCIONES POR VIA SUBCUTAMEA EN LA REGION ESCAPULAR
DE LOS CONEJOS

é/

FiG. 5.1

VIA DE ADMINISTRACON DE ACUERDO A CADA ESQUEMA SEGUIDO
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5. 4,3. SANGRADO DE CONEJOS Y OBTENCION DE LOS ANTISUEROS

El sangrado se hizo por medio de una pequefia incisidn en la vena
marginal de la oreja y se aplicéd vacid a través de un matraz Erlen
moyer modificado, en cuyo extreme se colowed un tubo cénice de SO
ml, (Figura 5.23

OREJR DE CONEJD
LINEA DE VACIO

TURO COMICO
OF 50 w1,

Fi6: 5.2

SANGRADO DE CONEJOS POR VACIO
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Se obtuvieron 25 ml. de sangre de cada conejo. qgue se dejlé
coagular y retraer en el mismo tube durante toda la noche a 4°C;
cuandc los coagulos estuvieron retraidos, se desprendieron de las
paredes de los tubos con una varilla de vidrio delgada y se
centrifugé a 2500 r.p.m.  durante 15 minutos. Se retiraron
cuidadosamente con una pipeta Pasteur los antisueros sobrenadantes
Yy se almacenarcn a ~20°C en viales de vidrio con tapén de roesca
debldamente etiquetados ¥y sellados con parafilm.

Para poder utilizar estos sueros se pasaron a refririgeracitdn

para que se descongelaran lentamente.

5.5 CARACTERIZACION DE LOS ANTISUEROS

Fueé necesario caracterizar los antisueros producidos en los
tres easquemas de inmunizacién para poder conocer dque tan
especificos eran estos hacia los antigenos para los cuales se
cbtuvieron, que en este casoc correspondieron a las proteinas de
reserva 7S y 11S, ¥y poder asi utilirarlos en pruebas posteriocres, )
utilizando unicamente aquellos que alcanzaron un mejor titulo y
especificidad.

La caracterizacidén de los anticuerpes se realizéd mediante las
técnicas de
A Inmunodifusidn doble
8) Punlo de equivalencia
O Inmunceleciroforesis
Dy ELISA

5.5.1. INMUNODIFUSION DOBLE
A) PREPARACION DE PLACAS

Se prepard una solucidn de agarosa al 1.5% en Tris-HCl 15 mM pH
8.6, diluyendo en caliente® sin dejar de ebullir en bafo Marta,
hasta obtener una solucién cristalina.

Se wvacié ri idamente sobre portaobjietos limpios, en caliente
evitando gelificar 2.8 ml de la Soluclén de agarosa.
Posteriormente se dejaron gelificar y se mantuyvierson en una camara
humeda cerrada a 4°C.
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Se¢ hicleron perforaciones en estas placas de agarosa cen un
sacabocade C(como se muestra en la sigutente figurad y se
removieron mediante vacio,

Los pozos asl formados se llenaron con el suerce en el centro vy
los ant{gencs {(proteina nativa o desnaturalizadad) airededor o
viceversa.

Los pertacbjetos se colocaron en una camara humeda, la cual se
montd¢ usando una caja Petri cuya tapa se cubre con un disco de
papal humedo.

Se incubaron a Lemperatdra ambliente durante 24 a 48 horas y se

buscaren bandas de precipitacidn,

BY LAVADO DE PLACAS

Después de la incubaclidn de las placas a temperatura
ambiente. Se colocarcen sobre dos toallas de papel y se
comprimieron con un objeto de aproximadamente 1 kg por 15 minutos.
Se sumergieron en solucidn salina G.1 M por 12 heras y 12 horas
mAs por inmersién en agua bidestilada.

Por ultimo, se comprimieron nuevamente y se secaron durante 10

minutos en horne eléctrico,

C> TINCION DE PLACAS

Lags placas se sumergieron en una solucion de tefiido preparade
con azul de Coomassie R (Apéndice € 3 durante 15 minutes. Se
enjuagaron con agua para elimnar el exceso de colorante y se
sumergieron en una solucidén destefiidora CApéndice C ) cdurante el
tiempo necésarioc para eliminar el fondo azul.

La preparacién, lavado y tincidn de las placas de agarosa fué
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similar para las tecnicas de imnunodifusion doble, punto de
equivalencia e inmuncelectroforesis.

5.5.2. PUNTO DE EQUIVALENCIA

Esta técnica es utilizada para cohocer el tituleo o
concentracion aproximada del antigeno o el anticuerpo.

Se hicieron diluciones seriadas de la proteina nativa o
desnaturalizada desde 1:1 hasta 1:84 partiendo de una solucién
madre de img-mi, usande como amortiguadeor Tris o fosfatos pH 8.6,

Se colocaron 10 ul de cada dilucidn en cada uno de los B poros
del gel de agarosa y se colocd el anlisuero en el centro.

Se incubaron a temperatura ambiente durante 24 a 48 horas y se

buscaron bandas de precipitacién.

5.5.3. INMUNOELECTROFORESIS

A las placas de agarosa previamente preparadas se les hicieron
dos pozos de 3 mm de diametro en la parte central y se marcd un
carril entre los dos pozos €On Navaja para rasurar comd se muestra

en la siguiente figura.

En los pozos s€ colocd el antigeno: 10ul de antigeno + iul de azul
de bromofencl al 1%, pH 8.6.

Los portaobjetos fusron colocados sobre la placa del soporte de
electroforesis perfectamente paralelo entre si y perpendiculares a
los depesitos de amortiguador de la camara de slectroforesis (2117
Multiphor II2 los cuales hablan sido llenados previamente con
amortiguador de corrida. Las placas de agarosa se conectaron a los
depodsitos con papel filtre humedecido con el misme amortiguador

CFigura S. 3.
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Para la corrida se utilizé una fuente de poder llevandola a 60
voltis por 10 minutos y postericrmente a 120 volts por 60 minutos.

Al teminar la corrida se removiéd el agar del carril que se
encuentra entre los des pozos donde se colocaron 100 pl  de
antisuero

Se incubaron a temperatura ambiente de 24 a 48 horas y se

buscaron bandas de precipitacién.

DESNATURALI ZACION OE LAS PROTEINAS 7S Y 118 PARA LA
CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS

Se tom¢ el volumen de proteina necesaria para tener una
concentracion de 1 mg/ml, se aNadieron 50 ul de fI-mercaptoetanocl y
se llevd a 1 ml con Tris 15 mM pH B.6. Se hirvieron en bafio Maria
durante § minutos. se sacaron, Se agitaron y se dejaron hervir dos
minutos mis.

La proteina se retire del tubo Eppendorf{ y se colocd en bolsas
de dialisis previamente tratadas con EDTA., se cerraron
perfectamente y se dejaron durante toda la noche en Tris pH 8.6 en

agitacion.

5.5.4. ELISA

Se considera una de la técnicas inmunclégicas mas sensibles.
Esta técnica se realizd mediante los sigulentes pasos:

1.- Cubrir con Ag C100ul /pozod 5 ug diluido en PBS.

2.~ Incubar 1 hora a 37°C o durante toda la noche a 4°C.

3.- Eliminar el Ag sin lavar. golpeando suavemente las placas en
papel higiénico.

4.~ Adicionar 150 ul de sclucién bloqueadora CApéndice D 2 para
eliminar las uniones inespecificas.

8. - Incubar por una heora a 37°C,

6. - Eliminar el exceso de bloqueadcr igual que en el paseo 3. Lavar
tres veces con PBS-T. El primer lavado debe ser rapido con
piceta cubriendo totalmente los pozes, en el segundo y tercer
lavado dejar en PBS-T durante 5 minutos e inmediatamente
eliminar y secar.

7.~ Preparar en un tubc Eppendorf{ 250Qul de sueroc diluide 1:20 y
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colocar 207 ul de esta dilucidn en el primer pozo de cad;a
columna. Hacer diluciones seriadas sobre la placa con PBS-T +
glicina S%,

8. - Incubar por 1 hora a 37°C o toda la noche a 4°C.

9. - Lavar tres veces con PBS-T y adicionar 150ul peor pozo del
canjugado anti-conejo en una dilucidén 1:3000 con PBST-glicina.

10. =-Incubar 1 hora a 37°C.

12, ~Lavar tres veces con PEST y adicionar el sustrato Capéndice DD
Los contreles se indican en el siguientes esquema:

Placa 1: Forrada con Ag 1 (73>

A [1:2011:40 {1190 |1160 |I:320 1640

INNNNEN

Pozos de la hilera A - Incubados en presencia de antigenc
antisuero.

Pozos de la hilera B - Incubados en aucencia de antigeno
presencia de antisuero.

Poros de la hilera C - Incubados en [resencia de antigeno
ausencia de antisuero.

Peozos de la hilera D - Incubados en ausencia de antigeno
antisuero,

X % % X

CEn todos los casos el antisuere se utilizo en dilucicones desde
1: 20 hasta 1:8400

Placa 2: Forrada con Ag 2 (113D,

Los pozos que no tlevan Ag se forraron con PBS~T-glicina al 5%.
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S.6. PRUEBAS PARA DEMOSTRAR LA ESPECIFICIDAD DE TEJIDO Y ESTADO DE
DESARROLLO POR INMUNODIFUSION DOBLE

Fue muy importante en este estudioc tratar de comprobar que las
protelnas ce treserva son tejido y estadoc especificas, es decir,
que no se encuentran en ningun otre tejide de la planta y se
presentan Untcamente durante el desarrolle del embrién para
poderlas considerar como marcadores bioquimices de la
embriogénesis. Con este {in, se hiciercn pruebas de especificidad
de tejidoc con los extractos de los tejidos de la planta: hoja,
peciolo, talleo, ratz y flor, y estado de desarrolle con los
embriones somaticos y cigoticos producidos durante sus respectivas
cinéticas. Estas pruyebas se hiclerocn por la teécnica de
impunodifusion doble, utilizande anticuerpos especificos contra

las protelnas de reserva de semilla.

S.7. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS DEL GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS A
PAPEL DE NLTROCELULQSA E INNUNODETECCION POR PEROXIDASA

Las solucicnes utilizadas se indican en el apéndice E
La metodologia que se siguid fué la siguiente:

1.- tma vez terminada la “corrida” del gel de poliacrilamida-SDS
se colocd @] gel en TBS 1X poer 5-15 minutes. al mismo tiempo
que se humedecieron 6 hojas de papel filtro y las fibras en
amor tiguador de transferencia.

2.~ Se humedecid el PNC en agua destilada

3.~ La formacidn del “sandwich® se realizd de la siguiente manera:
O Se Colocd el gel scbre tres hojas de papel filtro

Chumedecidas), asegurandose que no hubtera burbujas
atrapadas entre el gel y el papel,

D Se colocd la unidad papel-gel scbre la fibra previamente
humedecida.

W Sobre el gel se colect el PNC, evitando el atrapamiento de
burbujas.

iv) Para completar el *“sandwich" se adosaron las otras tres
hojas de papel filtro y en segulda la otra fibra,
sobreponiendo en las partes laterales el soporte de

plastica.
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4.~ Se Colocd el "sandwiceh™ en la camara llena de amortiguadoer de
transferencia asegurandose que el gel estupiera orientado
hacia el citoeds () ¥y el PNC hacia el anodo (42,

S.~ Se transfirié a 250 miliampers durante 3 horas & a 100
miiiampers durante toda ia noche.

8.~ Terminando el tiempo de Lransferencia, se tiftd el gel con axul
de Coomassie para verificar que la transferencia se haya
realizado.

7.~ Se paséd el PNC cen ayuda de pinzas a una charola con solucidn
de blogueo por 30 minutos en agitacidn suave y constante.

8, ~ Se lave tres veces con TBS, cada lavade de § minutos cubriendo
al PNC y se elimind ol exceso de TBS.

9.~ Se agregdé la solucidn dal primer ligande Ab (suero conejo o 78
y 118D en una Adilucién 1:50 en soluciédn de amortiguador de
anticuerpo. Se tapd y dejo incubar toda la noche.

10, -Se enjuagé el PNC con TIBS 1X dos © tres veces durante B
mhutos cada uno., agitando constantemante.

11, ~Se egregd el segundo ligando (suero de cabra anticonejo
conjugade con peroxidasal, en una dilucion 1:3000 con
amortiguador de anticuerpa durante una hora en agitacidn
constante.

128. ~Se enjuagd el PNC dos veces de S minutes cada una con TIBS y
una ver con TRS,

13. -Por ultime, se agregd el sustrato, se agilté y se cbservaron
resul tados. Una vez aparecidas las bandas enjuagd con agua.

5.8. PREPARACION DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSKI ST ON
Para el estudic ultraestructural se utilizaron embriones
somdticos de 35 dias de desarrolle y semillas de la variedad
puebla 76.

5.8.1. TRATAMIENTO PARA EMBRIONES SOMATICOS

Los smbriones seleccionados Cde 15 a 203, en estido torpedo
fueraon fijados en glutaraldehido al 1% en amortiguador de fosfates
0,025 mM. y pH 8.8 por una hora a temperatura ambiente. seguido
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por glutaraldehido al 3% en el mismo amortiguador por 2 heras, Se
lavaron tres veces en amortiguador de fosfatos ¥y posteriormente Se
llevé a cabo una post-fijacion cen tetroxido de eosmio al 1%
durante toda la noche a 4°C seguida de enjuagues en amortiguader.

A continuacidédn se llevd a cabo la deshidratacién etandlica con
cambios de alcchel al 80, 70, 80, y 90%, tres cambios de alcohol
absolute y finalizando con un cambio de éxido de propilenc, cada
cambio se realizé cada 15 minutos.

Posteriormente se ilevd a cabo la infiltracién en resina
Spurr-Oxido de propilenc én la fcorma comd sSe {ndica a continuacién:

Resina Spurr-Oxide de preopilenc

i:1 4-6 horas

3:1 Teda la neche
pura 4-8 horas
pura " 4-8 horas

Por ultimo las muestras se polimerizaron a 60° C por 48 horas.

Para la obtencién de cortes se utilizd un ultramicretomo
CReichert-fungl. Los cortes de 0.5 a 0.8 micrémelros se utilizaron
pPara microscopia 6ptica. Para microscopia electrdnica se
cbtuvieron cortes de 100 a 200 A y se mentaron en rejillas de S0 a
100 hoyos.

Para microscopia optica los cortes se tifiercn con azul de
toluidina por 10-15 segundos.

Para microscopfa electronica de transmisién los cortes se
contrastaron por 4 horas en uranilo y 3 minutes en plomo o 30
minutos en uranilo y 3 minutes en plomo.

Las observaciones se realizaron en un microscocpio electrénice

de transmisiétn marca Jeol 2000 EX v en Zeiss EM Q.

5.8.2. TRATAMIENTOS PARA EMBRIONES CIGOTICOS

Se trabajé con semillas de alfalfa de 60 dias de desarrolle las

cuales se trataron de la siguiente manera:
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Remojar las semillas en POs 0.025 M pH 6.8 durante

3 horas para peoder eliminar la testa

Quitar la testa v separar los cotiledones con ayuda
de pinzas y microscopiec de diseccidn,
cotiledén
4

Glutaraldehideo 1% con Glutaraldehzdo 1% por
EGTA 50 mM por 1 hora 1 hora.
Glutaraldehido 3% con Glutaraldehido 3% por

2 hrs 2 horas

EGTA 50 mM ;:or

|

Enjuagar con PO« pH 6.8
dos © tres veces (30 mind

'C.!ul:sn 1%

eon manitol

O.4 M C20 mind
t

T T ==

Celulasa 8% Celulasa 1% Celulasa 5%

en manitol en manitol en manitol

0.4 Mjcao mind 0.4 M C20 mimd Q.4 M (20 mind
4 2

Lavar tres veces
con POs

Post-fijacién con OsO¢ 1% en POs toda la noche

Lavar tres veces
con POs

Deshidratacién etandlica
éxido de propileno

Infi{ltracién y polimerizacion
en resina Spurr

Cortes finos y semifinos para
microscopia optica ¥y electrénica

La celulasa se utilizé con la finalidad de hacer mis permeable

la pared celular y permitir la entrada de las soluciones fijadoras.
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VI RESULTADOS Y DI SCUSION

6.1. SISTEMA DE CULTIVO DE TEJIDOS DE ALFALFA

Los enmbriones somaticos utilizados en este estudio fueron
obtenidos de peciclos de plantas de alfalfa de la linea, A 70.34,
que es una clona derivada de la variedad comercial Reagenlindor.
Las plantas fueron cultivadas bajo condiciones de invetnadero e tin
vitre, siendo mantenidas bajo condiciones favorables.

De acuerdo con @l método de cultivo, los pecioles creclercn en
presencia de los reguladores de crecimiento y produjeron tejido
callosco 2 los 14 dias después de la siembra, 2 los 18 dias, Liempo
en que se completaba la fase de induccion, los calles se
transfirieron al mismo medio, libre de reguladores de crecimiento.
En este segundo medio lcs. embricnas somaticos se desarrollan y
maduran.

Aunque el proceso de embriogénesis no tiene sincronia, durante
el desarrollo de los embriones se pueden observar poblaciones
donde un determinado estado de desarrollo predomina sobre otros, en
cultives de 21 dias se encontrd una poblacidén muy grande de
embriones en estado glcbular, a los 28 dias predominéd la poblacién
de torpedo muy joven, a los 35 dias predomind el estado torpede
maduro y a 1os 42 dias la mayori{ia de los embriones se encontraba
en una fase a la que se llamd cotiledonaria y que seé caracterizd
por la apertura de les cotiledones y un inicio del desarrollo de
la plantula, cabe mencionar que los embriones somaticos no tienen
un periocdo de latencia como lo tiene la semilla que se produce en
forma natural, por lo tanto una vez gue han completado su fase de
maduracion, los embriones somaticos comlenzan a desarrollar sus
meristemos apicales y radiculares y dan origen a la planta
completa, a esto se debe que algunos autores como Stuart et al
1685 llaman a este proceso “conversidn®, para diferenciarlo del

proceso natural de germinacién que ocurre en la semilla.
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Para favorecer el desarrollc de las plantas, los embriones
somiticos de 42 dias fueron rescatados a un medio MS basal al SO%,
donde se desarrcollaron los meristemos para dar origen a las
plantas de alfalfa regeneradas.

La germinacién de lo5 embricnes fue del 60% a las dos semanhas
después del rescate. Las plantulas regensradas se mantuvieron
dentro de los recipientes "magenta”™ por periodas de cuatro a seis
semanas para completar la germinacian y dejar que las plantulas
robustecieran su sistema radical lo mas posible antes de ser
transplantadas a macetas.

El sistema de produccisn de embriones somalicos es un proceso
que ya estaba establecido en el laboratoric, sin embargo, durante
la primera fase de la realizacién de esta investigacion se trabajé
sobre @l cultivo de tejidos haclendo varias siembras con el fin de
obtener embriones madurcs de buena calidad dentro de los cuales se
selisccionarcn los que prasentaban mejores caracteristicas
morfoldgicas externas para los estudios bicquimicoes, inmuncldgicos
y de microscopia eliecirdénica. Sobre todo, para los estudios de
ultrasstructura durante todas las siembras realizadas, e
identificaron y aislaron los embriones mids representativos de cada
estado particular, para hacer su i jacion inmediata ¥
posteriormente su preparacion de acuerdo a la metodologia
descrita.

6.2, SEPARACION DE EMBRIONES SOMATICOS Y SEXULAES DE ACUERDO A SUS
DIFERENTES ESTADOS DE DESARROLLO

Como este o5 un estudio comparativo entre el desarrollc de los
enbriocnes somilicos y sexuales en diferentes fases de madurez, a
continuacion se detallan 1os diferentes estadios encontrados:

En el caso de los embriones somiticos, uUna vexr gque Sse
produjeron los embricnes en el medic de desarrollo. se
seleccionaron los mas representatives correspondientes a lasg
siguientes fases: globular, torpedoc joven., torpedsc madure y

cotiledonar, con poblacicnes de smbricnes #n estox estados se



hicieron los estudies bioquimicos e inmunclédgicos.

Con base en las observaciones morfoldégicas realizadas, se logrd
establecer analogias entre los diferentes estados de desarrollo
hom¢logos entre embriones sombticos y cigéticos, con el objetive
de apoyar los estudios comparatives subsecuyentes. Los resultades
s® muestran en la tabla VI.}

Tabla VI.1

TIEMPOS DE HOMOLOGIAS ENTRE EMBRIONES CIGOTICOS Y SOMATICOS

FASES DE DESARROLLO EMBRION CIGOTICO EMBRION SOMATICO
Globul ar «corazén. 15 dias P. A, 21 dias
Tor pedo joven 30 dias P.A, 28 dias
Tor pede maduro 45 dias P.A. 35S dias
Cotdledonar 60 dias P. A, 42 dias

cabe aclarar que la fase de corazén os un estado muy rapido en
ambos tipos de embriones, lo que hace muy dificil el poder separar
este estado en forma independiente, per lo que en general siempre
se detecta con fase globular.

6.3. EXTRACCION DE PROTEINAS DE RESERVA DE SEMILLA DE ALFALFA

Después de repetidos intentos, siguiende la metodologia descrita
en la seccidn de materiales y métodos, se separaron las proteinas
de reserva 7S y 115, las cuales fueron sometidas a ciclos
repatidos de precipitacidén isoeléctrica, centrifugacién y
solubilfizacién, para asegurar su limpieza. lLos patrones de bandas
de las proteinas purificadas obtenidos por electroforesis en gel
de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes, se muestran
en la figura 6.1

La observacién de esta nos revela un patron de bandec muy
limpio, précticamente sin contaminacion, la composicion de las
bandas es muy similar a lo reportado en la literatura por Stuart,
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Duslancia

Flgura 6,1
Patron electroforético de las proteinas de reserva 7S y 11S

abtenidag de semilla de alfalfa Medicago sativa L., donde se
indican sus respectivos pesos moleculares. (Marcadores = D,



et al 1885, Stuart y Nelsen 1888, datos ya mencionados en e‘).
capitule de introduccion.

La proteina 115 presenta dos familias de bandas, una de 28 a 31
Kilodaltones y otra de 45 a 48 KD, Stuart et al 1985 reportan para
esta proteina bandas de 20, 22, 39 y 47 KD. Las familias de bandas
se deben a que estas proteinas son producte de familias de
multigenes CHiggins 1984; Pernollet 1985; Kronchke 1988) con
ligeras diferencias en los pesos de los productos de expresion,
cabe recordar que estos dos polipéptidos son sintetizades a partir
de un mensajerc comin qQque es procesado post traduccionalmente
CHiggins 1984; Perncllet 198%).

La proteina 7S presenta grupos de bandas entre 34 y 43 KD,
entre 53 y 57 KD. Para esta proteina se reportan bandas de 32,
36, 52 y 58 KD en Stuart, et al 1985, su patrén de bandeo tambien
es muy limpio, aunque Se cobserva una ligera contaminacion en la
parte inferior del gel; la literatura reporta que esta proteina a
menude esta ligeramente contaminada con una proteina de bajo peso
melecular con cosficiente de sedimentacidén 1.5 S, que se sncuentra
eon concentraciones muy bajas, consideramos que para los propdsitos
de este estudie, el grado de pureza alcanzado es bastante
aceptable, ya que =i se produjeran anticuerpos contra esta
proteina, también resultarf{a interesante probar su presencia en
embriones somaticos, en aras de este estudic de paralelismo
bioquimico.

6.4. CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS POLICLONALES OBTENIDOS
MEDIANTE DIFERENTES ESQUENAS

Se siguieron tres diferentes esquemas de inmunizacion,
descrltos. en la sécciédn de maleriales y métodos: con el esquema
No. 1 se cobtuvieron sels antisuercos diferentes, con el esquema
No. 2 se obtuvieron dos antisueros diferentes y con el esquema
No. 3 se produjeron cinco antisueros. Se obluvo un total de trece
lotes de antisueros policlonales que hube que caracterizar per
inmunodifusién  doble, tambien conotide como Quchterlony e
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inmunoelectroforesis en gel de agarosa.

Los resultados de la especificidad gque presentaron los
diferentes antisuercs al reaccionar contra las proteinas de
reserva 7Ty s, tanto en condiciones nativas, coma
desnaturalizadas, se muestran en las figuras 6.2-6.7

El analisis de los resultados sugiere que la ruta de
inmunizacién y la dosis de administracidn del antigeno no fué un
factor determinante en la obtencién de anticuerpeos, ya que en los
tres esquemas hube preduccién de ellos, sin embargo,
independientemente del esquema seguido, se observa gran
heterogeneidad en la respuesta de los anticuerpos hacia los
diferentes antigencs, esto se debe a que los anticuerpos son de
tipo policlonal y que las protelnas comparten regiones de
homelogia, por lo tanto es muy comun encontrar reaccionss
cruzadas. En los anticuerpos policlonales existen dgrupos que
son especificos hacia wvarios epltopes. Este hace necesario
caracterizar un anticuerpe antes de poder emplearlc en estudios
posteriores,

Un resumen de los resul tados ocbtenidos durante la
caracterizaciédn de todos los antisueros producidos en los
diferentes esquemas probados, del antigenoc inicial inyectado al
conejo, el Lipo de respuesta obtenida en las pruebas con proteina
nativa y desnaturalizada y finalmente el tipo de especificidad
encontrada después de las reacciones de inmunodifusién doble.
inmuncelectroforesis y ELISA se encuentra en la tabla VI.2 aunque
mas adaelante se analiza cada suerco individualmente,

En la sigulente figura, Se encuentra la clave de las
abreviaturas utiliazadas, para facilitar el analisis de las

fotografias subsscuentes:
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TABLA v1.2 RESPUESTA OF

LOS DIFERENTES ANTISUEROS CONTRA LA PROTEMA DE RESERVA.

PROTEINA

PROTEINA

ESQUEMA | ANTISUERD NATIVA DESNATURALIZ | ESPECIFICIDAD
INYECTADA

s lig s g
A g NAT | +++ ] — - - % NAT,
Te Hg NAT
- s L

Az g NAT | 4 & LS + g DES.

Ty llg NAT

1 Ay Tg DES. | + & b+ o+ + % g OES.

Ay g DES. | + + + + - - Ts llg NaT.

Hg NAT,

Ag 7s DES. - + 4 - 44 tg DES.

tig NAT.

Ag g DES. - + - + + iy bES.

L1 Tg 0ES. + - - - T NAT

2 . N Tg Vg RAL.
(3 .

L 73 Itg DE + (X4 + L) g Ity DES.

(1) Tg DES. |+ &4 + Ty llg MAT.

€ g DES. | & & |+ ¢+ Tg llg NAT.

3 Cy GLOB. + o+ + Ty llg NAT.

Cq GLOB Y + Ty llg NAT

Cq GLoB. + + Ty llg MAT,

{=~) AUSENCIA DE PRECIPITADO
{4) CANTIDAD DE PRECIPITADO
A.- ANTISUEROS ORTENIDOS POR EL PRIMER ESQUEMA
B.- ANTISUEROS OBTENIDOS POR EL SEGUNDO ESQUEMA

C.- ANTISUEROS OBTEMIDOS POR EL TERCER ESQUEMA
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= Antigeno.
Antisuero:

- poze central.
- carril

anvFE
1

- muestra

De los ensayos con los diferentes antisuercs, se determinaren
aguellos que mostraron mayor selectividad hacia un determiando
tipo de proteina: El suere “As®, mostird especificidad contra la
proteina 7S nativa, ‘tanto por inmunodifusién doble, como por
inmunoelectroforesis (Fig. 6.23.

El suerc “Az™ mostrdé una identidad parcial con las proteinas 78
y 11S nativas, esto sugiere yue existen determinantes antigénicos
compartidos por las dos (Fig. 6.3 B), sin embargo en condiciones
desnaturalizadas (Fig. 6.3 D) hay reccién especifica contra la 7S,
esta hace pensar que el epitope comin era de caracter
estereoquimico.

Resulta interesante hacer notar que, bajo la influencia de un
campo sléctrico y el efecto de la desnaturalizacién el antisuero
“A1” (Fig. ©.3 F) es capaz de reconocer a la proteina 11S
desnaturalizada.

La reaccién de los antisueros *“As” y “Ae" contra las mismas
proteinas  se puede observar en las figuras 6.4 y 6.8
respectivamente, del anilisis de los resultados se sugiere que en
este caso la proteina 7S expone dos determinantes antigénicoes, uno
de ellos compartido con la 11S, los cuales son conservados despues
de desnaturalizar la proteina, dande una reaccion cruzada,CFig.
8.4 ByCy®0.5 B,

En el anadlisis de la inmuncelectroforesis, usando proteinas
nativas y desnaturalizadas, se esperaba encontrar tres bandas, dos
de ellas correspondiendo a Ia 7S y una a la 115, sin embargo bajo
la accién del campo eléctrico se modifica 1la exposicidn de sus
determinantes CFig. 6.4 D2,

La proteina 7S al ser sometida a un campo elécirico, expone

sélo unc de sus determinantes antigénicos, el otro queda bloqueadeo
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Figura 8.2 . .
Caraclerizacion del antisuerc “As” mediante insunodifusién doble
CA y 8 e inmuncelectrofaoresis CC).
Todos los pozos Cpd y carriles Cc) contienen Ab “As™,
A 1 a 8 diluciones de proteina 7S nativa; B> 1-7S nativa; 2-
11S nativa; © i-7S nativa; d-11S nativa.
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Figura 6.3

Caraclterizacien del antisuero “A2” por inmunodifusion doble CA-D)
e inmunoelectirofcresis (€ y F).
Todos los pozos (p> y los carriles () contisnen Ab “Az™
A 1 a 6 diluciohes de proteina 11S nativa; BY 1-75 nativa; 2-
115 nativa; C) 1 a 86 diluciones de 115 desnaturalizada; D) 1-7§
desnaturalizada, 2-115 desnaturalizada; E) {-75 nativa, d4-11S
nativa; F> 1-7S desnaturalizada, ¢-11S desnaturalizada.
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Figura ©.4
Caracterizacién del antisuero “As™ por inmunodifusion doble CA-C)

e inmuncelectroforesis CDY
Los pozos (p) y carril C(c) contienen Ab “As™.

Ad) 1 a 8 diluciones de la proteina 7S nativa-, B) 1-7S% nativa;
2-115 nativa; C) 1-7S desnaturalizada; 2-11S desnaturalizada;
D) 1-7S nativa; d-11S nativa.
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Figura 8.5
Caracterizacion del antisuero “As" por inmunodifusién doble (A y

BY) e inmuncelectirofaresis (OO,
Los pozas (p) y carril (c) contienen Ab “Ae™

A> 1 a 6 diluciones de la proteina 75 nativa; B) 1-75 nativa;
2-11S nativa; C 1-7S8 nmativa; d-~11S nativa,



Y no es reconocide por el anticuerpo. Lo mismo sucede con la 1185,
cuyo determinanle antigénico queda bioqueado. Asi sdélo se observa
una banda de precipitacién.(Figs 6.4 D y 6.5 .

Los steros “As” y “As* (Figuras 5.8 y 8.7) aunque fueron
obtenidos contra diferentes proteinas muestran un comportamliento
semejante en cuantoc a su especificidad, reaccionan con la proteina
11S en sus dos condiciones, descriminando a la proteina 75, de tal
manera que resulta un antisuero especifico contra 115,

El mismo tipo de analisis se realizé con los antisuercs “Ba™ y
“Ba" y los resultados obtenidos se resumen en la tabla VI.2. EL
andlisis de los antisueros obtenidos por el trecer esquema de
Inmunizacién se realizd empleande la técnica de ELISA, con el
objetc de tener mayores niveles de sensibilidad, los resultados se
muestran en las figuras 6.8 y 8,0, El analisis de los mismos
nuevamente revela la heterocgeneidad en el grado de especificidad
de un grupo de anticuerpos por un determinado antigeno. Sin
embargo en alguncos cascs fué evidente una mayeor especificidad de
un anticuerpo hacia un antigenc en particular, tal como es el casc
de los susros “Cs” y *“Ce™, los cuales presentaron una mayor
especificidad hacia la proteina 7S con respecto a los demis
antigencs.

Una vez caracterizados cada uno de los antisuercs y analizando
la tabla VI.2 se puede decir que aunque en la mayoria de los casos
existid heterogeneidad en la respuestia de los antisueros hacla los
antigenos. fué en el primer esquema donde se obtuvieron los sueros
con mayor especificidad, como es el caso del suerc “As” que es
especifico para la proteina 7S nativa, y los sueros "“As" y “As"
que son especificos para la proteina 11S nativa o desnaturalizada.
En el tercer esquema se presentd una mencor especificldad hacia un
antigeno en particular, perc fuéd en este esquema en el gque hubo un
mayor tituloc con respecto a los olros esquemas, entre los cuales
se pueden mencionar los sueros “Ci® y *“C4” que fueron los que

presentaron un mayor titulo y especificidad.



Figura 6.8

Caracterizacién del antisuero “As™ por i(nmunodifusion doble CA-DD
e inmunoelectroforesis (£},
Todos los pozos (pd) y el carril C(c) contienen Ab “As™
Ad 1 a 8 diluciones de proteina 11S nativa; B) 1-75 nativa,
2-11S pativa; € 1 a 6 diluciones de proteina 115 desnaturali-
zada; D2 1-7S5 desnaturalizada., 2-11S desnaturalizada; E) i-78
nativa, d=-115 natiwva.
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Figura 6.7

Caracterizacién del antisuers “As" por inmunodifusien deble CA-C).
Leos pozes Cp) contienen Ab “As™
A 1 a '8 diluciones de proteina 11S nativa; B) 1-75 nativa,
2-11S nativa; O 1-7S desnaturalizada, 2-11S desnaturalizada.
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Respuesta de ios antisueros obtenidos en el lercer esquema de
inmunizacién, probados contra proteina 115 por la técnica de
ELISA.



6.5, RESULTADOS DE LA ESPECIFICIDAD DE TEJIDO EN LA SINTESIS DE
LAS PROTEINAS DE RESERVA

Para poder hacer una comparacidn entre el grado de paralelismo
que existe entre un embrion somatico y unc cigético en estades
homélogos de desarrollo a niveles fisiolédgicos y bioquimicos,
resulta necesarioc buscar marcadores bioquimicos de embriogénesis,
esto significa: buscar ciertos compuestos que sélo  sean
sintetizados o producideos duranle el proceso de embriogénesis y en
ningdn otro momento durante el ciclo de vida de la planta, es
decir, estos compuestos sélc se cdeben encontrar en el embridén y en
ningin otro tejido de 1a planta, ademis s6lo pueden ser
sintetizados durante la genesis del mismo.

Stuart y colaboradores 1985 tambien sugirieron desarrollar un
criterio mhs bioquimico para poder conocer el grado de paralelismo
que existe entre los dos sistemas y propucieron a las proteinas de
reserva como excelentes marcadores bioquimicos.

Esto garantiza que, s{ estos compuestos que son altamente
especificos del proceso de embriogénesis. son encontrados en las
embriones somaticos, seria clara la evidencia de un cierto
grado de paralelismo entre los dos procesos.

Los resultados de la cantidad de proteina que hay en los
diferentes Lejidos se muestra en la tabla VI, 3. Los resultados
reportades son un promedio de tres extraccicnes realizadas en
forma irdependiente de los diferentes tejidos.

En la tabla V1.4, se reportan los valcores de las constantes de
las curvas de calibracién obtenidas para cada extraccion. Las
curvas se ajustaron por el método de minimos cuadrades, también se
reporta el coeficiente de correlacidn obtenido para cada caso.

Del analisis de la tabla V1.3, se puede discutir que !a semilla
es el oérgano de la planta que acumula mayor cantidad de proteina,
cabe aclarar que los valores reportados tanto en peso seco como
por peso fresco., corresponden a la cantidad de proteina soluble
extraida del tejido correspondiente. en el caso particular de la

semilla., la proteina se encuentra altamente empaquetada dentro de
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Tabla VI.3 CANTIDAD DE PROTEINA EN LOS DIFERENTES TEJIRDOS QUE
CONFORMAN LA PLANTA DE ALFALFA

TiPQ mg DE PROTEINA TOTAL/ mg DE PROTEINA/ RELACION
DE gr DE TEJIDO gr DE TEJIDO ALB: GLOB
TEJIDO FRESCO SECO

Semilla 161.2 1343.33 e:1
Raiz 3.60 4.80 3:1
Tallo 2.18 4. 20 3:1
Hoja 5.08 6.77 3:1
Peciolo 3.10 4.14 4:1
s e8.% &37.%

115 25.05 208,75

Tabla V1.4 CONSTANTES DE LAS CURVAS DE CALIBRACION DE CaDA

EXTRACCION
CURVA PENDIENTE ORDENADA AL ORIGEN COEFICIENTE DE
<m> (bd CORRELACION
1 0.010 0.071 ©. 008
= 0.008 0. 053 0. 908
a 0.010 0.071 0. 897

les cuerpos proteicos de los cotiledones., es por esto que su
extracciédn, a pesar de que se usan en repetidas ocaciones las
mismas soluciones amortiguadoras. la solubllidad de estas no
resulta ser de manera completa. Para el caso de los tejidos, la
cantidad de agua que tLienen es maycr, la cantidad de proteina
menor y esta se encuentra mucho menos empaquetada,. por lo que la
eficiencia de exitraccidén es mayor.

Sin emdbargo, aun tomande en cuenta esta caracleristica de las
eficiencias de extraccién de la proteina dentro del tejido, se

cbhserva que es en el embrion dende se acumula mayor cantidad de
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proteina, bastante mas que en otros tejidos, el tejide que le
sigue, siendo considerablemente menor la cantidad en la hoja.

Derbychire et al 1976 mencicona que en promedio, el porcentaje
de protelnas en Semillas de leguminosas es del 20-23% de materia
seca, y en contraste, un érgano vegetativo tipico, tal como es el
caso de la hoja tiene solo del 3 a 5%,

Tradicionalmente la alfalfa ha sido famosa por su alta cantidad
de proteina de buena calidad que tiene en sus partes verdes, de
hecho por esta razén es tan usada como forrajera, gran porcentaje
de esta proleina que se encuentra en la hoja. corresponde a la
Rubjsce CKung, S.0D.1683>, que es la enzima responsable de la
rijacian del bioxido de carbono en todas las plantas
fotosinteéticas,

l.os demids tejides de la planta presentan las cantidades de
proteina reportadas en la tabla. Del analisis de la misma se
observa que para al caso de la semilla, la relacien
albuminarglobulina es de 2:1, mientras que en el caso de los demis
tejidos, la relacidn es mayor, esto quiere decir que la fraccidén
de albuminas predcmina en la mayor parte de los tejidos de la
planta. Hay que recordar que todas las enzimas de las rutas
metabdlicas responsables de las actividades de la planta, se
ehcuentran eh esta fraccidn. (Kronchke y Bewley, 18881,

6.6. ESTUDIO INMUNOLOGICO DE ESPECIFICIDAD DE TEJIDQ Y DE ESTADO
DE DESARROLLO

Con los antisueros producidos ¥ caracterizada su
especificidad, ¥y una vez extraidas y cuantificadas las proteinas
de los diferentes tejidos de la planta: raf{=, tallo, hoja,
peciolo, flor completa, pétalos, columna estaminal y embridn
clgético madurs, sSe realizaron pruebas de reconocimiento antigeno
anticuerpoc con antisuercs obtenidos para protelnas de reserva
contra las proteinas aisliadas de los diferentes tejidos de la
planta y observar la especificidad de la reaccidn.

Partiendc de la base de que en los resultados anteriores los
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antisuercos probades, daban respuesta clara y bién definida contra
las proteinas de reserva extraidas de semilla. Comoc primera fase
se procbd si habia o no reconoccimiento entre estos antisueros y
los extractos de proteina obtenidos de los diferentes tejidos,
mediante inmunodifusién doble. En las figuras 86.10 y 6.11 se
observa que estos mismes antisyeros no son capaces de recconocer a
ningin tipo de determinante antigénico de las proteinas extraidas
de los diferentes tejfidos que conforman la planta, la dnfica banda
de reconecimiento que se presenta es la del control de semilla que
5@ encuentra en los pozos marcados con *“5" y “68%. Cabe mencionar,
que existe una ligera banda de precipitacién entre el antisuero y
las globulinas de raiz. Figura 6,10 pozo “4“, estoc puede deberse
a que la 75 es una glucoprotelina y que en la raiz hay
glucoproteinas del tipo de las lectinas cuya propercidén de
oligoesaridos puede ser similar a los oligosacaridos de la protefna
7S, a esto pusde deberse el ligero reconocimiento que se presenta
con ies antisuercs.

En la figura 6.12 se presentan los patrones de bandeo obtenidos
en geles de poliacrilamida, bajo condicicnes desnaturalizantes, de
los extractos protelicos de: 1) albuminas de: hoja, peciclo, tallo,
raiz, flor completa y columna estaminal, y &) Globulinas de: hoja,
peciolo, tallo, ratz, flor completa y columna estaminal. Los geles
tienen como control ! patrén de bandes de la semilla y los
marcadores de peso molecular.

De la cbservacidn de estes geles se puede conclulr que el
patrén de bandeo que presentan todos los tejidos, es muy diferente
al patron que presenta la semilla., como es de esperar, se
encuentran bandas que tienen pescos mol eculares similares, pero por
los patrones de bandeo que presentan, co:respond-n a proteinas
diferentes.

Lo anterior coincide con lo reportade per Crounch y Sussex on
1988 para Brassica napus y por Criossant y Bopp en 1888 para
Sinapis alda, en donde se mencicna que las protelnas de reserva

solo son formadas en los embricnes y estan ausentes en los demais
tejidos.
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Figura 8.10
Prueba de expresion especifica de las proteinas de reserva en
diferentes tejidos.
Los pozos Cp) contienen Ab “Az™.
A) Albuminas de: 1-hocja, 2-pecioclo, 3-tallo, 4-rafz, S-semilla;
B> Globulinas de: i-hoja, 2-peciolo, 3-tallo. 4-raiz, S-semilia
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Figura 6,11 .
Prueba de expresion especifica cde las protelinas de reserva de
flor.
Los pozas (pd contienen Ab “Ax*.
A) Albuminas de: 1-columna estaminal, 2-pétales, 3-flor.
S-semilla; B)Globulinas de: l-columna estaminal, 2-petalos,
3-flor completa,



Figura 6.12

Patrén eleciroforético de proteinas de los diferentes tejidos gue

conforman la planta.
A) 1 y 2: Alb, y Glob. de hoja, 3 y 4: Alb. y Glob. de pectolo.
S y 6: Alb, y Glob. de tallo, 7 y 8: Alb. ) Glob, de ratz, 9:
marcaucres; B) Globulinas de: L=-hoja, 2-peciolo, 3-tallo.
4-raiz, S-semilla, 6-11S, 7-7S5, B-marcadcores; €3 1-marcadores,
Albuminas de: 2-celumna estaminal, B-pétalos, 7-flor completa.
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Los patrones de bandeo caracterizados de los geles, se tomaron
coma base para' correr huevos geles, los cuales se transfirieron a
papel de nitrocelulosa y luege se realizd con estos una inmuno-
deteccidn usando los antisueros que se tenfan caracterizados. Se
seleccicnaron los sueros “Cs® y “Ce* correspondientes al tercer
esquena, cabe aclarar que no fué el esquema que presentd mayor
especificidad pero una de las razones por las cuales se utilizs
estos lotes fue gque los del primer esquema resultaron
insuficientes para realizar todas las pruebas necesarias y dentro
del tercer esquema estos fueron los sSueros que presentaron mayor
grado de especificidad y titule. En la figura 8.13 se muestran las
trasferencias en papel de nitrocelulosa correspondientes al
wstudio de especificidad de tejido, del analisis de los resultados
se puede deducir que las bandas de reconocimiento de los
antisueros con las proteinas separadas en el papel, fueron muy
escasas, a pesar de gque esta Lécnica tiene alta sensibilidad y
especiricidad.

En algunos cascs existi® reacclédn cruzasa, esto es normal
considerando que se trabaja con antisyeros policlonales y con
extractos completos de los diferentes tejidos, sin esmbarge e}
grado de reconocimientc en todas las bandas del patrén de semilla
es muy diferente al escaso reconocimiento con otros tejidos.

Aceptando la posibllidad de que un antisuerc dado tiene el
potencial para reaccionar con mis de una proteina cuando tales
protefnas tienen algin epitope en comun, un suero no puede ser
enteramente de 100% de especificidad. Muiltiples bandas pueden ser
s6lo parcialmente explicadas por el factor que el tratamiento coh
SDS causa la desnpaturalizacidén de protefnas, coriginande que
algunas reacclcones cruzadas © uniones no especificas puedan
también ocurrir (Cohn y Mitchel 18863.

Dol estudio de especificidad de tejido hecho por inmunodifusion
doble en placas de agarosa, por caracterizacion de los patrones de
bandeo en geles de poliacrilamida y per inmunodeteccidn en papel

de nitrocelulosa, se puede concluir que las proteinas de reserva
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Figura 86.13

Inmunodeteccién enh papel de nitrocelulosa de las protelinas de

semilla y los diferentes tejidos que conforman 1a planta.
A) Globulinas de: 1-semilla. 2-11S, 3-78; 8) globulinas de:
t-hoja, 2-pectole, 3d-talle, 4-raiz, S-flor, &-ssmiila, 7-7S,
8-11S.



son sintetizadas unicamente durante el proceso de embriogénesis, y
que no aparecen @n ningdn cotro tejido de la planta, ni en ninguna
otra fase de desarrocllo, ni siquiera en la fior compieta o en la
columna estaminal, es decir, son especificas del tejido y también
del estado de desarrollo de la planta, Datos similares son
reportados por Crouch y Sussex (1881) para Brasstca napus y por
Croisant. y Bopp (1888) para Stnapis alda.

6.7. ESTUDIC INNUNGLOGICO DE LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS DE

RESERYA EN EMBRIONES SOKATICOS

La condicidédn ya demostrada, de que las proteinas de reserva
sean aespecificas de tejido y de estado de desarrollo, las hacen
muy busnos marcadores biquimicos de la embriogénesis, ya que son
productos que sdéla se producen durante este proceso, que se
acumulan en grandes cantidades y que son el producto final de una
serie de genes que estAn regulados por procesos de diferenciacidn
y desarrollo.

Resulta importante analizar, con @stos mismos métodos de alta
sspecificidad y sensibilidad, utilizande lotes de antlisuerocs
altamente selectivos, si estas proteinas son sintetizadas en les
embricnes somiticos que se cblienen por cultivo de tejldos.

En las figuras 6.14 y 8.15 se muestran los estudios de dodble
aifusion hechos con extractos de embr iones somAticos,
desarrollados bajo diferentes condiciones. Se nmuestran los
resultados con proteinas extraidas de callo, de embriones
somiticos desarrollados en medio con reguladores de crecimiento
Cauxinas y cltocininas) (Fig. 6.14 B>, de embricnes somiticos
desarrollados en medio sin reguladores (Fig. 8.15 B). De esta
primera fase se puede discutir Qque cuando los embriones sw
desarrcllan en ausencia de reguladores, si son capaces de
sintetizar a las proteinas de reserva, sin embargo, cuando se
desarrollan con los reguladores, la sintesis de estas proteinas se
ve disminuida, &5 por esto que en @l Sistema de oblencidn de
enbriones somaticos por cultivo de tejidos se emplea un protocolo
de dos medios, con el objetc de incrementar la calidad de los
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Figura &.14

Expresiéon  de proteinas de reserva de embriocnes somaticos
producidos bajo diferentes condiciones de desarrolio en presencia
de rtegul adares de crecimiento.
Todos los pozos 1 contienen Ab "Ar” ¥ los poans 2 AD "As™,
Ad p-globulinas de calla; B) p-globulinas de embriones somaticos
C} prglobulinas de embriones somaticos desarrollades en
condiciones de obscuridad; b} p-globulinas de embriones
somAticos desarrclladaos en presencia de ASA; E) p~gliebulinas de
embr iones somAticos desarrollades en presencia de PEG.



embriones producidses en termines de estructuras mis normales y de
sinlesis de material de reserva, el protocolo establecido consiste
de dos medios, el de induccién, donde se siembran los peciolos en
contacto con los reguladores de crecimiento durante dieciocho
dias, y el de desarrolle, donde los callos obtenides durante estos
18 dias, son transportados a un medio libre de reguladores para
favorecer el desarrcllo de embriones de mejor calidad.

En estudios subsecuentes se hicieron pequefias manipulaciones al
medic de desarrollo, con el objeto de ver si estas variaciones
tenian algun efecto scbre la sintesis de las proteinas de reserva
en los embriocnes somaticos, estas fueron: desarrollar los embriocnes
en oscuridad, utilizar un inductor del estres hidrico como el
polietilenglicol (PEG.), en el medio de desarrcllo poner manitol
como sustituyente de una parte de la sacarosa.

Los resultados de estes estudics se muestran en las figuras
€(8.14 C-E> y (6.15 C-E). De la cobservacién de las placas se deduce
dque hay un ligero aumento en la sintesis de proteinas de reserva
en embriones somhticos desarrollades en ausencia de luz, en
presencia de PEG y en presencla de manitol, siempre y c<cuando ne
haya reguladores de crecimiento en el medio, las demas
manipul aciones parecen no tener un efectec a nivel cuallativo,
aunque podrian influir scbre la calidad de proteina que es
sintetizada por los embriones somiticos.

Sung et al., 1083 en Fefa 1088 manciona al respecto que uno de
los factores que limitan la obtencidén de embricnes somiticos de
alta calidad, es la continua accién de los reguladeres de
crecimiento (principalmente el 2.4-D>. durante el desarrollo de
los embriones somaticos. Una vez que el proceso embriogénico se ha
disparado, la accién del 2,4-D puede redundar en la obtencién de
embriones anormales, alta asincronia y en algunas especles,
inhibir el desarrollo embricnaric a menos gque se eelimine o
disminuya la concentracién de auxina en el medio de cultivo.

Fischer et al., 1687 demostraron para Sinapsts alba.L. que

tratamientos con acido abscislico (ABA) y cotras condiciones de
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stress, tales como la disminucién del contenido de humedad, puede
@stimular a los embriones para continuar o para reanudar al
sintesis de proteina de reserva.

Crouch y Sussex (18810 por su parte sugieren que el acido
abscisico CABAY) o una alta presidn osmética tamblén inhiben la
germinacidn precos.

En la figura 6.18 se encuentra el patron de bandeo de los
extractcs de proteina de embriones somdticos y cigdticos y come
conhtrol, los patrones de bandeo de las protelinas 75 y 11S
purificadas. Es importante hacer notar que en este gel los
patrones de bandeo de los dos embriones, son eaxtremadamente
similares, se identifican las bandas de las proteinas de reserva,
aunque avidentemente estas Se encuentran en niveles mucho mas
bajos que en los embriones cigéticos.

Stuart et al, 1088 para Medicago sativa L. y Crouch, 1982 para
Brassica napus reportian gque en embricnes somhticos bajo las
mejores condicicnes, mAximo expresan =zolc una décima parte de los
niveles de proteina de reserva de la semilla.

En la figura 6.17 se observan los resultados de los estudios de
transferencia a papel de nitroceluleosa e inmunodeteccidn de los
pPatrones de globulinas en embricnes somaticos en diferentes
estados de desarrollo: globular-corazén, torpedo joven, torpedo
madura y cotiledonar., tambieén estan las proteinas del callo, en
esta transferencia se puede cobservar la reaccidn cruzada que todas
las bandas del patrén tuviercon con los antisuercs especificos de
la semilla.

Los resultados oblenidos por inmunodeteccidn concuerdan con los
patrones de bandec obtenidos en los geles, lo que demusstra que
las proteinas de reserva son sintetizadas en los embriones
somdticos, perc que no se acumulan en los mismos niveles, ademas
resulta muy interesantle recalcar que la expresidn de las protelinas
de reserva en somdticos ocurre desde fases muy tempranas en el
desarrolle , ya que desde el estado corazén-globular, fué posible
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Figura 6.18
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Figura 6.17

Inmunodeteccién en papel de nitrocelulasa de protelnas de

raserva de embriones somdticos en diferentes estados de desarrollo
t-cxllo; 2-carazon globular; 3-torpedo joven; d4~teorpedo maduro;
S~ cotiledonar.
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detectar bandas de reconocimiento.

Por oiro lado en la figura 5.!18 Lamblan se puede observar por
iIhnunodeteceidn cual fué la respuesta de los embricnes somaticos
al Ser desarrollades en condiciones de obscuridad y de
raotopericdo. Se puede observar que en los embriones desarraolladoes
en condiciones de fotoperiode hay una degradaclén de las
protefnas del dia 38 al dia 42 y no hay una acumulacién como
ocurre en los embriocnes cigétices. En aquelles embriones
desarrollados #n condiciones de obscuridad es notoric que al
llegar al dia 42 aun pueden sar reconocidas las proteinas de
reserva, lo gue nos indica que baje estags condiciones las

proteinas tardan mas tiempe en ser degradadas.

8.8 ESTUDIO COMPARATIVO DE (A EXPRESION DE LAS PROTEINAS DE
RESERVA DURANTE LA ONTOGENIA DE EMBRIONES SOMATICOS Y CIGOTICOS

Una vez demostrada la expresién de las proteinas de reserva en
embriones somiticos seo procedid a estudiar en que moments empigzan
estas a sintetizarse tanto en laos embriones cigéticos como en los
somalicos, con #l objeto de gue este fuera un estudio comparativo
se siguieron las cineticas de expresicn en estados homdlogos de
desarrollo. La seleccion de estados homslogos ya ha sido discutida
en las primeras secciones de este capitulo.

Los resultados de este estudio comparativoe a nivel de
inmunodifusidén doble, se encuentra en la figura ©.18, el analisis
de la misma nos dice gQue las proteinas comienzan primeroc a ser
detectadas en la fraccidén de albiminas desde los dias 30 en los
embriones cigdticos y desde el dia 21 en somiticos. (8.20 B, La
fraccién de globulinas se detecta un poco mas tarde, 1o que indica
que después de su sintesis ocurre un procesc de empaquetamiento,
lo que las hace aparecer en la fraccién de globulinas.

En la figura 6,20 se cbhservan los patrones de bandec obtenidos
en geles de poliacrilamida para las cineticas de desarrollce de
embriones somdticoes y cigotices, de las observaciones de estos
geles se puede deducir gue la sintesis de las pratelinas de reserva
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Figura @.18
Inmunodeteccién en papel de nitrocelulosa de proteinas de reserva

en embriones somiticos desarrollados en diferentes condiciones:

Ad

B

Embriones somaticos desarrollados en  condiciones de
fotoperiodo:
i-torpedo joven 39 dias:; torpedo maduro 39 dias; 3-torpedo
joven 47 dias; 4-torpedo maduro 42 dias; S-torpedo tardio 42
dias.

Embriones somiticos desarrollades en condiciones de

" obscuridad:

i -torpedo joven 38 dias; 2-torpedo maduro 39 dlas; 3-torpedo
joven 42 dias; 4-torpedo madura 42 dias, S-torpedo tardio 42
dias.
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Expresion de las proteinas de reserva durante la ontogenia del

enbridn cigético
Los pozos Cp) contienen Ab “Az”
: 1-15 dias; 2-30 dias; B

A Alb, de embridén cigélico de:
Glob. de 1~15 dias, 2~ 30 dias; OO Alb. de 1-45 dias, 2-60
dias; D) Glob., de 1-45 dias, 2-80 dias,
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Figurs 6.20

Patrén de bandec de las protelinas
oabriones clgoticos Yy somilicos en sus respectivas cindticas
desarrollo.
A Clirtics de oRbriones clgoticom:
1~marcadores. Z-columna estaminal, 3-petalos, 4:flor completa.
oubriones clgsticon de 9-19 dias, 0-3C dias, 7-49 dias, @-00
dias. O+glcbulinas de wembrion =omitice; 110-7S; 11-11S.
» umuq de embriones sowdticos:
" Globulinas de: I-giobular corsgson de 21 dias. Z-torpedo
Joven de 27 dias. 3-globular cocazén de 30 dias. ¢-torpedo
Joven 33 dias, S-torpeds wmaduroe I8 dias, 8- cotiledonsr

Joven 30 dias

de reserva praducidas por
e
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€5 Un Proceso precoz en embriones somaticos, en estos la expresion
se detecta desde fases muy tempranas en el desarrollc, perc
tambié¢n cocurre un fuerte recamblo, ya que en estado cotiledonar
hay una dimunician de las bandas de estas proteinas, lo que
sugiere uyna sintesis muy temprana y una degradacidén muy rapida.

CFig, 6.20 8.
En el caso de los embriocnes cigsticos, (B8.20 A) a sintesis de

las proteinas de reserva comienza en uUna fase mis tardia del
desarrollec de los mismos, hasta el estado de torpedo joven, que es
donde los cotiledones comienzan a crecer, esto ocurre entre los
dias 15 y 30 post antesis, sin embarge, en este caso no hay
recambic y las protelinas comienzan a acumularse en los
cotiledones. E! estado cotiledonar Ca los 45 dias) en embriones
cligéticos se caracteriza por tener altos niveles de prote{na de
reserva altamente empaquetada, esta os una diferencia
significativa en las ontogenias, mientras que los embriones
clgébticos acumulan, los embriones somaticos degradan, esto puede
deberse on parte a las condiciones de desarrollo in vitro y en el
medic ambiemte natural, son muy diferentes,

En la rfigura 6,21 se encuentran los resultados de los estudios
de inmunodetecclén en papel de nitrocelulosa para la ontogenia de
los dos tipos de embriones, los resultados confirman lo que ya ha
side discutide para los patrones de bandeo de los geles.

En este caso, el estudic inmunoldgico de la expresicén de la
protelnas de reserva en embriones cigéticos abarca desde la
formacion de la flor, el aislamiento de la columna estaminal y
los extractos de 15, 30, 45 y 60 dias post antesis, como controles
se encuentran los patrones de semilla y embrién somatico.

Por lo tanto, se puede resumir, que las proteinas de reserva si
son sintetizadas en los embriones somaticos si estos  se
desarrollan en un medio libre de reguladores de crecimiento, que
su expresidén se inicia desde elapas muy tempranas del desarrcllo,
a diferencia de los embriocnes cigdticces, donde la sintesis se
inicia mis tardiamente, que los niveles de acumulacioén son muy
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Figura ©6.21

Inmunodeteccion en papel de nitrocelulosa de las proteinas de
recerva producidas per embriones cigoticos y embricnes somaticos
en sus respwctivas cindticas de desarrollo.
A) Cinetica de embriones cigséticos:
i ~-marcadores; Globulinas de: 2-Tlor comple 3-pétalos,
4-columna estaminal; eabriones cigéticos de 5-1% dias,
5-30 dias. 7-45 dias, 6-80 dias., QO-semilla, 10-embridn
sSomaLico.
BY Cinética de embricnes somiticos:
Glorulinas de: l-callo de 21 dias, 2-fraccién densa 27 dias,
3-globular-corazén de 30 diss, 4~torpedo Jjoven 33 dias.
S-torpedo maduro 36 dias, S-cotiledonar joven 3IQ dias,
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bajos y que estas protefinas estan sujetas a gran recambio en
embricnes somaticos, los cuales, evidentemente no estan en
latencia, otra diferencia significativa ya que los embriocnes
cigoticos si entran en latencia y acumulan las proteinas de
reserva como bloque de nitrégeno a  utilizar durante 1la
germinacidn.

Resulta muy interesante, dadas estas diferencias bioquimicas
encontradas durante este estudic, el hacer estudics comparativos a
nivel de microscopia ¢ptica y electrénica para ver st la
ultraestructura apoya lo que la bioquimica y la inmunologla nos
sugieren acerca de las semejanzas ¥y las diferencias entre la
enbriogénesis que ocurre en forma natural y que da lugar a
la formacién de la semilla y la que ocurre in witre, a traves del
cultivo de tejidos, dando lugar a embricnes somidticos, que desde
el puntc de vista blotecnhelédgico, podrian ser fuente de semillas
artificlales, con el enorme polencial gue ello planiea.

8.9, ESTUDIO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

En este trabalc se hizo un estudio comparative a nivel de
microscopla optica y electrionica de embriones somaticos y cigdticos
on estados homdlogos de desarrcllo, en ! casc de los embricnes
somAticos sSe seleccionaron dos fases dentro del proceso de
desarrollo: el estado de torpedeo maduro en embriocnes de cince
semanasS de cultivo (35 dias) y el estado cotiledonar, en embriones
de seis semanas en cultivo (42 di{as). La seleccidn de estas dos
fases se basd en los resultades del andlisis bioquimico: los
embriones de 35 dias fueron los que presentaron indices mas altos
de acuymulaciédn de material de reserva y las caracteristicas
morfoldgicas mas similares a la fase de torpedo del em.br!.én
cigotico.

Durante el estade de 42 dias ya existe una tendencia muy
marcada hacia la germinacioén, los niveles de material de reserva
son muy bajos y en los cotiledones comienza una fase de

degradacion.
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Para los embricnes cigéticos, se seleccicnaron embriones de 60
dias post antesis, donde la semilla ha alcanzado mixima madurez y
acumulacion de material de reserva.

El objetivc de este estudio fué hacer una comparacicén de los
niveles de organizacion celular y subcelular de embriocnes
somidticos ¥y cigéticos que hubieren alcanzado su maximo grado de
madurez bajo diferentes condiciones, en el primer caso in vitro,
mientras que en el segundo caso tn vive. En primera instancia se
observaron caracteristicas estructurales que fueran evidencia de
funcianes celulares definidas y que fueran evidencia de la
actividad metabdlica de las células, como segundo punto se
buscaron evidencias del grado de acumulacién de material de
reserva. En forma especifica durante la observacién de las
Preparaciones se buscd la presencia de granulos de almidén y de
proteinas de reserva, Se observd el grado de acumulacidén de
material electrodense dentro de la vacuola y la existencia de
cuerpos proteicos tanto en embriones somdticos como cigdtices.

El estudic comparative se realizd a dos niveles: la comparacién
entre eje embricnario de embriocnes somiticos y cigéticos y la
comparaciéon a nivel de leos cotiledones., en ambos casos se
analizaron cortes transversales y longitudinales.

En alguncs casos el nivel de aumento requerido para cobservar
con mayor detalle las diferentes estructuras, hacia que se
perdiera 1a imagen del corte, para estos casos se tomaron
fotografias de! detalle de las diferentes regiones Yy se
construyeron mapas para reproducir el corte original.

Con este método de construcciédn de mapas se realizé el mapa de
la estructura longitudinal del embridn somético, se fotografiaron
las diferentes regiones a lo largo de un corte longitudinal
posteriormente se ensamblaron para cobtener el corte total. La
fotografia resultante sSe puede observar en la figura 6.22, y en la
figura 6.23 sSe observa el esquema de un embrién clgético, De la
comparacidn de ambas estructuras se puede observar que la
relacién en volumen de los cotiledones con respecte al sje
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Figura 6.22 Figura 6.23

Figura 6.22
Corte longitudinal de embridén somaties a los 35 dias de
desarrcllo. Se muestra la diferencia en tamafico de los cotiledones
CCet.) con respecto al eje embrionario CEJ). <CAzul de toluidinal.
Barra = 100 um

Figura 6.23

Diagrama de semilia de alfalfa: c-cotiledén, en-endosperms, ep-
epicétilo, h-hile, m-micrépile, r-radicula Chipoeotilod, s=
cubierta seminal Clestad. Tomado de Henson. C. 1972.
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enbrionhario es muy grande en el embridn sexual, en este caso el
eje ocupa aproximadamente un 8% del volumen total del embridn, en
el caso del embridén somitica el eje embrionario predomina sobre
los cotiledones, en la figura se puede observar que estaos estan
poeco desarrollados en comparacién con ol eje embrionario.

Observaciones similares fueron reportadas por Dos Santos et al,
1983 para Medicago sative L. y por Hakman, 1987 para Pice glauca y
P. marina.

En el eje mebrionario ya se pueden distinguir las etapas
tempranas de diferenctacién del haz vascular y del meristemo
apical, sin embarge, los cotiledenes han alcanzado un escaso grado
de desarrollo.

B.9.%. COMPARACION DEL EJE EMBRIOMARIO DE EMBRIONES SOMATICOS Y
CIGOTICOS

En la figura 6.24 se observa el mapa construido para el eje
embrionario del embrion somatico y en la figura B.2%5 para el del
embridn cigético. En el caso del eje embricnarioco de embricén
somdtico (&6 .24 se distinguen tres reglones Cuna amplificactén se
musstira en la fig, (8.28), la regién externa caracterzacda por
cédlulas muy vacucladas Yy con poco empagquetamiento, la region
internedia caracterizada por células con un mayor grado de
smpaguetlamiente, poco vacuoladas y con evidente acumulacion de
almiddn, qQue se visualiza come gridnulos de color obscsure, y una
regian ceniral con células muy empaquetadas., sin vacuolas y sin
grinules de aimiddn, se observan también los tnicies de lo que
seran los haces vasculares {lejido provascular).

£En el corte del eje embricnaric de embrién cigétieco (Fig,
6.87) se distinguen: una epidermis pluriestr-rtificada cubierta por
una cutfcula y una regidn interna de celulas de parengquima con
citoplasma denso qQue muestra un evidente grado de acumulacisn de

material de reserva.
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Flg. 6.24 Fig. 6.25

Tigura 6.24
Corte transversal de eje embrionarico a 35 dias de desarrollo.
Celulas axternas (E) poco tefiidas y muy vacuoladas, las celulas
inlermedias (M) poco vacuoladas y abundantes granulos de almidoén;
celulas  internas <12 con citoplasma denso. muy tefiidas. no
vacucladas y sin granulos de almidon, (Azul de toluidinad
Barra = 200 um

Figura 6.295
Corte transvesal de eje embrionario de embridn cigédtico a los
"50 dias de desarrollo: Cuticula (c); epidermis Cep); células de
parénquima Ccepd con citoplasma denso. CAzul de toluidinad
Barra = 100 um
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Figura 8.28

Corte transverasl de eje exbriocnario de eabridn somitico a los
¥ dias de desarrollo, en donde se observa en mayor detalle: A
regi1én externa muy vacuclada Cv). B) regidn media, poco vacuclada
¥ abundanties granules de almidén Cad; C regtén interna con
celulas no vacuoladas., can c¢cltoplasma dense y pocos granulos de
almidon. CAzul de toluidinad Barra = 5C um
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Flgura 6. .27

“orte transversal de eje enbrionario de embrion cigotico a los
BU dlas de desarrollo: CTuticula C(cd; epidermis Cep), ceélulas de
parenquima Ccep) con citoplasma densc y abyndante material de
reserv;a, como cuerpos prolelcos Cep). CAxul de toluidinad.

Barra = SO um
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Las estructuras subcelulares, a nivel de microscopia electronoca
se pueden observar en las figuras 6.28 - 6.30. De manera general
se pueden deducir algunas similitudes entre las células del eje
embrionario de embriones somdticos C(Figs. 6.29 3 y cigoticos (Fig.
6.28 A, las células son pequefias, poco vacuoladas -
isodiamétricas, en ambos casos hay una gruesa pared celular, sin
embargo, en los embriocnes somiticos esta pared es atravesada por
gran cantidad de plasmodesmes lo que indica una comunicacién
intercelular CFig. 6.20 A, B y D y 6.30)

Los plasmodesmos estan considerados como modificaciones del
reticulo endoplasmico liso gue interconecta unas células con otras
y que intervienen en la difusién de nutrientes C(Halperin y
Jensen, 1087; Newcomb, 19280 en Hernandez 16690,

lLos embriones somiticos presentan nucleos grandes rodeados por
su doble membrana nuclear y nucleoles elecirodensos pien definjdos
CFig.6,20 D). También se presentan otras estructuras como
mitocondrias CFig. 6.290 A, B y D), dictiosomas (Figs.B6.29 C y 6,30
A) ¥ mierotabuleos CFigs. 8.20 C y 6.30 B), las células son poco
vaculadas ¥y se cbhserva gran cantidad de plastos conteniendo
de 3 a 15 granulos de almidén CFigs. 6.20 A y B)

Otra estructura muy frecuente en los embriones somaticos fueron
los cuerpos mielinicos C(multicapa de membranas concéntricasd
‘CFigs. 6.28 D y 6.30 A).

Estas mismas estructuras han sido reportadas por Street y
Wither, 1974 y Street H.E. 1977 en células de embriones somiticos
de Ranunculus.

Vigil E.L. et al, 1985 también hace referencia a westas
estructuras mencionando que los cuerpos proteices contienen
enzimas hidroliticas y funcionan, al nenos durante la
germinacidén, come vacuolas autofdgicas. La presencia de los
cuargos miellnicos en la formacion de los cuerpas y vesiculas
presenta una evidencla estructural en apoyoe a la funcién
autofagica para los cuerpos protelcos.

Los embriones cigdticos por su parie carecen casi completamente
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Figura 8.28
Ultraestructura de las c<élulas de eje ebricnaric de embridn

cigético a 60 dias de desarrolle: Abundantes cuerpos proteicos
Cecpd, algunocs de los cuales presentan cavidades que corresponden a

globoides (g2 y abundantes esferosomas Ces). Barra = 3 um
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Figura &.29

Detalles ultraestructurales de células de eje embrionario de
embridn somitico: A} Abundantes plastos hasta con 185 granulos de
almidén Cal, esfercsomas (#sd; plasmodesmos Cflechas), mitocondrias
Cmd. B) Vacuolas Cv); plastos con varios granulos de almidén Cad,
plasmodesmos <Cflechas), mitocondrias &3 Pared celular (Cpel,
microtubules Cmi), dictiosomas (d) con 5 cisternas . esferasomas
Ces2, gran cantidad de ribosomas (r2, D) Pared celular Cpod,
cusrpo proteicoe Ccpl., nicles grande (nd con nucleslo electrodenso
Cnul; plasmodesmos abundantes C(fleachas), tres cuerpes mlelinicas
Cemd; esferosomas C(es), dictiosomas (d), mitocondriag Cm).

Barra 7 1 pym
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Figura &.30

Eje embriocnario de embriédn somitico a 35 dias de desarrolle:

A Plasmodesmos abundantes Cflechas). motocondrias <m,

cuerpo mielinico Ccmd. 83
Esferosomas C(es); microtubulos mtd, plasmodesmos (flechas),
ribosomas Crd. Barra = 1 um

dicticsomas €(d), esfercsomas Ces),
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de corganhelos y todo el citoplasma es ccupado por los cuerpes
proteicos rodeados de esferosomas (Fig. B.28 A y B).

Los cuerpos proteicos se eshcuentran llenos de proteina de
reserva y algunos muestran cavidades que corresponden a globoides
Cinclusiones de Acido fiticod C(Pernollet J-C, 1978; Vigil et al,
1885; Le Gal y Rey, 1988; Ercson M. et a1, 1980Q).

6.9.2. COMPARACION ENTRE LOS COTILEDONES DE EMBRIONES SOMATICOS Y
CIGOTICOS

Con el mismo chjetive que para el eje embrionaric, se realizé el
estudio comparativo en cortes transversales de cotiledones de
embriones somaticos Y cigéticos, en estados similares de
desarrollo. En las figuras 8.31 y B.32 se pueden observar los
cortes que muestran la morfologia general del cotileden, los
cotiledones de los embricnes cigoétices (Fig. 6.32) estan separados
y forman dos estructuras independientes, en la fotografia sélo se
muestra uno de ellos., mientras que para el caso de los embricnes
somaticos (Fig, 6.31), los cotiledones estan fusionados, por lo
que en la fotografia aparecen los dos al estar unidos y por el
tipo de corte transversal, la fotografia muestra una .erucLurA
que se asomeja a una dona., sin embargo, esto no se puede
genesralizar para todos los embriones scomiticos. En las figuras
6.33 y 8.34 se observan las diferentes regiocnes de estas mismas
estructuras empleande un aumento mayor. En estas folografias
se puede observar que es en ios cotiledones donde se presenta una
mayor diferencia entre los dos sistemas de embriogénesis. Las
células que forman los cotiledones de los embriones somitices
CFig. 8.33) son isodiametricas, altamente vacuoladas y contienen
granulos de un material muy electrodenso.

En las fotografias gque corresponden al embrion cigéticeo CFig.
8.34) se muestra una crganizacién celular muy diferente, en este
©aso se observa una epidermis momcestratificada cubierta por una
cuticula, de dos a tres estratos de células de parénquima sn

empal i zada seguidas de parénquima esponjoso. En el interior de las
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Figura &, 31 Figura 6, 32

Figura 8,31

<ot te transversal de cotfledsn de embrisn somatico a 34 dlas e
dasarrollo: Cotiledones fusionados, formados  por celulas de
parenguima muy vacuoladas 2v) conteniendo granulos de almidon Tad.

LAYl de teluidina)d Rarra = 2 um

Figura 6, 322
Jorte transversal de cotiledon de embrion cigético a los B,
dias de desarrollo: Cotiledones separados {en este caso solo se
muostra unod formados por: epidormis cep), parenquima en
empallzada .Ape} ¥ paréenquima esponjodo (pesl. CAZul de toluidinal.
Barra = 200 um



Figura 6, 33

Corte transversal de cotiledon de embrien somatico a los I35
4ias de desarrollo: Se cobservan en mayor detalle las gelulas de
parenquima. de diferentes tamafios. muy  vacuoladas L) ¥
contentendo granulos de almidon. (Azul de toluidinay

Barra = SO0 um
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células se puede observar gran cantidad de material de reserva
que las hace liucir muy obscuras.

Detalles ultraestructurales de las células que forman el
cotileddn de embricnes sexuales se pueden cbservar en las figuras
6.35 - 6.38, en todas ellas se pone en evidencia la existencia de
clerpos protelcos ccupando casi 1a totalidad del citoplasma. que
son  las vacuclas llenas de proteina de reserva altamente
empaquetada, lo que da la apariencia de granulos muy obscuros al
microscopic electronico, los nuclecs de estas células son
pequefios, ameboides irregulares y solo en algunos casos se pueden
distinguir nucleolos CFigs. 5.35 y 86,363

En la figura 6.36 A y B se pueden observar conjuntos de células
que podrian corresponder a células de procambium Claguna H.G.
1991, comunicacidén personald.

Un cuerpeo proteico con un mayor grade de amplificacidén se puede
observar en la figura 6.38 C lo que permite distigulr la doble
membrana que lo rodea asi come el alto grade de epaquetamiento de
material de reserva que se encuentra depositado en €1 y cue
corresponde a las proteinas de reserva 7S y 115 (Chrispeel M.J. ot
al, 1978; Craig y Goodehild, 1984; Krochke y Bewley, 1988; Gayler
K.R. gt al, 19683; lLending C.R.et al, 1G8G).

Ademas de los cuerpos proteicos que son muy evidentes en todas
las células que constituyen el cotileddn. se chservan esferosomas
distribuidos en alta cantidad en todo el citoplasma, dentro de
estos se encuentra almacenado otro tipo de material de reserva
como lipidos.

En las figuras 6.30 -~ 8.45 se encuentran las caracteristicas
ultraestructurales de las celulas que conforman el cotiledén del
embrion somidtico: en ellas se pueden distinguir grandes vacuolas
en las cuales el depdsito de material electrodenso, si bilen es
evidente que existe, es escaso (Fig. 6.40 A ¥y B , 6.41 A y B.42
A). Dentro de las células se encuentran los cuerpos proteicos,
figuras 6.41 B y 8.42 A y B, pero estos no son tan abundantes como
el caso de los embricnes cigdticos.
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Figura 6.3%

Datalles ultrassiructurales de células de collleddn de embridn
clgotico a los 80 dias de desarrollo: A Cuticula (e, las células
que forman la spidermis CE) son psquellas e isodiaméiricas, segulda
de la epidermis hacia @] interior se encueniran las células de
pars#nguima de mayor tamaflo C(P)., En ambos tipos de células los
cuerpos protelcos Cecp) y los esferosomas (es) son abundantes, B>
Células de parénquima en empalizada con abundantes cuerpos
proteiecos (cpl y esferoscmas (es). En todos los casos el nycleo es
pequefic y amsboide. Barra = § um
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Figura 6.36

Detalles ultraestructurales de las celulas de cotiledon de
embricn cigético a los 60 dias de desarrollo: Pared celular (pcd.,
niclec ameboide Cnd, cuerpos proteicos Ccpl), glcboides Cgd,
esferosomas (es), conjunto de células que podrian ser ceélulas del

procambium Crecuadrod. Barra = 5 um

132






Figura &.37
Ultraestructura de cotileddn de embridén cigotica a 680 dias de

desarrello a diferentes aumentos donde se muestran: Esferoscmas
Ces). cuerpos protercos Ccp) gque en algunos casos contienen

globoides <qg) Barra = 2um
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Figura 6.33

Diferentes acercamientos de los
cuerpos proteicos C(op) en donde
e pueds absevar 211 dobie
mombrana (C), y la gran canmuiqdaqg
de: esfercsotas que o rodesn, en
algunos casos se abservan
Flasmodesmos Cflechal aunque
estot pa fueron muy f{recuenles

Barra = 1 um



Figurs 8.3¢

Detaliog uitrasstructurales de células de cotiledén de embrién
somstico a los 3% dias de desarrollo: AY Vacuolas Cvd, plastos {pld
conteniendo hasta 8 granulos de almidén Cal, mitocondrias <md,
nyclec (n), nucleclo Cnuw., B) Vacuolas (Vv), nuclecs grandes (nd
con su doble meabrans y nuclecios elsctrodensos (nud), mitocondrias
Cmd, plastos Cpld con granulos de almidén Cad, esfercsomas poco
abundantes Ces), reticulo endoplastmica rugoso Crerd,

Barrs » 2 um
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Figura 6. 40
Ultraestructura de cotiledén de embridn somstico a 3% dias de

desarrollo: A) cuerpos proteices (ep) con cierto material

electrodense <(flechas) aunque en su mayor parte se encuentran
vacios, plastos conteniendo varies granules de almidén Cad,
mitocondrias (m).B) Esferosomas (es) mencs abundantes que en el
embrién cigético, plastes Cpld) con granulo de almidén <Cad,

saterial electredenso dentro de los cuerpes protelcos (flechas).
Barra = 2 um
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Figura 6.41

Detalles uliraestructurales de cotileddn de esbrién somitico a
lozs 3% dias de desarrollo: A Cuerpos proteicos (ep) conteniendo
material electrodenso (flechasd), mitocondrias C(md, esferosomas
Ces), reticule endoplasmico rugosc Crerd, B) Ndcleo grande (nd,
nucleclo Cnuw) electrodensc con grumos de cromatina densa
perinuclear adosada a la doble mebrana, cuerpe proteico Ccpd,
mitocondria €m), esfercsomas (es), plamedesmos (flechad.

Barra = 1 ium
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Figura B.42
Ultrasstructura de cotiledén de embridén sombtico a I3 dias de

desarrollis: A) Noclec grande mostrande su doble membrana Cnd,
material elecirodenso adosado a la mambrana del cuerpo proteico

CClacha), cusrpo protelice C(opd, mitocondria (a0, plasto (pld,

granulos de almidén Cad, ribosomas Cr) abundantes.
Bafra = 1 pm
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Figura 6.43

Detalles ultraestructurales de
cotileddn de embridn somitico a
3% dLlas de degarrollo: A) Dietio
sema (d)> ecn § cisternhas y vest-
culas secretoras, mtocondrias
“m>, plastos (pld =zon granulos
de almidén Cad), esfercsomas {es),
ribosemas (rd. B) Plastes Tpl2
coh granulos de almiadn fad. mi-
rocendrias (m}, esferocsomas {es),
riboscomas 4r) muy abundantes. €2
Pared celular {ped, riboescmas

Lrd abundantes lo gque hace un

z1toplasma  denso. mitocondrias
i{md), wsferosomas (esd). microtu-
pulos Cme ). Barra = 9.5 um
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Figura 0. 44
Cotileddén de embrién somético a lox 3B dias de desarrcllo: A>

Vacuola <Cv?>, mitocondrias Cm bundantes, esfer Ceosd,
reticulo endoplasmico rugeosco Crerd, ribosomas C(rd abundantes.
Pared celular Cpcd, plaste (pl), y ribosomas Crd). Barra = 0.2 im
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Filaura B8.45

Cortiledén de embridn somatico
a Ins %5 dias de desarrolio: A
Metiosoma (dD) con 4 cisternas v
vesiculas secretoras. reticulo
endoplasmico rugese (rer), ribo-

acsmas (rd. B) Peticule endoplas-

mico rugoss (rer), ribosemas (rl.

mierotubules Cmtd. C) Dictieso-
zomas 7d) cen 4 cisterhas., esfe-
rocofmas  Zes), ribosomas £rd,

membrana nucler, Barra = 0.5 um
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De la misma manera qQue para las células de embriones cigdticos
ademds de los cuerpos proteices, Se encuentran los esferosomas en
el citoplasma, sin embargo, @l numerc de estos es mucho menor que
en las células del embrion cigético,

Es posible también observar grandes nlicleos con su doble
membrana nuclear (Figs. 6,39 B, y 6.42 A, nucleclos electrodensos
C(Figs. 6.33 B y B6.41 B) c¢on granulos de cromatina densa
perinuclear adosada a la doble membrana.

Ctro tipo de organelos que se presento frecuentemente fueron
mitocondrias CFigs. 6.39 A y B, 6.40 A y B, 6.41 A y B, 6.42 B,
6.43 A, B y C, 8.44 A, plastos conteniendo granules de almidon
CFig. 6.30 Ay B, 6.43 A y B y 6.44 B, y plasmodesmos (Figs. 6.39
B y 6.41 B), aunque estos dos uliimos organelos no se presentaron
de manera tan abundante como ocurre en el eje embriocnario.

Un aspecto interesante es la gran cantidad de ribosomas y
poliribosomas que le dan una apariencia muy densa al citoplasma
CFlgs. B.4Z Ay B, .43 A, By C, B.44 A y B).

La fracuencia de ribosomas sugiere una sintesis activa de
proteina, la cual puede ser necesaria para un rapide crecimiento
celular CHakman et al. 19870,

Para el caso del eje embricnarioc y cotiledones de embricnes
somiticos de 42 dias de desarrollo, los resultades del estudio
microscépico se muestran en laws figuras 6. 48 - 8, 40,

En las figuras 6,48 y B8.48, que corresponden a sje smbrionario
y coliledén respectivamente, Se puede observar clerta destruccién
en las estructuras pues las células han tomado una forma muy
irregular, diferente a la Qque se observaba en los embricnes a los
35S dias de desarrollo. Las células del eje embriocnario (Figs. 8.48
y 6.47 practicamente pierden todo el citoplasma lo que sugiere una
degradacisén del material de reserva acumulado en un bajo nivel en
elapas tempranas, estc mismo se pude cbservar para el caso del
cotiledén CFigs. 6.48 y 8.48). Cabe mencionar gque los embriones
somadticos no entran en la fase de latencia, y que la germinaciodn

@S un proceso continuc después de alcanzar clerta madurez, =sin
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Figura 6. 48 .

Corte transverasl de eje embrichario del enbridn somitico a los
42 dias de desarrocollo: A) Zona externa con células de parénquima
con forma muy irregular, la vacuola ocupa casi la totalidad de la
célula {v) y en algunas de estas células se pueden observar nuclecs
grandes (n? con nhucleole y alguhos granulos de almidén Cad., B
Zona interna con célulax myy irregulares peroc con un citoplasma

mis densc que las ceélulas externas, son cdlulas pocco vacuoladas y
sin granulos de almiddn., CAzul de toluidinad. Barra = 50 um
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Figura B.47
Petalles ullraestructurales

de celulas de eje embrianario del
embridn somatico a los 42 Jdias de
desarrollo: AY Cuerpos protelcos

Cepl ., reticule endoplasmizo rug:
sa Lrar), ribosomas <rd. gz

Cuerpos protercos CCpd ¥y ribese-

mas Cr). Q) Dictiosomas C¢> con

S cisternas y vesiculas de secrg
cidn, cuerpes prolertcos  (epd v

ribosomas (r). Barra = .2 um




Figura 6. 48

Corte transversal de cotiledon del embrion somatico a los 42

.

di as de desarrollo: Celulas de parenquima altamenle vacuoladas de
forma itrregular pero en menor grado que el eje ambrionario, en
Algunas ceiulas se abssrvan nuclees grandes. LAZULl de tolurdinal,

Barra = B30 im
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Figura 6.49

Detalles wultraestructurales
de células de cotiledsn del
embrién somatico a 42 dias de de
sarrollo: A) Células muy irregula
res en donde se observan: Vacuo-
las Cv), nucleos grandes C(nd,
plastos (pl) ¥y mitocondrias Cmd.
B3 Mitocondrias Cmd y plastos
{pld. ) Mitocondria con su doble
membrana (m> y ribosomas (rd no
muy abundantes,

Barra = 0.1 um




embarge, aunh se pueden aobservar cuerpes proteicos, aunque estos
estlan en un meneor numere (Figs., 6.47 y §.49) ¥y otros organelos que
sugieren alta aclividad metabélica, como mitoconhdrias (Fig., 6,492
y ribosomas (6. 472,

En la literatura, existen algunas gontroversias con respecto a
la formacidn de los cuerpos proteicos en semtllas de leguminosas.
Mientra algunos autores sugieren que los cuerpos proteicos
descienden de wuna gran vacucia en donde son depositadas las
proteinas de reserva y posteriormente esta vacuola es transformada
a cuerpos proteicos por fragmentacidn, otros proponen que los
cuerpos protéicos se coriginan del reticulo endoplasmico rugoso e
involucran al aparato de Golgi en el transpcrtie de proteinas de
reserva. Craig el al. 1650; Adler y M"ntz. 1883; Lending el al.
1988; Ericson et al, 1988; Gayler et al, 1888).

Con nuestro estudio no podemos saber exactamente cual es el
origen de los cuerpos protelcos, sin embargo, la presancia de
el reticulec endoplasmico rugose (Fig. 545 B, 6.47 A ¥
dictiosomas, los cuales presentan vesiculas de secrecidn (Figs.
B.43 A, 5.45 A ¥y C, 8.47 C cerca de las vacuclas nos Suglere su
posible participacidn en la génesis de los cuerpos protéicos ast
coms on la sintesis y Ltransporte de las protelnas de reserva.

En resumen, la apariencia del citoplasma de las céiulas do 1los
embriones somaticos en lo qQue se refiere a: pared celular
plasmodesmos, presencia de numerosos polisomas, dictiosomas
asociados a vesizulas secretetorias, numerosas mitocoantrias y
plastidios, etc., reflejan un alto nivel de actividad metabdlica
CHakman gt al, 1987)., Mieniras que la presencia de gran canlidad

de material de reserva es tipica de un embridn latente.
Singh 1977, estudid la estructura fina de embriones cligélicos

latentes de Medicago sativa L y observd que, organeios tales como

dictiosomas y vesiculas secretorias, reticulo endoplasmico,
.
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microtubulos, polisomas, etc. estin ausentes o reducidos. Habiendo
presencia de plasmodesmos pero no se sabe si{ son funcionales dado
el estado deshidratado del embriodn. También reportd una pobre
representacisn de reticulo endopldsmico rugeso, que refleja la
inactividad en la sintesis protéica en los embriones latentes. Las
vacuolas tipicas de celulas vegetales hidratadas, tampoco fusron
observadas. Sin embargo l1os materiales de reserva se observarcn en
alta concentracion en la forma de cuerpos lipidicos y cuerpos
protéicos. El almiddn en embriones sexuales latentes de alfalfa
estid exclusivamente contenido dentro de amiloplastos distribuidos
en todo el embrién, pero con mayor concentracicn en la radicula
CHernandez P.V. 1889).
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CONCLUSIONES

De acuerde con los resuitados anteriormente expuestos se pueden

conclulr algunas diferencias y semejanzas entre los embriones

somiticos y cigodticos:

1. =

Existe cierto paralelismo entre el desarrolile de embriones
somaticos y clgoticos a nivel de su capacidad de germinacidn y

desarrollo morfolégico.

A nivel biquimico hay semejanzas en cuantc a la sintesis del

mismo tipo de material de reserva por ambos grupos.

No hay signos de latencia en los embricnes somAticos a

diferencia de los embriones cigdticos.

Existen diferencias importantes en cuanto al grado de
desarrolloc de los cotiledones y también a la cantidad de
material de reserva acumulada siendo muy pequeMo en embriones

somhticos y muy altoc en embriones cigdéticos

En los embriones somiticos la sinteslis de proteina de reserva
se detecta desde fases muy tLempranas en ¢! desarrolle pero su
degradacidn también es bastante rapida.

En los embriones cigéticos la sintesis de las proteinas de
reserva comienza en una fase mas tardia del desarrollo perc en

este ¢aso las proteinas son acumuladas.

Los cotiledones de los embriones somiticos muestran muy @=caso
desarrolle comparados con el eje embrionario.
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8.- En los embriones somaticos los cotiledenes no siempre se
encuentran separados a diferencia de los cotiledenss de los

embriones cigéticeos.,

8.~ En embriones somiticos las células de los cotiledones son muy
vacuol adas coen gran cantidad de organelos. lo que las hace ser

muy activas metabdlicamente.

10.-En  los embricnes somitices hay uha rmayor comunicacioén
intercelular dada por un mayor nymero de plasmodesmos que en
lcos embriones cigéticos.

11.-los estudios realizados demuestran gqJe las proteinas de
reserva 75 y 11S son especificas de tejido, es decir. no se
sintetizan en ningtn otro érgano de la planta.

12. -Los estudios realizados también sugieren que las proteinas de
reser va son también especificas del estado de desarrolle, es
decir, Se sintetizan durante la embriogénesi{s ¥y en ningun otro
moments durante el ciclo de vida de la planta, por lo tanto,
se pusden cohsiderar como buencos marcadores bioquimicos.
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APENDICE A

Embriogénesis somatica en alfalfa.
Medio Bs CGamberg et al. .,

186880 modificade por Villegas

Macronutrientes

NaHaPOs @ Ha0
MgSOs ® 7H20
KNO

Micronutrientes

Vitaminas

MnSOs ® H20
HsBO»

ZnS0« @ 7H2O
NaMoGe ® 2HzO
CuSOe

CoClz @ 6HzO
K1

KazEDTA
FaSO« ® 7H2O

Ac. Nicetinice
Tiami na—HCL
Piridoxina-HCL
Mio-inositol
Adenina

2,4-D

Kinetina

mg/lt
150
500

2528

10

0.25

0. 028

0.028

0.78

37.3

a27.8

i0

100

0.2
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Medio MS CMurashige, T. and Skoog. F. 1862)

Macronutrientes

MgSOs ® 7HaO
NHeNO2

KNCa

KH2PO«

Micronutrientes

Vitaminas

HsBO=

2nS0s ® 7H20

CuSOe ® BH2O'
KI

CoCla @ BH20

NaMoOs @ 2H20

MnSOe @ HiO

Naz2EDTA
FeSOe ® 7H20

Glicina
Ac, nicotinice
CBa) piridixine HGl

CB1) tiamina HCl
myo-inositol

mg-l

370
1650.0
1900,
170.0

s.2
8.5
0.025
0.88
0. 028
0.2%

18.9

37.3
27.8

2.0
e.8
0.5

1.0
100
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APENDICE B

Soluciones utilizadas para la extraccién y separacién de las
protetinas de reserva

AMORTI GUADOR

Fosfatos S50mM. . ........... Sodio dibasico S0mM, fosfato de sodio
moncbasico SOmM, PMSF 200um y EDTA 10mM

Fosfatos salino........... Amortiguador de fosfatos + NaCl 1M

Asetatos B0 mM. . ......... Acetato de sodic SOmM, + ac. acético
glacial SOmM, hasta pH 4.7T, PMSF 200um
EDTA 10pm y NaCl 1M.

APENDICE C

Soluciones para geles de poliacrilamida-SDS

Tris 1M.. ... . ......... ..12 gr. para 100ml de agua, ajustar pH 6.8
Tris 3M. ...+ vievtve .38 gr, para 100ml de agua, ajustar pH 8.8
Acrilamida:Bis.......... 30 gr. de acrilamida y 0.8 gr. de
bisacrilamida para 100 mi de agua.
Amortiguador de ........ 6.86 ml de Tris 1M pH 6.8, 1ml de azul' de
muestra 4X bromofenol 0.1%, 2 gr. de SDS y aforar a

2%ml con glicerol.

Adiclonar el pB-mercapto etanol antes de
cargar la miuestra C2pl /1001 de
amortiguador 4X)

Amortiguador de.........Tris-base 30.2 gr, glicina 144 gr, SUS al
corrida 10X 1%, pH B.4, para 1 litro.
Fijador y colorante..... Matanol 5C%. ac. acético glaclal 10% ,
azul de coomassie 0.25% y agua destilada.
Solucidn destefiidora....Metanol 40%, ac. acético glacial 10% y
agua S0%.
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APENDICE D

Solucicnes para inmunizacidn de conejos y la técnica de ELISA

PBS. . ... e e 2.7 mt de KCl 1M, 1.5 mL de KH2PCa 1M,
27.4 ml de NaCl SM. y 16.2 ml de NazHPOCs
Q.5M para llevar a un litro.

PBS-T...... tesisiiaeae.. . PBE + Tween 20 al 0.05%.

Sclucion bloqueadora....Glicina al 5% en PBS-T

BUSLPAlO. oo it i 12.5 ml de ABTS, 25 ml de CPB pHS y 12.5
pl de Hztz al 6%

APENDICE E

Soluciones para transferencia de proteinas a papel de

nitrocelulosa e inmunodeteccidn.

Regulador alterno......... Tris 48mM, Glicina 3IomM, SDS 1.3 mM,

Cpara transferenciad metancl al 20%, pH 0.2, .

ITBS SX. .. .. it Tris base 100mM, NaCl 2.5M y afustar el
pH a 7.8,

TIBS 1X. ...... it 0.5 ml de Tewen 20 por litro de TBS t1X

Solucisén de bloqueo....... BSA al 1% en TBS

Amortiguador de...........HB%A al 1% en TIBS

anticuerpo

Sustrato, ... ... ... 30 m3 de 4Cl-a naftol en 10 ml de

metanol frio, mezclar con S0 ml de TBS y
adicionar 150 w1l de HaOr al 6%,
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