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R E S U M E N 

La alfalfa es una pl.a.nt.a agrononu.c.a.ment.e .S.mportant.e. es una 

le-gumJ.nosa que. junt.o con ot.ras const.1t.uye una. fuente 1mport.ante 

de alimentación para el ganado y el hombre por su alto cont.enido 

prol.eJ.co* .ad•tna.s son plantas que por su simb1os:1s con baeler-t.as 

d•l g•nero Rf\iaobium fijan el nitrógeno en el suelo. 

En •st.a especie se ha logrado obtener embriogénesis somAt.U:a 

por WJed.10 d• cult.1vo de lej1dos ve-get.ale>s, lo cual t.iene una 

import.anl-• aplicac16n biot..cnolOgica como es la posibilidad 

de producir semillas arlific1al•s. 

Asi •l sis:l•rna. de alf'a..lf'a puede s•r us.ado como MO<:te-lo para 

otras leguminosas importantes. 

Para poder usar l.a. embr1ogén&sis tn \lttro como un modelo de 

•sludio •s: necesario que eXista cie~lo paralelismo a niv•l 

morf'o16gieo, fisiológico y bioqlJim.ico entre el desarrollo del 

embrión som.i.t.1co y del c1g6t..ico. Por lo qu• est• est.udio est..A 

•nfocado principalmenle a conocer es~e grado de poaralelismo ent.re 

los dos sisl•m.&s d• •mbriogénes1s. 

Para l.a reali-zaciOn de est.e es~udio s• trabajo con embriones 

som.A.ticos que rueron. obtenidos de peciolos de las plantas de 

alfalra d• la linea A 70.34. 

Los JM>ClOlos fueron coloeados eti.. un medio de induceion Cen 

presencia de reguladores), a los 18 di as fueron transferidos al 

medio de desarrollo (libre de regul.adores) hast..a el dia 42. 

complelando la rase de desarrollo. los •mbriones fueron rescatados 

a un medio b~s.al MS al 50%:. 

Para obtener e~briones ci90ticos.. s• marcaron flores en ant.esis 

en el campo de acult.1vo y posleriorl'l')f¡-nte se colectaron embriones 

inmaduros de 15. 30. 45 y 60 d1as post anles1s.. 

Se oxt.rajeron y pur_fiearon las proteinas de reserva 7S y 11S 

de l~ s•mi.lla para usarl•s corno anlig:enos p:..ra la obtenc16n d• 

anticuerpos po11clonales medi•nle lr•s diferentes esqu•~s de 



inmuni:aciOn, obteniendose un tolal de 13 lotes de anlisueros 

Los sueros fueron ca~acteri:ados por inmunodifusión doble. 

inmunoelec:t.rofores1s y ELISA con el ob;et.o de conocer que l.a.n 

especi!'"ico~ eran contra las prot.ein&s de reserva y poder asi 

ut.1lizarlos post~r1orment.e. 

Se obse!"'v6 que independientemente del esquema. seguido exisli6 

heterogeneidad en la respuesta de los &nlicuerpos hacia los 

diferentes ant1genos. 

Para hacer una comparación del grado de paralelismo que existe 

ent.re ambos sistemas se buscaron marcadores bioquimicos de la 

embriogenesis que fueran tejido y estado especificas y. se 

cons1der 6 a las protei nas de reserva co:no excelentes rna.rc.adores. 

Se p~opuso que si estas proteinas se encontraban en los embriones 

somAticos esto ind1caria cierto grado de paralelismo. 

Se hlcieron extracciones de proleina de reserva de los 

direrent.es t.ejidos que conrorman la planta: hoJa, peciolo. tallo. 

raiz y rlor asi como de embriones sexuales y se cuantirtcaron por 

el !nl6>lodo de Bradford. Se encontró que es la semilla el órgano 

que mayor cantidad de proteina acumula. 

Con los anticuerpos producidos y las proteinas extraidas de los 

diferentes leJidos se hlcieron pruebas de especificidad de tejido 

m&diante inmunodifusi6n doble, en donde se obs•rv6 que los 

anticuerpos no son capaces de reconocer a ningún d•terminant.e 

anligenico de las proteínas exlra1das de los diferenles tejidos y 

un1camenle reconocen a las prote1nas de semilla. 

Se separaron las proteinas de los direrenle-s tejidos asi como 

las de semilla me-dianle geles de poliacrilanúda. y se caracterizó 

su pa.lrón de bandeo. 

Conociendo estos patrones de bandeo, se corrieron geles para 

ser lransferidos a papel de nitrocelulosa y hacer una 

inmunodetece16n con los ant.icuerpos. 

Los resultados indicaron que el patrón de bandeo de las 

proleinas de semilla. es muy diferente al patrón presentad~ por los 

diferentes l&Jldos. Ademas el reconocimiento de los anticuerpos 

fue ~yor hacia las prote1nas de semilla, siendo muy bajo hacia 



las prolei~s de los diferentes tejidos. 

Los ernbrio.nes som.Aticos fueron alali=:ados por los mismos 

mét.odos de: inrnunodifusion doble. patrones de bandeo 

i.nmunodelecci6n en papel de nitrocelulosa. encontr3.ndose que el 

pat.ron de bandeo da los embricnes sotn.\t1cos es muy s1nular al de 

los •mbrlones c1g6licos y les ant.icuerpos obtenidos contra las 

prot.einas de reserva de semilla fueron capaces de reconocer las 

proleinas producidas por los er.hricnes som.iticos tanto por inmuno­

diCustOn doble como por inmunodetecci6n en papel de nitrocelulosa. 

Para apoyar los resultados anteriores se hlzo un estudin 

compar.at.lvo entre los embriones somáticos y cigoticos a nivel de 

nucroscopia óptica y elect.rOnica. 

Se seleccionaron embriones som.1t1cos de 35 dias de desarrollo y 

emt:irionas cigOt.icos de 60 di as post ant.es1s. El estudio 

comp.arat1vo se hizo a nivel de eje embrionario y cotiledón. 

La primera observac16n fué la relac16n cot1ledones-eJe 

embrionario, en los embriones somaticos los cotiledones se 

encuentran rusionados y son mucho más pequenos en relación al eje 

embr1onario. en los •mbriones sexuales los cot.iledones ocupan la 

mayor parte del embrion. 

De ma.nera general se observó que las células que conforman el 

embrión som.1.lico se encuent.ran muy vacuoladas. principalmente 

aquellas que conforman los cot.iledones, eXist.en abundant.es 

orga.nelos cit.opl~sm.icos como amiloplastos. nücleos con nucleolos 

grandes, polisomas y gran cant.idad de nu.t.ocondrias. 

En los embriones cigOt.icos praclic.menl• no habla organelos 

citoplasmicos y la mayor parte del citoplasma est~ ocupado por 

cuerpos proteicos conteniendo proteina de reserva empaquel&da. 



II "NTECEDENTES 

2.1. CULTIVO DE TEJIDOS VEGET"LES 

Desde sus inic1os. el horr.bre ha dependido bas1cament.e de los 

vegetales como fuente original de energia. Al aumentar rapidamente 

la. población. ha hecho necesil.r10 implant..ar t.écnicas de 

explot.ac16n. en particular agronórnicas. 

El cultivo de tejidos vegetales es una rama. de la ~iolee.nologia 

en la que Mexico y otros paises pueden obtener grandes beneficios 

A corlo y largo plazo CRcbert y Loyola, 1985). 

El empleo de esta técnica tiene amplia aplicación en varios 

as~t.os fundamentales como: 

- Mult.iplicación ve-getat.iva 

- Cult.ivos de rnerist.emos para la obt.enc16n de plantas libres dv 

virus. 

- Preservación del gerrnoplasma. 

- Fusión de protoplaslos, 

- Recuperación de plantas en peligro de ext.inción 

- Mejoramiento gen6lico. 

- Corno la obtenciOn de variedades lolerantes a la sequta o 

sa.l1n1dad. 

- Obtención de rnetabolitos secundarios los cuales van len1endo 

una mayor importancia en la industria. 

El cultivo de teJ1dos vege~ales es una Léc:nica que consiste en 

sembrar Ln vi tro en forma aséptica apices de ra1z y de Lallo. 

primordios de hojas y de flores, frutos inmaduros. Organos 

aislados, embriones maduros e inmaduros, seogmentos de tal lo y 

hojas. asi como ovarios. óvulos y anteras y polen. en medios 

nutrit.ivos adecuados y bajo condiciones ambientales controladas 

CSt.r-~. 1977). 



El funda.mento inicial d• esta técnica esta basada en ·1a 

lolipotencial.idad dA las células vegetales. Si se acepta que l.a. 

t.ot.ipot.enc1alidad lmpl1ca que cada un& de las células de un 

organismo mult1celular llene todas las lnstrucc1ones e lnforinacion 

genet.ica necesaria para desarrollar un organismo ::cmpleto 

t.ot.alment.e mult.icelular, baJo las condiciones nut.rit1vas y 

ambienta.les necesarias para que se exprese su genoma y que en 

muchas espe-eies vegetales las células de al9unos órganos:, 

mantienen su capacidad para dividirse cuando son separadas de la 

pl•nta y cultivadas in ultra. CSt.reet.. H.E. 1977) CThorpe, 1990; 

Evans, ~ ~ 1Q81; Flick, tl. & 1983 en Villegas G.T. 1988), 

ent.onc•s s•ria posible dirigir a dichas células a diferentes rutas 

rnorfogen~ticas mediante su desarrollo en m.d10 y cond1ciones 

adecuadas CKoma~~ne 1990 en Villegas G.T. 1986). 

La r9generación de plantas a través de la técnica de cultivo de 

tejidos vegetales se puede llevar a cabo por dos vias: 

a) Organogénes1s. 

b) Embr1ogénesis somatica. 

2.1.1. ORGAHOGENESIS 

La propagac16n de la planta a través da la organCJénesis es la 

rormación y desarrollo de una estructura unipolar Cmerislemo 

apical meristemo radicular) y rrecuenlemente muestra una 

cone-cción con los elemenl.os vasculares de la planta madre o el 

callo , para poder obtener la rorma.c16n de .la planta completa 

habriA que hacer una serle de manipulaciones para lograr la 

Corrnación del otro polo y obtener as1 la estrucura bipolar. 

S• pu•de deh,..,\r 
41.elo.m\enlo de 
poal•riorrnen\e 
pr•••,..,lo.ndo 

el co.tlo 

órgo.nee o 
ll•v~• 

de a.por\•""4:1.Q 

l•J1.do. E•ta. 
mor(ológ'-co•. 

&t•or90.n\za.do., q1.1• 
celulor 

loo 

le Ji.do obl•r.1.do pcr ,,..d\o del 
d1.(ere,..,C\o.do•, lo• c1.1CL1.•• 

prohfera.c\6,., 

do. º"'9•" 
conl\~O.. 

pu.d• pr•••"'lo.r d\f•renl•• 
apo.r\•ric\a. 

2 

celula.r, 

y 
do 



El proceso orga.nogénico r..qu1ere la -Corm.aciOn de brot.es o 

raices advent.1cias, ya sea. direct.a.m.nte del inoculo, Choja, 

peciolo. t.allo, ra.12, et.e.) o con int.ervenci.On de una fase de 

callo, los brotes deben enraizarse y poslerl.ormente aclimat.arse 

en l.nvern•dero. Este método requiere un tr.a.yor n~ro de 

rr.a.n1pulaciones, una ft\ayor cantidad de fuente de inoculo y se 

obt1ene una baja cant.l.dad de propagulos (Stylerr, 1985 •n Pef'ia. 

1900). 

2. 1. 2. EMBRIOGE:NE:SIS SOM>.TICA. 

La capacidad de las plantas para producir embriones no est.• 

rest..r1ngido al desarrcllo del hue-.--o fert..ili.zado. act..ualment.e 

est.os pueden ser 1nduc1dos por la t..é'enica de cult.1vo de tejidos 

vegetales por la via de embriogénesis somat.ica CDoods, 1984). 

L.a meJor definición para categorizar a. una est.ruct..ura vegeta.! 

como un embrión en compa.ración con otros desarrollos morfológicos 

es la bl.polaridad, es decir. el hecho de que en los estados ~as 

t.empranos de desarrollo presenta terminales opuestas como un 

merist.erno apical y un merist..emo radicular que más t.arde nos dar•n 

origen una plant.a completa. Ademas es~e sistema no esta 

conec~ado con la planta madre o el explante durante la inducc16n 

y desarrollo CSt.reet. H.E .• 1977). 

Se ha pos~ulado que los embriones en cultivo se forman a partir 

de una sola célula. generalmente sobre la superficie del callo, ya 

que ~ttgOn Dos Santos 1983. el callo friable d• origen a un grupo de 

embrioides verdes en la superficie. Estos grupos se originan de un 

nódulo compacto co~un del tejido calloso. consistiendo de ~ueftas 

células parenqul.matOsas con una capa externa de células 

rneristemJilticas competentes que dan origen a embriones. 

El que sean originados de una célula es una pr~unta que aUrl no 

tl.ene respuesta. Su identificación como 

basada !undarnentalmente en observaciones 

embriones 

morfológicas. 

asta 

decir. la secuencia de event.os durante su form.ac16n y desarrollo. 

Que emulan aquéllos descritos para embriones cigóticos los cuales 
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evolucionan del est.ado globular. cora::.on. t.orpedo y fina.lment.e 

•l •st.ado cotiledonar. 

L.a. formación del embrl.On advent1cl.O bipolar com.l.en:a como una 

or9anogénes1s con la desdiferenc1aciOn del tejido aislado o 

c•lulas pero prcc.~e subS9'CUent.ement.e en una rut.a diferent.e de 

desarrollo que los órganos monopolares Cstr-.t., 1Q77). 

Bajo condiciones experiment.ales apropiadas la forrn.a.c1on de 

embriones ln. vitro es Uf\ proceso cont.inuo donde ocurren varios 

est.ad1os embr-ionarios. Este ccncept.o se basa en el modelo casi 

id•nt..ico de la división celular durante la embriogénesis 

desarrollada en condiciones naturales y la embriogénesis in vítro. 

CReinert. 1054 en Street., 1Q77). 

En Hedlca.ao satlva ocurre una variac10n en el desarrollo de 

embriones de acuerdo con el modelo de desarrollo de embriones ln 

vivo. Se considera que en embriones cigOt.icos el suspensor es 

filiforme mi.entras que en los embriones somlt.icos es reducido y 

mult.icelular CD:::ts Santos, 1Q83). 

Maheshwari 1950, Mosand y Kapil 1056 citados por Bohdanomicz 

1087 propusieron que el suspensor m.ant.iene al embrión en una 

posición adecuada y lo empuja hacia el interior del saco 

embrionario donde puede estar en cont.act.o con el endospermo rico 

en nut.rient.es. Sin embargo. investigaciones en citoquirnica y 

ult.ra•st.ruct.ura del susP4'nsor han puesto at.enc16n a la probable 

función del suspensor en la absorción. sintesis y/o \..ranslac16n 

de nutrientes del tejido ma.t.erno al embrión. 

El papel del suspensor en el transport.e de met..aboli tos es 

apoyado por la presencia de nume-rosos plasmodesmos uniendo una 

célula con otra y con el embr10n. mientras que al mismo t.iempo los 

plasrnodesmos est.An ausentes de las paredes externas del embrión. 

t..a producción de embriones soUticos a part.ir de ciltlulas. 

t.ejidos u organos puede ocurrir directa o indirect..ament..e CD1xon. 

19BS): 



A:l DIBIU OGDIESIS DI ltECT A 

Un modo direc.t.o en la embriog•n•sis somAt.ica involuer.a la 

formación dP un embrión asexud a pa.rt.ir de una sol.a. c•lula o 

grupo d• c•lul.as en un.a. part.e del tejido d•l in6culo sin J..a. 

inlerv.nc1on de una. rase de callo. t..a embrtog•n.s1s dJrect.a h.a. 

sido reportada en algunos cultivos de anteras y prot.oplastos. Sin 

•inb.a.rgo. es rara •n comparación con el modo J.ndir.ct.o d• la 

embri~n*Sis CDixon. 1Q85). 

B> EJlllRlOGENESIS INDIRECTA 

El tftOd.o indJr~t.o de la embriog6nesis consiste en el 

es.t.ablec.tll'Uent.o de un in6culo •n el a.dio d• cultivo. subsecuente 

prolit"eraeion de callo e iniciación de pr-o-embriones Cusu.a.lment.e 

en medio conteniendo una al t.a concent.ra.eión de a.uxina) y 

t.ransf'erencia del callo a un RW'dio nutriente libre de 

regula.dores de crecim.i•nt.o para propiciar el desarrollo de los 

embrion.as. Cuando l.as condiciones son apropiadas estos embriones 

gertrJ.nan p&ra producir pla.nt.as. O.neralnwnt.e solo un pequefto 

porcentaje de las c•lulas de los inóculos contribuye a la 

f'orrnación del callo. Estas c•lulas son generalmente localiza~s 

en las capas suP*rf'1c1a.les que est.6n en cont.act.o f'tsico con el 

n.dio nut.ri•nt.e. El callo es heter~neo en naturaleza y puede 

estar compuesto por num.rosos t.1 pos de c•l ul as i ncl uy.ndo 

?!"O-embriones inicial es. 

l.a f'orrnación d• embriones som6t.icos s• puede lograr empleando un 

apropiado medio d• nutrientes. seleccionando un Jaedio de cult.1vo y 

el •xplant.e CDixon, 1918S). 

Tres' !'actores princip.ale-s pueden controlar la regener.ación in. 

vttro. estos son: tipos y concent.rac1ón de la auxina utilizada. la 

concentración de c1net.ina exOgena y el ni~l de nit.rógeno tot.al 

ast como L.a relación d• nit.r(')geno reducido •n el m9dio d• 

r.;•n•rac16n. 

U. f'uent.• d• n1trógeno JUet¡.a un pa~l muy import.a.nt.• en el 

c»s&rrollo de- los embriones. la cu.al t.i•n• que ser un.a awzcla de 



nitrato.y amonio. 

Ot.ro facto: que es muy important.e en la inducciOn de embriones 

es la auXlna empleada. as1 como la concent.raci6n ópt.im.a. y el 

liempo durante el cual se debe estar en contacto con ella. el eual 

parece tener influenc1a el la calidad de los embriones. 

Con respect.o a las condiciones de cult.ivo. un aspecto muy 

importante es •l de la presión osmótica del medio. el cual puede 

ser seguido mediante v.a.ri ación en el tipo y concent.ración de 

carbohidrat.os que sirven tanto de fuente de carbono como de 

.&gent.es osmóticos. Las condiciones de ilum.1n.aci6n y la longit.ud 

del fot.operiodo t.ambi•n t.ienen ef..e.to en la inducción y desarrollo 

del embrión; as1 como los efectos de pH. CVillegas. 1986). 

i!. i!. EICBRl OGENESl S SOMA TI CA EN ALFALFA COllO MODELO DE ESTUDIO 

Aunque las dos vias de propagación. tanto la or9anogenesis como 

la embriogénesis somática son ampliamente utilizadas de acuerdo a 

los fines que se persigan • la em.briogénesis somática es un mé-todo 

de propaga.ción i.:n uL tro que muchos i nvest.igadores consideran de 

mayor potencialld&d dado que es una v1a más directa y por lo 

tanto ~s r•pida lo que implir.a un importante ahorro de tiempo y 

recursos al obtenerse una estructura bipolar con un menor numero 

de manipulaciones que en el caso de la organogénes1s. 

Sin embargo, aunque la •mbriog•n•sis somatica representa ciertas 

vent..ajas con resp«tet.o a otras for~s do propagación, est.a se 

encuentra restringida a un pequef"lo número de especies. entonces 

nos preguntamos ~Porqué la etnbrog6nesis somática no es •xt.•nsiva a 

t.odas las espec1es?. Dar respuest.a a esta pregunt.a fu• la razón 

por la que se conr.ideró necesario tratar de desarrollar un modelo 

de ernbriogénesis Ln ultro que sea lo m.tis similar a la 

embriog•nesis cigótica., el cual nos permita llevar a cabo estudios 

a dif"arent.es niveles pero con la condición d• que todo lo que 

suceda en esl.e modelo sea un reflejo de lo que ocurre en la 

naturaleza y poder enco.-,,tra.r respuest.a a esta y otras 

interrogantes. 
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La n•t.urale%a a.rl.lfici.al. del cultiVCI de tejidos y =u 

d•pertdenc1a exógeh.a. de regul.adores de erecl.n<J.ent..o y nut.rient.•s 

hacen que se pu~~ to~r Yeht.aJa parA adquirir eonoclmi•nt.o d• los 

fact.ores. que r99ulan •l dr.;arrollo de lQs •mbriort•s a. partir de 

una célula y los m.canismos d• r.g•n~rac1ón d• una planta. 

Para 5)o0der- usar la embriog•"esis i.n vi tro corno un mi:::id•lo de 

•St.Udio •s n.-c.s:a.rio c:¡u• •x.i.sla un ci•rt.'-t paralelismo & niVttl 

morfológi.c:o. fis:1ológ1co y bioquimico •nt.r• el desarrollo del 

efftbrtón sotMilico y d•l •mbriQn ctgOt.ico; es decir. que l•s 

cualidades d• &mbos a. niv.l moleeula~. sean aqu1val•nles. 

Esla punto •S 1mport.ant.• si se consid•ra qu• los resulta.dos 

obt.enidos con los est.udios en cult.ivo deben permitir •dquirir- tJn 

conoe:1m.ient.o mas prorundo d• lo que ocurre en la naturaleza. donde 

es •n muchos casos muy dificil de t.~atar d• variar algunos 

~actor•~ y mantener constantes otros cuando s• ast.a trab~jando CQn 

la planta ln toto. 

La alfalf~ es una espe<:1e E!n la que s• ha logrado obt.•ner 

embrtogénesis somllt.ica por medio del cultivo de t.•jidos v.getal.-s 

lo cual. ti•n• una impor~ante aplieaei6n biote-enológiea corno es la 

producción d• semill,¡,s art.1fieiales~ y aunqt.1• es:ta no t.rata de 

compet.ir con la producción eonvencio~al. si constituye u~a 

alt.•rnat.1va pa.ra &UDMtnt.ar l• prod.uceión .a.gr1col•. t.eniendo wi.a.. 

producción contin~a sin dept1rnder de •~ ciclo ni d• las eondicion•s 

arnbient.al•s. 

El sist.•ma de Alfalfa pued• ser- usa.do eomo modelo P.ilr.a. la. 

invest.i9ac1ón en otras l..gum.l.nosas importantes corno es el ca!io 

d• frijol. ehtehAro. soya, lenl•jA, •te 

2. 3. IMPORTANCIA DE LA Al.l'ALF"A 

plant.•s 

forrajeras .. •s una de las plant.as m.6$ import.ant.•s de e!;t.e tipo. 

L.a. alfalfa es una l•guminosa. .agronórn.t.cament.• import.anl•~ d• 

pa.slura. super1or pAra much•s ela.ses de ganado d•bido a su a.11..o 

r•ndim.t.•~~o. c&li~ad d• rorraj• y ampliA adapLac10n al clima. y ~1 
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suelo. Es una. fuente se9ura y económica de protainas par.a el 

an1.rn.a..l en pastoreo. porque es 1ndepend1ente d~l n1lrOgeno del 

suelo ya. que presenta la. venta.Ja de tener asoc1ac1on s1r.,~16t.1ca 

con bacterias del genero Mlzcblwn.. que tiene la facultad de flJar 

el n:i.lróg•no at.mosfér1co y producir n1tr1ficaci6n de los suelos. 

Su proteina es de buena calidad y especiAlmente importante para el 

pastoreo de los no runua.ntes, como los porcinos, las aves de 

corral y los caballos. Adet:lás, es una fuente excelente de c3lcio, 

magnesio, fósf'oro y v1ta.m.ina.s A y O, y generalmente es de mayor 

consumo que las gramineas de igual digestibilidad CHanson, 1972a). 

L.a. alfalfa. ofrece ~yores posibilidades al productor de ganado 

que muchas de las le-gunúnosas de pastoreo, ya que al presentar una 

rorm:a. de crec1rnienlo erguido y una rapida. recuperaciOn se presta 

para. recogerla como heno y alimento verde, asi como t.amb1én para 

el pastortl'O. Est.a. fleX1bil1da.d es una caracter1stica Vil.liosa &n 

las zonas ganaderas donde en parte del al'\o se ut.ili%a alimento 

cosecha.do. Su resistencia. a la sequía también perm.it.e 

cr.cinuento est.acional ÑS uniforme que el de la mayoria de las 

leguminosas y gra.mJ.nea.s. 

~s semillas de las leguminosas despu&s de los cereal•s son la 

segunda fu•nt.e de alimento y forraje de los a.ni males. 

Nut.ricionalment.e ellos son dos o t.res veces más ricos en protainas 

que los granos de los cereales. Sin embargo, se le ha dado un mayor 

énfasis a los cereales por lo que su producción'estA por deba.Jo de 

est.os. Como el costo de las fuent.es de proteinas animales la.les 

como la carne, leche, huevo y pescado se va incrementando 

r•pidamente. las leguminosas ofrecen un canuno para la solución del 

problein,a para un amplio r.a.ngo de proteínas, en los paises en 

desarrollo (Auhors, ~ ~ 1985). 

Se produce anualnwnte mas da un millón de toneladas de harina 

de al!"al ra. Esta. pude obtenerse de hojas que cont.ienen 21. 2Y. de 

protelna; la harina de t..a.llos 11.~~ y la harina completa 18.9~. La 

mayor parle de la. harina de alfalfa, se usa en mezclas comerciales 

de alimen~os pecuarios CHughies, ~ ~ 1978).(Guia para la 
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asistencia t.éenica agr1cola S.A.R.H., I.N.I.A. 1985). 

R&eienlemente se ha ineretni9ntado mucho la preparación de la 

Mari.na de alfalf'a en pastillas. En muchos t..ipos de anlfl".ales. 

logra tamb1en un mayor aumento de peso vivo por dia. cuando se 

proporc1ona harina de alfalfa en pastillas (Hugh1es. H.D. !?!:... e!.. 
1978). 

2. 3.1. IMPORTAllCIA DE LA ALFALFA EN MEXICO 

La alfalfa constituye en la actualidad el forraje sobre el que 

se basa la producc16n de leche en el altiplano cent.ral y en •l 

norte del pais. 

En Guanajuato s• cultivan alrededor de 45 rnil hectáreas de esta 

leguminosa, cuya producción abastece la dem.a.nda del est.ado, sus 

excedentes se envia:i principal.mente a los estados de México, 

Qver•taro y Jalisco. 

La alfalfa se utiliza principalmente para la alitnent.ac16n del 

ganado bovino lechero y para la elaboración de aliment..os 

concentrados para aves y cerdos debido a su alta producción y a su 

excelente calidad forrajera, su demanda se ha incrementado en los 

altimc>s arios. 

Las variedades que han producido los mejores rendimientos son 

aqu6ll.as que durant..e la •poca de frie no son afect..adas en su 

desarrollo, tales corno la criolla o las que han sido formadas 

mediante la selec.ciOn a partir de su desarrollo. 

Para el centro de Guanajuat.o las variedades que han demost.rado 

mayor capacidad de rendimiento son: Puebla 76. Inia 76. Bajio 76. 

San Miguelilo. NK 81Q, Moapa. tú.t..ador y Astro. Para el sur no se 

encuentra informa.cion suficiente, pero se ha observado buen 

desarrollo de las variedades Moapa, Inia y TanhuaLo CGuia para la 

asilencia t.•cnica agricola S.A.R.H .• I.N.I.A. 1Q85). 

2. 3. 2. DESCRI PCl OH BOT AMI CA 

Es una planLa J:)4'renne con una raiz axonorhe)rfa. tallos herbaceos 

y •r•ct.os que alcanzan una alt.ura de 50 a 00 crD. y nacen de una 
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corona le~osa. Las hoJas son &lterna.s, compu•stas lriCloliad•S. 

con ~oliolos ovados. d•nliculados hacia el Apice. 

Las flores son P9qU•f'\as. agrupadas •n racimos axilares cortos 

de 1. 2 a a. 5 ctn .• norm.alment.• de fecond~c1ón cru::ada. de color 

a.=ul a vi.oleta.; el caliz es dent.ado. la corola simpet.ala con 9 

est.aft\bres. CFigura. 2.1) CGuia para la as1s~encl& t.•cnica agricola 

S.A.R.H., I.N.I.A., 1"8'5). 

El rr""uto •s una. vaina pubescente espiral o curvada. 

ind•hisc•nte y pos .. d• dos a cuatro. rar•tnenl• cinco. espiras de 

5 a 9 mm d• d161\"19tro. A m.dida que la vaina s• enrosca durant.e la 

maduración. las semillas adyacentes pueden v•rs• for%adas a 

Juntarse. Est.a acción interna da como resultado la caracterlst.ica 

de anguloctdad observada. L.,s semillas maduras ti•nen 

aproxim&dament• 2.5 tMt de largo, 1.5 de ancho y 1.1 de espesor, y 

son d• color amarillo brillanle o d• verde oliva a marrón, 

raranwnl• blanca.s o n~ras. La s•milla est.A compu•st.a por dos 

cotil9don•s. una r-adicula. un •pic6lilo •n el cu&.l est~n las 

prirr.ras hojas. •l endospermo. que es d• un cuarlo a un medio del 

volumen d•l embr-iOn, una c:ubierla: s•Jnin•l coloreada, c:on un hilo 

ublcado c•nlralment.e. CHanson. 1972 b), 

a. 3. 3, DISTRIBUCION 

Es una planta provenient• d•l C.rcano Or-iehl• y C•nt.ro de Asia. 

H•d(cCL60 •otiuc ! . li•n• dos centros de Qrig•n. El primero ru• •n 

el º-Cercano or.tenl• Cent.ral 0, zona. int.99r.ada. por A.si& *nor. 

Transcaucasia. Iran y la región monlafiosa d• Tvrkmenist.an. L& 

.spe-ci• H•dtca~o /atcata L. s• ext.i•nd• hacia •l nort.e. en Siberia. 

y la regi6n de Eurasia. 

L.a a.lt"alf"il se adapta not•bl•menl• bien & un amplie margen do 

ccnd1c1ones de clima. y de suelo. 

a. 4. EllBRIOGENESIS CIGOTICA 

Para podér CCft\Parar ~u• tan paral•lo es •1 sistema de 

embriog6n•sis somatica •n alfalr& con el de embriog•n•sis cigótica 
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LA Pl.AllTA lll &Lflll.M 1 (Al .... PLANTA lllOS~ 1.11 SISTlMA •AlllCUUll 

111:.-UOO Y - IWCIU.&S lO R&ICES SEllJNOAlllAS CM:CIENDO DE LA CO­
-A. (a)- DI f!AIACIOll llUPlaS DEL llE~.lCI r.ES EWoQlallll: \al 

P\.11111 - R TMIAll>,l al llAMA COI< Fll\JTO'I mi F<llltlA DE VAINAS, 

CU&Tlll -LUI Y UM HIMLLI> AUMENTADA DE T&Mallo. 

lMUl!!Oll C. M • ltTll 
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es nec:&sar10 primero. mencionar cozno se lleva a. cabo '1a. 

segunda. 

z.,,1, ESTAMBRE Y POLEN 

Las anteras de los estambres son los s1t1os donde se forma el 

polen. Huchas a.nt.er.as t.ienen cuat.ro lóbulos. El cent.ro da cada 

lObulo contiene una columna de células las cuales son el 

mi croesporoc:l t.o célula madre de la microspora con 2n 

cro.ttc'iscma.s. Est.as células madre estan rodeadas de un teJldo 

llama.do t.apet.um. el cual proporciona los nut.rirnenlos para las 

c•lulas madre y el desarrollo de las microsporas. 

Cada cflolula m.a.dre de la microspora. suf're me1osi s y produce 

cuat.ro microsporas ha.ploides. Seguido de la meiosts las cuatro 

nucrosporas de cada tet.rada generalmente se separ~n. Una elaborada 

pared se fer~ ent.onces alrededor de las núcrosporas • y el nUcleo 

de cada microspora se di vide en dos. Uno as el nt'.l::le>o Co tubo) 

v.getalivo, el cual funciona como el nücleo del grano de polen y 

t.ubo pollnico. El segundo núcleo 1199& a est.ar rodeado por una 

pequen.a cantidad de citoplasma, una membrana plas~tica y 

generalmente una delgada pared formando la célula generativa. La 

c•lula generat.1va se divide para formar dos espermas generalmente 

en el tubo polinice pero en algunas especies en el polen. El gr.a.no 

d• polen y el t.ubo polinico const.it.uyen el gamelofilo masculino 

completo en las angiosperma.s. Asi. el Q•melofilo masculino maduro 

consiste de un total de tres células: el t.ubo poltn1co y 2 

espermas CFigura 2.2). 

La. pared d•l grano de polen esta compuesta d& una pared 

externa, 11 e>d.na y una pared interna lisa. la int.1na. compuesta 

de celulosa. 

2.4.2. OVULO Y lllEGAGAJIETOFITO 

Dentro del ov .. r10. en l.a base del carpelo esl.an los ovules. 

El ovario es hueco y los óvulos eslan unidos al ov.ario por un 

corlo tallo lla ... do funtculo. 
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Cada óvulo consiste de una nucela rodeada por dos integumentos 

Cal ext.erno y •l interno) o solo uno. El canal hacia el Apice 

donde los int•gument.os no vienen Juntos es el micrópilo a través 

del cual el tubo pol inico crece en una rut.a hacia. el 

megagametofilo. El desarrollo del gametofit.o comienza con la 

dif"erenciación de un solo megasporocit.o u célula madre de la 

rnegaspora que tiene 2n cromosomas dentro de la nucela. Esta 

célula se alarga y sufre maiosis. De las cuatro megasporas (con n 

cromosomas). tres degeneran. La cuarta comienza a alargarse y 

suf're una serie de divisiones m.it.6t.icas. Las divisiones 

U'5:Ualmente resulta en ocho nucleos haploides que son organizados 

en siete células. 

Tres células conocidas como aparato ovocelular. son 

localiza.das en el extremo del gam.et.ofilo cerca del micrópilo: la 

célula. huevo y las dos sinérg1das. t.s slnérgidas juegan un papel 

importante en la entrada del tubo polinice en el megagamelof"it.o. 

En el otro extremo del megagamet.ofit.o Co saco embrionario, como 

comunment.e se le llama) est.An tres c•lulas llamadas las antipodas. 

Su función es a<m desconocida. (Figura 2.3). 

La célula huevo. dos sinergidas. y tres antipodas aportan e de 

los 8 nücleos presentes en el saco embrionario. Los dos restantes 

est•n en la c•lula central. Est.os dos nOcleos tienen un nombre 

especial: nUcleos polares. CJenssen and Salisbury. 108•). 

2. •· 3. POLINIZACION 

Para. que una angiosperma se reprodU%c:a sexu•lnwnte. el polen 

debe ser transferido de la antera ~l •sligma Caclo conocido como 

polinización). El polen puede entonces germinar y 91 tubo poltnico 

alean%& el saco embr1onario donde ocurre la rertilización. 

Polini::::acion. la t.ransferencia de polen, no es lo mismo que 

fertilización. la unión de nC:.:leos gam*ticos. 
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2. '· '· DOBLE FERTILIZACION 

El tubo polinico crece hacia el estilo. entra al ovario 

cr9C1endo a lo largo de la pared. cr.c1endo hacia el funiculo, y 

usualmente entra al óvulo a lraves del micrópilo. Este continua 

creciendo hacia la nuc•la y alcanza el saco embrionario. Aqui el 

ext.rerno del tubo polinice crece dentro de una de las dos 

sin•rgidas y descarga los dos esperma. y el nOcleo vegetativo. Uno 

de los dos espermas. o al menos el núcleo, entra a la c•lula 

huevo. LA c•lula huevo y el primer núcleo espermAlico se fusionan 

produciendo el cigoto, mientras que el segundo núel90 espermAlico 

se fusiona con .los dos nOCleos polares p.ara formar el núcleo 

prim.a.rio del endospermo. Esto es conocido como doble ferlilizac16n 

Cun fenómeno que ocurre solo en las an91osperm.a.s). El resultado de 

la doble fertilización es el cigoto diploide y el endospermo 

generalmente triploide. CFigura 2.4) CJenssen and Salisbury. 

1Q86'. 

2. '· 5. CIGOTO '{ EICBRION 

El cigoto siempre se divid• desigualmente. La ?9qUetl:a célula 

terminal forma la parle del embrión qua se continúa dividiendo y 

se desarrolla en el embrión maduro da la semilla. La c•lula grande 

~sal se di vi de un nr.nner o l 1 lf\i. tado de veces y da origen al 

suspensor Cuna estructura que aparentemente funciona en la 

conducción de materiales para el desarrollo del embrión). 

En el desarrollo temprano del embrión se form. primero una masa 

globular de células. El primer tejido diferenciado es al 

protodermo Cel cual llega a ser la epidermis del embrión). En el 

caso da las dicotiledóneas, dos centros da divi~ión hacen que se 

establezca el com.t enzo de los cotil&donas y se origina el 

ambrion en forma de cora:on. Divisiones continuas resultan en un 

embrión elongado Clorpedo) en muchas. paro no en todas las 

dicot1ladoneas. Ahora. las regiones apical y radicular son 

claramente definidas, y al comienzo da la d1ferenciac16n celul.a.r 

pueide ser visto. El embrión ni.a.duro t.iena dos cotiledones: un 

16 
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extremo apical que puede tener algunas hojas pttque~itas en muchas 

especies y un extremo radicular con una cubierta. Muchas semillas 

acumulan alimento en los cot.iledones para soportar el desarrollo 

del ernbrion despu~s de la germin,¡_ción. CJenssen y Salisbury, 

1984). 

2. '· 6. SINTESIS Y ACUM\ILACION DE MATERIAL OC RESERVA 

Durant.e el desarrollo de los cotiledones, lo que ocurre 

post.er1orment.e a la formación de protuberancias •n el embrión 

corazón, 9S un cambio •n el patrón de crecimiento. de división 

celular a elongación celular y es en este punto cuando la. sint.esis 

y la acumulación de m.a.t.erial de reserva se inicia en los 

cotiledones; es decir. el número final de células del embrión es 

alcan:ado muy pronto durante la ontogenia, y el subsecuente 

increment.o en la masa celular. es el resultado de la expansión y 

el concomitante depósito de almidón y prot.einas d• 

CF"igura 2.5) CHillerd 1Q73 en Vill99as, 1Q96). 

reserva 

2. 5. PARALEUSllO ENTRE LA EMBRIOGENESIS SOllATICA Y LA CIOOTICA 

Corno se describió, durante la embrtog•nesis sexual ocurren 

varios cambios rnorfol 6gi cos. t"isiológicos y bioquimicos 

import.antes que pueden ser tomados como patrón de referencia. para 

saber que tanto el sist.ema de embriog•nesis so~lica en alfal~a 

se acerca a la realidad y poder as1 considerarlo como modelo. 

En dat.os report.ados por Crounch and Sussex. 1Q81 o Crounch !Ü. 

!.!..· lliiJ8Z; St.uart ~ !..!.• 1Q85; Shoemalcer, 1Q87 y et.ros traba.Jos 

realizados en el laborat.orio CHernandez. lgeQ) se sabe que el 

patrón morfol6g1co de la embriog•n•sis so!t\6~1ca es muy paralelo al 

que se observa durante el desarrollo de la semilla, •s decir. 

pasan por los mismos estados de desarrollo: globular. corazón, 

torpedo y cotiledonar CFigura 2.6 ) 

Our.ant.v el desarrollo de la semilla. los cotiledones acumulan 

una ruent.e de nutrient.es, siendo gradualment.e digeridos como 

proceso de desarrollo. Sin embargo, en el sis~em.a. de embriones 
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sorrtalicos los nutrientes son lomados del medio y, por lo tanto no 

hay un equivalente dJ.recto con los cotiledones c19óticos. Es por 

esto que en el sistema de em.briog:énesis somática en alfalf'a se 

pueden observar algunas diferencias morfolog1cas durante el 

desarrollo de los cotiledones. En los embr1ones somat.1cos. los 

cotiledones son muy peque~os en comparación con los de los 

embriones cigOlicos. 

A nivel fisiolOg1co, también se ha encontrado cierto 

paralelismo en cuanto a su capac1dad para 9ernunar, es decir, 

los embriones sor:taticos son igualmente capaces de germinar como lo 

h...cen 1 os e?nbr i enes ci góti ces. Sin embargo, los ernbr i enes 

sornaticos tienen una desventaja con respecto a la semilla que es 

la falta de latencia por largos periodos de tiempo como lo hace la 

semilla. por lo que ha sido .imposible llevar a cabo su secado y 

encapsulación. Se sabe que una de las causas de esta falta de 

latencia esta en relación con la cantidad de mate~ial de reserva 

acumulado, pués aunque la acumulación de protelna de reserva de 

los embriones somaticos sigue el mismo patrón observado que en el 

s1st.em.a.. c196tico, los niveles finales de acumulación en los 

embriones sorMtit.icos es mucho menor. Esto puede ser explicado sobre 

las bases del tama~o da los cotiledones ya que los niveles finales 

d• prote1na. de reserva a.cumulada en la. sewlla ocurra en los 

cotiledones. 

De lo anterior se deduce que algo debe estar ocurriendo en los 

embriones sorNat.icos por lo que no logran Acumular un.a cant.id.ad 

adecuada de material de reserva. suriciente para entrar en 

latencia por largos ~rlodos da tiempo como lo hace la semilla. 

Por est.o Stua.rt '.!.l ~. 1985, han sugerido desarrollar un 

criterio mas bioqu1m.ico para poder conocer el grado de paralelismo 

que existe ent.re los dos sistemas. que ademas permita evaluar la 

calidad de los embriones. para poder pr9decir y cuant.ificar que 

trat.al'lliantos r •. ~Joran. la risiologia y calidad de los mismos y 

propone a las prot•inas de reserva como excelentes marcadores 

bioquiiru.cos de la embriogéonesis. Las prot.e1n.a.s de r•serva reunen 



ciertas caracler1slicas importantes. son •spe-c1r1cas de •tr.briones 

y su s1ntes1s repr•senta una expres1on ún1c~ en el tiempo de pocos 

genes en un solo punto durante •l desarrollo de la senulla Y 

dentro del c1clo de Vida de la planta. expres1on que esta regulada 

por la diferenc1ac16n y es altamente espec1r1ca de tejido. 

La expres10n y acumulacion de las protelnas de reserva son de 

1nteres para cuant1r1car el grado de sirnJ.litud entre los embriones 

somál1cos ln vltro ccn su contraparte en los e~hriones cigólicos 

d~arroll ados en formA natural y peder saber si los eJ:nbriones 

somat1cos y cigóticos son b1oc¡ui:m.icamente similares. 

2.6. PROTEINAS DE RESER.VA 

El estud10 de las proteínas de reserva t1ene un doble interes. 

Por un lado son un componente importante en la nutr1c16n tanto de 

humanos como de anim.ales, por otro lado. es un sistema atractivo 

para el estudio de expresión genica diCerancial CPernollet, 1QB5). 

1...a.s prot•1nas presenl&s en los embriones en desarrolo son d• 

dos tipos CDa.nielson. 1975 Villeg.a.s, 1988): Proteinas 

r:aetabó.licas que pueden ser en~i?Mlicas o estructurales. que estan 

relacionadas con las activ1daQes norma.les de la célula, incluyendo 

la s1nlesis del segundo tipo. las prot.einAs de res•rva, est.As 

proteinas junto con reservas de carbohidratos y lipidos son 

sintetizadas durante el desarrollo de la semilla. 

Las proteinas de reserva de sainilla pueden ser d•finidas corno 

"prote1na acumulada en cant1dades significativas •n •l desarrollo 

d• la semill.a. las cuales son rapldamente hidroli:adas para 

proporcionar una ruent.e de nitrógeno reducido par.a. los estados 

tempranos del crecimiento de la planta•• CHiggis. 1ga•). 

Por razones o¡:::.o~acion~les, las prot.einas de r•serv.a. de seTnJ.lla 

pued•n ser divididas en cuat.ro clases de acuerdo a su solubilidad: 

albuminas, globu:linas, prola.m.inas y gluteinas las cu.al•s son 

solubles en agua, soluciones salinas. solucion.s .a.lcóhol1cas y 

soluciones Acidas o al cal J. nas rasp&c:t.i vamente. Aunque hay 

excepcione-a. la mayorta de las proleinas de 1.-gum.ínosas y otras 



plantas dicot1ledone.a.s son las 9lobulinas y de las pl.a.ntas 

monocoliledOne.a.s son las prolar.unas y la.s glulein.a.s CHl.gg1s. 1984). 

L.a.s 9lobul1nas se dividen a su ve~ en dos fa.r:ul1as pr1nc1pales 

que son denor:un.a.das de ac~erdo a su coeI'icienle de sed1mentacion 

en 9ra.d1entes d• sacarosa: 7S <7-SSJ y llS C10-14S:>. Ambas clases 

de prot.einas son oligoO*rica.s. su estructura. cuaternaria. 

generalrr.nte esla b.a.sa.sda. en un trimero o e.ult.1plos de t.rii:.ros. 

En la. tabla. II.l se resur.Mtn la.s cara.ct.erist1cas espec1f1cas de las 

proleinas de reserva de alfalfa. 

TABLA II. t CARAcn:RisnCAS ESPECIFICAS DE LAS Plro!c:INAS OC RESERVA 

DE ALFALFA 

Prolelna 7S 

Prol•1na llS 

- Soilubl• en solución salina b&Ja. , pH 7 

- Compuesta de una. serie de ~ndas de 58 K Clrlplele), 

52 K, 3e K, y 32 K. 

- Pur1f'1cac10n: 

Filtración •n gel CA-0.SM:> o sedimenl.a.c10n. 

C...lllbio 1onico CDEAE. pH 5.5). 

- Soluble en' pH 7, NaCI. 1 a 10 mM DTT 

pH 3, soluc1on salina b.a.Ja 

pH g, soluc10n salina. b&Ja 

- Compueslo de una. s•r1e de bandas d• 47 K Clriplet.e), 

3g K, 22 K, y 20 K. 

- PurificaciOn: 

Lavados ext.ensi vos del botón seguido por una 

solubilización espe-clfica. 

Filtración en g•l (A-1.5 M. pH 3 o pH Q) o 

sedimentación 

CSt.uarl, O.A. ~ 11.• 1g85). 
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~.6.1. Gl..OBULINAS DEL TIPO 115 

El rango de peso molecular de estas proleinas va de 300-450 KD 

CHiggins, 1984¡ Villegas, 1gee~ Krochko J.E. and Bewley J.0.1988) 

y tienen un punto isoeleclr1co de 4.5 a 5. 

Est• compuesta de 12 subunidades CCalsimpoolas !!!:. A!_, 1Q67 en 

P•rnollel &nd tiik>ss•, 1Q83) correspondiendo a e diferentes tipos de 

cadenas polipept.idicas CCalsimpoolas !!.!,;. al..• 1071 en Pernollel, and 

li6::>s... 1Q83) con un peso molecular cerca de 22000 y 37000. Las 

subunidad.s par.cen est.ar libres de earbohidrat.os CKoshiyama y 

Fukushima, 1Q7e a). Por su anAlisis en la composición de 

amino•cidos, ha facilitado su división en dos grupos: tres 

subunidades •cidas y tres subunidades b•sicas. 

Badley ~ al.• 1Q85 demost.raron que las 12 subunidades son 

rea-mente empaquetadas en dos hexAgonos id•nt.icos colocados uno 

sobre et.ro d• t.al modo que cada subunidad 6cida est.a asociada a 3 

b•sicas y viceversa: dos ~n el mismo hexagono y el t.ercero •n •l 

et.ro. La est.ruct.ura involucra..da.. es aproxima.damenle similar a un 

cilindro achat.ado. P•rnoll•t. y Mosse. 1083 sugier•n que algunos 

puent.es disulfuro int.ercad•n& podr1an existir enlre algunas d• las 

subuni dades. 

En la figura 2.7 se ilustra un modelo general de la est.ruct.ura 

cuaternaria de legumin. L.a molKula de legumin es un polimero 

formado por la asociación de e monómeros. Cada monómero es una 

proleina bicat.enaria. Las dos cadenas CUna subunidad Acida y una 

basica) est.6n frecuentemente asociadas por uno o mas puentes 

disulruro. ellos pueden ser separados por un agent.e reductor y da 

origen a las subunidades Acidas y bAsicas. Est.as subunidades son 

product.o de familia de mult.igenes. 

2.6.2. GLOBULIMAS DEL TIPO 75 

El rango de peso molecular es de 150 a 200 KD CKrochko J.E. y 

Bewley J.C .• 1ge4) CHiggins. 1984) CVillegas, 1Q86), con punt.o 

isoeléclrico ent.re 5 y e. Est.6n menos definidos en cuanto a su 

const.it.ución, el modelo mAs aceptado es que son asoc.iacion.s no 
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equirrolares de polipept.idos de 70 KD. 50 KO y 25 KO. Los cuales 

muestran hetero~eneidad de carga y tama~o. siendo también 

codificadas por familias cie mult1genes. 

En relac1<m con su estructura cuaternaria. frecuentemente 

aparece corno horno o heterotrir.iero algunas veces capaces de 

asociarse en hexamero CPernollet. y Hose-e J. 1Q83). 

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

La semilla dif'iere de otros leJidos por su alto contenido d& 

material de reserva: almidón. lipidos y ciertas proleinas no 

enz1~ticas -las proteinas de reserva CEricson M.L. ~ !..!..• 1989). 

las cuales pueden ser def'inidas como proloina que se acumula en 

cantidades significat.ivas en el desarrollo de la semilla. son 

estables durante el desarrollo que separa la e~~riogenesis de la 

germinación y crecim.lento d& la planta para proporcionar una 

fuente de esqueletos de carbón y nitrógeno reducido; el nitrogeno 

principalmente en forma de proteinas; el earbon en form.~ de 

almidón y/o lipidos CO.rbyshire ~ ~. 1976; Higgis. 1984). 

Se ha encontrado que las proleinas de reserva est.•n ext.rictamente 

confinadas al periodo de maduración de la semilla CFisher. 1997). 

Estas son s1nlet.izadas durante el creoc.inu.ento del embrión en ur. 

periodo de una muy alta actividad bios1ntét.1ea y son 

subsecuentement.a transportadas de su sit.io de sinles1s a su sitio 

de almacen, los cuerpos prot.elcos C órganos rodeados por membrana 

de 0.0 a 12 µm de dia~etro) CEr1cson. !!1.. ~ 1999)t CLending !!.!:_el.• 
1989); CKim. 1988); CGreenwood y Chr1speels. 1985) y CChrlspeels. 

1984). 

El control de la expresión de los genes de las prot.e1nas de 

reserva durante el ciclo da vida de la planta &S de gran interés. 

Se ha encontrado qu• está ext.rictament.e confinado al periodo de 

maduracion de la semilla. Durante el rest.o de vida de la planta. 

los genes de las prot.einas de reserva parece que est.an reprimidos 

por un mecanismo ha.sta ahora desconocido. Generalmente se asume 

que. con la desecación de la S•milla irreversiblemente termina el 
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periodo de ~dura.cl.On y reor1ent.a. el programa. de desarrollo. 

después de un esta.do met..abol1camentA quiescente. hacia una 

expresión de aquellos genes. los cuales eslAn d1r1giendo la 

gertninac1on y el crecirruent.c de la plant.a CFisher ~ tl• 1987); 

CCro1ssant-Sych y Bopp. 1989). 

En muchas dicot..i.ledóneas como las leguminosas las principales 

proteina.~ de reserva son 1,1.s globulinas. t::st.as son sinteli:adas 

predonunanlemente en las =~lulas de par•nquirna de los cotiledones 

durante el desarrollo del embrión. 

En cont.r.ast.e con las dl.coliled6neas. muchos cereales t.ienen 

prole1nas de reserva llamadas prolamina.s. las cuales. son 

sint.et.i~adas en el endospermo. 

Evidenci.a.s bioqu1rnica.s recientes confirman que los polisom.as 

Cribosomas) unidos a la membrana del ret1culo endoplásmico es el 

si lio de sint.esis de las proleinas de reserva. aunque no hay 

evidencias experimentales firmes que comprueben que est..e es el 

sitio de formación de las proteinas de reserva a lo largo del 

lf:rSlado de desarrollo de los embriones durant.e el tiempo que la 

sint.esis y el depósit.o d• globulinas toma lugar. ya que los 

polisomas nunca se han observado unidos a la superficie exterior 

de la membrana de los cuerpos proteicos, igual quo como ocurre con 

los cuerpos proteicos durante el desarrollo del endospermo de 

mai::. 

Durante el desarrollo de las sem.lllas da leguminosas, en las 

células del col1led6n. las proteínas de reserva deben ser 

transportadas de su sitio de síntesis a los cuerpos proteicos 

CLending !!!._ !.!..• 1989); CAdler y Münt.z. 1983). 

En general los cuPrpos proteicos son peqU<ef'ios mas o menos 

es:t'érl.cos y rodeados µor uno. lh•itrr.!;;irana. Están compuestos de 

prote1na de reserva C70-80Y. de peso se-co). salas de Acido fitlCO 

(10~ del peso seco). en::imas hidrol1licas, cat.iones y ácidos 

r1bonuclé1cos. La. presencl.a de compuestos tales como carbohl.dratos. 

sales de •el.do oxA11co. y lipidos son menos 1nmporlantes y 

mas variabl.s CPernollet, 1979). 
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E.l origen d& les cu•rpos prole1cos durante m~cho tiempo ha sido 

objeto de cont.ro\•&rs1a. 

Se han propuesto dos diferentes m&canismos de forlt\ación de los 

cuerpos prot..&lcos, los cuales han sido apo)·ados por algunas 

evidencias experiment~les: 

i) L.os cuerpos proleicos descienden de unA gran vacuola la cual 

esta present.e •n las c•lulas del cotiledón en el desarrollo d9 

la serru.11.a d• 1.-gurnlnos•s en el comien:::o dol est3do de 

desarrollo del embrión. Las proteinas son depositadAS dentro de 

estas v~cuol as. Los dep6si. t.os prot.61 ces VAcuol ares i ncl oyen a 

las globulinas. Es~as vAcuolas parecen ser t.ransformadas a 

cuerpos proteicos por ~ragmentación lo cual ocurro pocQ después 

del ini~io de l• form.Aci6n de las proleinas de reserva CGayler 

!Ú. ~. 1989); CCra1g 1979, 1980 ci~ado por Adler, 1983). 

Los cuerpos proteicos se origin~n en el reliculo 

•ndopL•smico. Los polipi6ptidos de las pr-ot.e1na.s de reserva 

son descargados d• los polisomAs un1Cos a la membr.ana y 

segre<¡ados en •l l(Dnen d•l reliulo endoplasJnico rugoso CAdler y 

HUn~z. 1083); CEricson ~ ~. 1gsQ). donde estos son ensamblados 

en los cuerpos proteicos CCraig @s.!.!.. 1980); (Lending ~Al.· 

1988). 

Basados en .studíos d• 1nmonolocalizaci6n, las prolam1nas 

parec•n agr-egarse dent.ro d•l ret.iculo endopl asm.i co rugoso, 

m.ienlra.s que muchas d<> las globulinas p~recen agregarse en 

vaeuolas CLendin9, 1989). 

Para conc:ent.rar la prot.e.1na de reserva del ret.iculo 

endopl•srnico hacia la. vAcuola durante los t.empra.nos periodos de 

acumulac1on., las prol•inas stntet.i-:=adas por el ret.ieulo 

endoplasrru.co son pasadas a.l aparato de Golgi dol"lde llegan a ser 

concent.rad.a.s; las vesicula.s de Golgi son el vehlculo para el 

t.ransport..• hacia las v.;acuola.s e:<ist.ente-s. Asi esto mecanismo de 

t.ransport• involucra el flujo dtreclo de ve:icula.s de Golgi ~ l~ 

v~cuola CS.rg~•ld ~ ~. 1080). 



El proceso de eonc•nlrac1on en vacuolas es interrump1do cuando 

los e:r.br1ones lle-gan a un estado quiescente durante la desecación 

de la semilla. Este proc•so continl&a hasta antes de la germinación 

cuando las prolelna.s de reserva llé-9an a ser digeridas y la 

reducclón de los cuerpos prct.e1cos por coalescenci.a hasta formar 

finalmente una sola vacuola c•ntral. A.si los cuerpos proteicos 

pueden ser cons1derados como un esLado transitorio del desarrollo 

vacuola.r de las celulas de reserva. la~ cuales se desarrollan en 

células as1!'1'\ilatorias ordinarias después que su material de 

reserva ha sido consumido CBergfeld ~ !l!_. 1080). 

La acumulación de prot.einas de reserva en los cuerpos 

prole!eos, que ocurre durante el desarrollo de la semilla. es un 

aspecto inmport.ant.e para la vida de la plant.a. as1 como para el 

hotnbre. y debe ser considerado si. se desea producir embriones 

sot:\áticcs en!oc.adcs a la producción de se~~llas artificiales. 

Para que un elhbri6n som.Atico pus-da ser considerado siinilar a una 

selfti.lla y de la mism& calidad. •ste de0.r6 seoguir el mismo pa.lr6n 

de acumulación de proleinas dentro de los cuerpos proleicos y 

el mismo ni..,.l cozno se present.a en la semilla. lo cual t.ambién le 

permit.1ria entrar en latencia por largos periodos de tiempo. 

Se ha reportado que en los e::nbriones som.At.icos hay una slnlesis 

de .Stas prot.einas de re-serva pero sus niveles finales d• 

acumulación son mucho mas bajos qu• en la semilla; sin embargo. 

aUn no se conocen cuales son los fact.ores que impiden que se lleve 

a cabo la acumulación dentro de los cuerpos proteicos. 

z.a. RE:GULACIOH DEL METABOLISMO DE LAS PROTEINAS DE RESERVA EN LOS 

COTILEDONES 

Los eot.iledoncs de semillas de leguminosas son r.icos en 

prot.einas de reserva., las cuales son nwtlabolizada.s dura.nt.e el 

crec1m.ient.o de la pl.tnlula ya que este crecim.ienlo es acompa.f"íado 

por un incremento en la act.iV1dad proteolltica en los cotiledones 

debido a la apar1c16n de una proteasa con actividad •ndopeptidasa. 

Esludios ultra.estructurales sugieren que la prot.Olisis ocurre 



dent.r-o de los cuer-pos pr-ot.eicos dado que las membranas que los 

r-odean apar-ent.ement.e aparecen int.act.as durante el pr-oceso de 

digest.1on. 

Los cot.1ledones d• semillas de leguminosas cont.1enen gran 

cantidad de inhibidor-es de prot.easas las cuales disminuyen durante 

el temprano crec1mi•nt.o de la planta. Esto sugi•r• que el comienzo 

del metabol1s1DO de las prot.e1nas de reserva en las plantas es 

debido a la act.ivaciOn d• prot.easas en los cuerpos proteicos y que 

esta activación est.• causalrnenle relacionada con la dism.inuciOn en 

la actividad de los inhibidores de prot.easas. Sin emb11irgo 1 tal 

relación causal nunca ha sido establecida y no ha sido demostrada 

la prot.eólisis aut.oltlica en cuerpos proteicos aislados. 

En apoyo a un me-canis1r0 de control completamente diferente para 

el metabolismo de las prot.einas de reserva Chr1speels ~ ~· 1976 

delJ'QSt.ra.ron que la endopept.idasa responsable del rompimiento de 

las prot.einas de reserva es si nt.et..12ada ~ n.ovo y 11 ega a ser 

asociada con los cuerpos prot.eicos. 

La s:1nt.esis d• la enzima ocurre en los polisom.a.s unidos al 

rettculo endopli6smico y el lransport.e de la enzirna a los cuerpos 

proteicos es niediada por las cisternas del rettculo endoplasnuco 

CChrispeels. 1980/81). Esto fué sugerido por evidencias 

ultra.estructurales en donde se muestra que el rettculo 

endopl•sm.ico rugoso prolifera y puede dar orige-n a vestculas. las 

cuales se fusionan con los cuerpos proteicos previo a la dig•sli6n 

de las proteínas de reserva. 

Los cuerpos proteicos son generalment.e considerados parte del 

comp.artirnento litico de la célula vegetal y estas vesiculas pueden 

representar lisosoma.s primarios los cuales transportan lAs enzim.s 

de su slt10 de s1ntesis a su sitio de acción; es deocir. del 

rettculo endopl•srrU.co a los cuerpos proteicos. CChrispeels ru:_ !!..• 
19715); CChr1speels. 1960/81); CGayler !!1. tl• 1989). 
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z.g. CARACTERIZACION ELECTROF'ORETICA DE PROTEINAS MEDIANTE GELES 

DE POLI AOU LAMIDA 

Para poder &nali:zar con ciert.a a.prox.1rna.ción los diferenl•s 

poli~pt.idoso que est.an relacionados con una fa?tUlia de rnult.igenes 

la t.knica d• •lect.rofor•sis en geles de polia.crilamida resulta 

ser una herr&Jnient.a muy ut.11. 

L.a eleclrofores1s es •l movimiento de part.1culas ca.r-ga.da.s, en 

una soluci~n bajo la influencia d• un campo el~t.rico. 

U migración de particulas cargadas en una solución por la 

.acción de un campo ele.et.rico puede estudiarse en medios libres o 

en soluciones amort.iguadoras empleando diV9rsos soport.es como el 

papel filtro. agar, acetat.o de celulosa. gel de alm.idon. gel de 

poliacrilam.ida. et.e. 

El gel d• poliacrilamid& CSDS-PAGEJ es uno de los mejores 

~lodos para la separación d• prot.einas. Su caraclertst.ica 

principal reside fundarnent.alment.e en su gran pod•r de resolución 

por sus efectos de latni: molecular y ade~s por ser un gel inerle. 

esl&ble. firme. d• gran lransparencia y sul"ft&Jnent.e manuable. 

Permil• a lraWs de etapas adicionales la definición de 

especificidad de anticuerpos. 

L...a. poliacrilamida es una polimerización producto de una unión 

cruzada de acrilaal.i.da y N.N"-met.ileno bisacrilamida. CBis). La 

polimeri:zaci6n r.; iniciada por el sistema c.at.ali::ador-r9dox t.al 

como el persulfat.o de amonio-N.N.Nº.N'-t.etramet.ileno dramina. 

CTEMEO) o riboflavina TEME'D. L...a. ventaja esta en que al cambiar la 

la concent..ración de la mezcla de acrila.mid• y bisacrilamida. se 

modifica la estructura molecular del gel aumentando o disminuyendo 

su poro de filtración. 

Cuando las prot.einas son hervidas en presencia de SOS y agent.es 

r&duct.ores como ~-mercapt.o son desnat..uralizadas. La union con el 

SOS proporciona una carga negativa uniform. que les permite 

migrar a través de la ~t.riz de poliacrilam.ida. su movilidad es 

inversam.nt.e proporcional al logaritmo de su peso molecular. Al 

final d• la corrida las mol~ul&s pequen.as han corrido mas rapido 
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a lo largo de la lrayeclor1a en el gel. las molt-culas mas grandes 

han corrido ·menos y cada consli tuyente después de t.el'U r las 

prot.e1nas pued• ser comparado con marcadores de peso molecular qu~ 

corren en una tray&etorl.a de referencia y tamano molecular o:D) 

asignado. P&ra tener una Jnaxima resolución de bandas en el gel de 

corrida. la nw:cla de proteinas son aplicadas a bandas mas 

estr9'Chas del gel concentrador Cusando un peine para preparar las 

trayectorias). El gel concenlrador con menos acrila.rnid.l. y mi.nl.~ 

propiedad de t.amiz. for~do con un sistema de a.mor tl.guador 

discont.inuo de cloruro y glici.na a pH 15. 8 for~ una frontera 

acumulando las proleinas contenidas en una estrecha zona antes de 

entrar en el gel de resolución. 

2.10. EL USO DE ANTICUERPOS 

Estudios preliminares nos han indicado que durante la 

embriogénes1.s sodt.ica se involucran mecanismos bioquimicos 

similares a los que se dan en los err.briones sexuales como es la 

acumulación de prot.einas de reserva. Sin embargo, una forma de 

as99urarnos que se t.rata del mismc:> t.ipo de proleinas es mediante 

la obtención de anticuerpos contra esas prote1n:~s de semilla y si 

los anticuerpos reaccionan contra las prot.einas producidas por los 

embriones som.aticos significa entonces que son del mismo t1.po. 

Esta t.écnica nos permite. ademAs, conocer los niveles da 

acumulación da estas proteinas. 

La producción de anticuerpos plantea un método general para la 

detección de m.acromoléculas en t.ejidos y células vegetales. Esla 

ttk.nica representa una considerable ventaja en especificidad sobre 

métodos citoquim.i.cos convencionales (para localizar e identificar 

antigenos en tejidos vegetales), la cual es direct.a conlra grupos 

químicos part.iculares y clases de moléculas y son v1suall.::adas 

después de la reacción con tinclones especificas las cuales se 

unen a estos grupos. 

Actualmente las téCn1.cas inmunológicas t.1enen un gran 

l.ncremento en el nClmero de aplicaciones en el est.udio de sistemas 
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vegelales. La inmunoci t.oquimica v.get.al -st.A bien establecida a 

ru.vel de microscopia de luz y extst.a la tendencia a hacer eslud1os 

explorat.or1os a nivel de ult.raest.ruct.ura. Al m.1Smo liernpo los 

estudios inmunoc1t.oquim.icos en plantas puede dar únlca inf'ormaci6n 

acerca de: 

1.- Locali:aci6n de células esp&eif'icas o conlenidos celulares de 

determinadas rna.erornolé-culas. 

2.- Celecci6n de cambios en la distribución celular de las 

maeromoléculas durante el desarrollo. 

3. - Ident.ificación de los sitios subcelulares de determinadas 

rna.cromoléc:ulas con una resolución especial 

microscopia de luz. 

4.- Ident.ificac16n a nivel de ult.raestructura 

nivel de 

de organelos 

particulares $1nt.et.izadores de diferentes m.a.crornoltkul~s o en 

los cuales est.as puedan estar secuast.radas en la célula 

CKnox. 1092.). 

2.10.1. AHTIGENO 

Es definido como una subst.ancia ex6gena capaz de inducir una 

respuest.a inmunoespectfica en cualquier tipo de vertebrado 

inmunocompet.ent.e. Los ant.ig:enos en general no t.ienen un.a 

caract.er1.st.1ca una composición quirnica especifica qua los 

distingan d~ substancias analoga~ que no sean ant.igénicas; por lo 

tanto, la definición de un ant.igeno es enler.arnente operacional y 

depende de si la substancia. en cuestión estimula una respuesta 

inmune <Benacerrat y Una~ue. 1Q7Q). 

Cualquier molécula puede constituir un antigeno siempre y 

cuando tenga zonas contra las cuales vayan dirigidas las 

respuestas inmunes y con las cuales se una a los anticuerpos, a 

estas ~onas se les denomina determinantes antig•nicos ccunningham. 

1978). 

Algunos f'actores. import.ant.es que participan en la 

inmunogenicidad de los ant.1genos son~ la composición del ant.igeno. 

la via de admJ.nislraci6n. la dosis del ant.igeno, lo ext.raf"lo del 

33 



ant..lgeno para el recept.or, edad y sexo del r•cept.or. el t.arnaf"ío. y 

melabolisrno del ant.lgeno. el uso de adyuvantes y el estado f1sico 

del receptor COl"'tiz. 1987). 

La via de administración y la dosis del ant.igeno det.erminan su 

inmunogenicidad; as decir. el mecanismo por el cual el ant.igeno es 

procesado. influye en la respuesta inmune. 

2. 1O.1.1. USO DE ADYUVANTES 

El uso de sust.ancias capaces de potenciar la respuesta 

inmun.1.t.aria (adyuvantes). modifica la inmunogenicidad de un 

ant.lgeno. 

S. han descrito varias subst.ancias que aument.an la 

inmunogenicidad de los ant.igenos, como las emulsiones oleosas y el 

hidróxido de aluminio. Estas subst.ancias, llamadas adyuvantes, no 

sólo aument.an la 1nmunogen1cidad de sustancias que ya poseen la 

capacidad de inducir la r•spues~a inmune cuando se administran en 

un individuo, sino que t..arnbién confieren. esta caract.erist.ica a 

sust.ancias que no la pos .. n; as1 mismo, pueden modi(icar el tipo 

de respu•st.a inmune hacia el inmunógeno COrt.1: 1987), 

Adyuvant•s corno el incompleto y el complet.o de Freund han sido 

estudiados con diversos ant.lgenos. 

A> ADYUVANTE COMPLETO DE FREUND 

~ -· Esta consi st.e de una mazcl a de Olcei t.e mineral • y una suspensión 

de H(cobactertwn. butyrlcum. o H(cobacterLwn. tubercuLos(s destruidas 

por calor. El inmunógeno en solución es emulsificado con estos 

component.es para producir una microgotoil inmun6geno/agua dent.ro de 

la fase de aceite. El adyuvant.e complet.o de Freund incrementa y 

prolonga la respuesta del anticuerpo. La emulsión es estable y 

cuando se inyecta forma un depósito de inmunógeno que 

lentamente disponible. Ot.ro principal atr1but.o esta relacionado 

con la actividad de la rnicobact.eria. algunos de cuyos productos 

actúan como poderosos estimulantes. para las células del sistema 

inmune •n los nódulos linf.l:ticos locales y en el granuloma que 
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se rorrr.a alrededor del depósito, H. t~rc~Losls es la rüs potente 

de las dos especies de micobacter1as 1--sadas. Muchos anti cuerpos 

son stnt.etizac!os en el granuloma y su activid.a.d continüa ta..nt.o 

como persista el inmunogeno, el cual pue-de estar por muchos anos. 

Por la rormac1on del granuloma y la lendenc1.l. del adyuvante 

complelo de Freund para producir anticuerpos hacia tejidos 

aut.01 nmunogéni cos este no puede ser usa.do en el hombre. Este 

adyuvante es. s.in embargo, con mucho el ~s er.ct.ivo y mas 

ampl1amente usado para la producción rutinaria d• suero en 

animales, contra antlgenos solubles y antigenos de c6lulas 

emulsif'icadas. 

B> M>VUVANTE INCOMPLETO DE F"REUHD 

La rase liquida de 1n~un6geno puede ser emuls1(1cada con aceite 

sin micobat.er1a p.a.ra proporcion.a.r un depósito de ~Xirna. 

inrnunizactón, Este también d.a. un largo ll.err.po d• respuesta de 

produccl.On de anticuerpos ya qu• hay una toma. gradual de imunógeno 

del sitio de inyección. Sin embargo. l.l. respuesta del adyuvante 

incompleto de Freund es menos segura y de orden mas bajo, esto 

puede ser debido a que el ractor que activa. el granulom.a no se 

desarrolla y pers1st.e en el depósito d• ad;yuvant.e incompleto de 

Freund. Puede haber di fer•nci as en 1 a respuest..l. de i sotipo del 

anticuerpo usando •xclusivarn.nt.e Adyuvante corri.pleto de Freund. 

2.10.2. ANTICUERPO 

Es una prote1na producida como resultado de la Jntroduccl.On de 

alg<m .lgente ext..rafio y que t.1ene la capacidAd de combinarse 

espeeificamente con el antlgeno que esti~uló su producción. 

Colee ti vament.e, las prote1nas con act.i Vi dad de anticuerpo son 

referidas como 1nmunoglobulinas. 

Todas las moléculas de l.nmunoglobulin.as tienen una estructura 

comUn consistiendo de cuatro cadenas pollpép~id1cas, des grandes y 

dos peque~as. LA cadena pol1peptld1ca grande es llamada pesada o 

cadena H: la m.6s peque~a es llar:u..da ligera o cadena L. 



~s cadenas ligeras que eons~1tuyen 14 ln.munoglcbulina son d~ 
dos t 1 pos; J.:.a.ppa C K) y Lambda. C \). En una. l nmunogl obul 1 na. las dos 

son K e las dos son ~: no ex:.sten lnmunoglobcl1nas h1br1das. En la 

actu,¡.l 1 d.a.d se conocen c1 neo e! ases de cadena pesada y. Por 1 o 

t..a.nt.o. c1nco clases d• 1nmt.moglobul1nas. Las e.a.den.as pesadas se 

denomnan: µ. >'• o. 6. e y las 1nmunoglobulinas: IgM. IgG, IgA. 

IgD • IgE resptil'Ct1v.a.rN!nt•. C.a.da un.a. de ellas contiene dos cadenas 

pesad.a.s 19uales, nunca hibrid.a.s. Dentro de algun.a.s d• estas 

clases. eX1sl•n subclases que son determinadas con base en 

dl.ferenc1as serolOgl.c&s o r1sl.cociuimicas en las regiones 

const.antes de l .as cadenas ¡:.sadas. C Ben.1.eerr.ar y Un.a.nue. 1979; 

Or-t!z. 1087). 

La mol•cul.a se s•para •n~1~t1camente en dos rragmentos. F.a.b y 

re. Uno de estos rragm.n.tos mantiene l.1. cap.a.cid.ad para unirse al 

.a.nt1geno de .a.qui que ruera llamado Fab Cab = ant1gen btnding). Las 

dos un1dades Fab se encuentra unidas entre si por enlaces 

disulruro entre las cadenas pesadas. Asi mismo. cada unidad Fab se 

encuentra unida por enlaces disulfuro entre la cadena p.tsada y la 

lJ.gera y t.ambi•n por enl.aces no covalent.es. El et.ro rragment.o no 

se combina con el ant1geno pero Cué cristalizabl• por lo tanto cu• 

llama.do rrag~nto Fe Ce D cr1stal1~able).(Figura 2.9). 

L.a. capa.el dad de una mol .t-eul a de ant.1 cuerpo par a cornbi nar se 

con un solo det.erminant.e ant.1g•n1co r•s1de en la rracc16n Fab de 

la molécula, mientras que c1ert.as propiedades biológicas que 

determ.i.rian 1.1. posterior d1spo51c16n del anligeno reside en la 

porción Fe CBen.a.cerraC y L~anue, 1979), 

Cada una de las cadenas polipe-pt.1d1cas contien• una re.g16n amino 

terminal CN-t.errninal), conocida como region variable o v. y una 

reglón carboxiloterm.inal CC-termJ.nal). llamada región constante o 

c. La reg1on V es la que esta lmpl1cada en la comb1nac1ón con el 

~nti;eno a tra~s de unos cuantcs am.1no~c1dos de las cadenas H y L 

<Región h!pervariable); ~slas se encuentran espec!alma~te cercanas 

en'!.re }..1 deb1do a la conCorma.c16n de la 1n.munoglobultna 

CC.-ti:,1987), (figuras 2.8 y 2.9). 
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2.10.2.1. DIFERENTES TIPOS DE ANTICUERPOS 

En la explorac16n de las propiedades de un1ones espec1f1cas de 

un anticuerpo se puede el991r entre dos for~~s muy diferentes de 

.a.nt1euerpos. hay ant.!cuerpcs policlonales eonvenc1ona.les y 

ant1cuerpos monoclonales. Estos son preparados en una ruta 

diferente para satisfacer diferentes d•~ndas. 

Al ANTICUERPO llOHOCLOHAL 

Estos son derivados d• sola c6lula inmortalizada. 

produciendo anticuerpos por fusion de un linfosito B con una linea 

de c•lulas tumorales para formar clones ••hibridomas». El 

anticuerpo secreta.do es homog•neo en espec1f1cidad, afinidad e 

isotipo y cada producto monoclonal es es~ifieo a un solo 

determinante anti96nico del inmunógeno Cmonoespecif1co). Cada 

anticuerpo monoclonal puede ser preparado en cantidades 

teóricamente il1m.it..adas para pruebas eslandar universales. La 

aplicac10n de eslos anti.cuerpos se ha ext.end1do rap1damente. En 

las •reas de inmunologla y microbiologia la contribuci6n de los 

monoclonales con.o prueba es muy s19n1f1caliva. Su principal valor 

se apoya en su capac1dad para selecc1onar un Unico determinante d• 

un anllg•no. Los ant..icuerpos monoclonales 1ndudablement..e pueden 

salvar los problemas de la sensibilid&d y es~ific1dad qu• 

acompan:a el uso de policlonales. La principal desventa.Ja d• los 

anticuerpos monoclonales es que, debido a su rnonoesp.cificidad. 

ellos carecen, o lienen pobres propiedades d• precipitación (Calty 

D. , 1gga>. 

B> ANTICUERPO POLICLOHAL 

Es un suero convencional producto de una 1nmun1:aci6n an1mal. 

usualmente conejo, cabra o chivo. Este contiene muchos diferentes 

anticcerpos: especificos h.acia varios epllop•s del complejo 

estructur~l inmunogeno. La pr1nc1pal ventaja de este suero 

policlonal es su capacidad p.¡,ra formar un gran complejo 



inmunosoluble con el Ant.igeno. o para. una. r•pida aglutinación de 

c&lulas, por ·lo tant.o, las reacciones puedan ser vistas y medidas 

visualmente o determinadas folomét.ricamenle. Esle suero tiene 

ciertas lilnlt.aciones para su e~-plolación en inmunoensayos. siendo 

una de las principales su het.eroganeidad en especificidad cuando 

reacciona con anligenos pequenos y su variabilidad entre animales. 

El ant1suero es el product.o da muchos clones celulares y es en 

consecuanc1a, heterogéneo en muchos niveles: en las clases y 

subcla.ses Cisolipos) d• los anticuerpos producidos. en su 

esp&c:ificid.&d, en el t.it.ulo y en el grado de afinidad. En un 

a.nt.isuero puede haber muchos ant.icuerpos para muchos a.nt.igenos 

Cmulti.specificos o poliespecificos). o para unos pocos antigenos 

Coligoesp.c1f!cos) o para un solo antigeno Cuni•s~ifico). En 

suma. la respuesta a. epilopes ind1v1duales puden ser clonalmente 

diversos. y ant.icuerpos de diferente afinidad pueden compelir por 

el mismo epilope CC&tly, D. 1988). 

El ant.isuero policlonal a pesar de sus aparentes desvent.ajas es 

esencial para estudios preliminares y de sondeo FY.=>r su facilidad 

de producción en cortos t.iempos. la rllpida disponibilidad del 

método y su capacidad para for"'r un gran complejo 1nmunosolubl• 

con el ant.igeno. Ellos también tienen usualmente alta afinidad por 

el anligeno y la producción comercial de anti-ant.icuerpos que son 

aprovechables para 1nmunocitoquimica CKnox R.B .• 1082). 

2.10.3. REACCIONES AllTIGENO-AHTICUERPO 

La forma Y bllsica de una molkula de inmunoglobul1na es una 

estruct.ura bifuncional: los brao;:os de la Y están principalmente 

relacionados con la unión ant.igénica mientras que la parte 

constante esta relacionada con la capacidad de la::t diferentes 

inmunoglobulinas para interactuar con el t.ejido huesped CRoill, 

1987). 

Las reacciones antigeno-anticuerpo no comprenden la totalidad 

de las molKulas de uno y otro componente. Sólo reacciona e 

int.eractú.l. una región limitada que en el ant.igeno recibe el nombre 
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de det.ernúnante ant.ig•n1co y en el ant.icuerpo el sitio de 

combinación. LA reacción oc::urre cuando las inol&culas se aproximan 

mucho. de modo que la conformación de la su~rricie en uno de los 

component.es es pr•ct.icament.e complement.aria con la conformación de 

la superf1c1e del otro, y as1 las fuerzas de unión llamadas de 

cort.o alcance act.Uan y m.nt.ienen est.able la combinación por 

enlaces no covalent.es como puentes de hidrógeno, enlaces 

d~polo-d1polo, enlaces dipolo-ion, ruer2as de Coulomb, enlaces de 

Van der Walls. et.e. COrt.iz, 1087). Aunque las fuerzas de at.racciOn 

involucradas en estas uniones son individualmente débiles en 

comparación con las uniones covalent.es, la mult.iplicidad de 

uniones induce a una considerable energia de unión CR01t.t., 1087). 

2.\0.4. ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS 

~s reacciones ant.igeno-ant.icuerpo pueden most.rar un alto n1vel 

de especificidad ya que son, sit.ios de acción de ant.icuerpos 

dirigidos cont.ra det.erm.inanles de un ant.igeno y no son 

cornpl emeolar ios hacia delerrninanles de et.ro anligeno. La 

especif'icidad de un anlisuero es el result.ado de la suma de 

acciones de varios ant.icuerpos en la población t.ot.al de rnoléeulas 

en cada reacción con parles diferentes de una mol~ula ant.igén~ca. 

No obst.ant.e, cuando algunos de los delerminant.es de un 

ant.i.geno. A, son c:ompart.idos por et.ro a.nt.1geno B. ent.onces una 

porción d• ant.icuerpos dirigidos hacia A t.arnbién reaccionarAn con 

B. Est.a es llamada reacc1ón cruzada. la cual se ejemplifica en la 

siguiente figura. 
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2, 10. 5. RESPUESTA PRIMARIA Y SECUNDARIA DE LOS ANTICUERPOS 

Una c.ara.C:t.erist.ica fund~nta.l de los organismos es su 

capacidad para. reconocer molkulas •xt.raftas y responder cont.ra 

ellas. bi•n sea a t.ra~ d• la stntesis de proteinas de t.ipo 

inmunoglobulinico. d• la producción de linfoc1t.os sensibilizados 

.spec:ificos o por ambos proc.sos. Esta respuest.a inmunitaria, que 

se h.a dividido lradicionalmenle en humoral y celular, tiene como 

caract.ertst.ica principal su especificidad. Al ponerse un anligeno 

por primera vez •n cont.act.o con el aparato inmune de un individuo. 

se observa un periodo lat.enl• de varios dias Ct.res a cual.ro) 

durante el cual no se detectan anticuerpos ni c•lulas productoras 

de ellos en los tejidos linfoides. Oespu•s los anticuerpos, sobre 

lodo de la clase IgM. com.ienzan a hacer su aparición •n el suero y 

aumentan exponenci.a.lm9nl.e hasta alcanzar un m.Ax.imo, para luego 

dl.sm.inuir en forma. gradual; cu.ando los niveles de IgM son muy 

bajos, se producen P9'qUe~as cant.idades de IgG. Esl.a forma de 

respuesta. conoce como respuesta prima.ria, y sus 

manifestaciones van a depender del antigeno utilizado, la dosis y 

la ruta de inmunización. Ahora bién, si a este individuo ya 

l.nmunizado se le deja hasta que los niveles de anticuerpo hayan 

desaparecido y despu•s se le aplica una segunda dosis del mismo 

antlgeno, la respu.sla que se observa es direr•nte y se llama 

respuesta secunda.ria. Esta se caracteri:z.a por ser in.As rApida en 

su desarrollo y cuantitativamente su~rior a la primera, debido a 

que el periodo latente as de menor duración. Ademas después de 

llegar al mAXl.lnO, su descenso es mucho mas lento y la el.a.se de 

anticuerpos que pr.ctonun.a es IgG. Como el sistema linfoide parece 

.. recordar .. su primer contact.o con el antlgeno, la respuesta 

secundaria acelerada inlensiricada puede llamarse también, 

respuesta anamn•sica. CFigura 2.10). 

Esta capacid:t.d para adquirir una r•spuesta inmunológica es 

otra propiedad importante de la respuesta inmunitaria. 

Las dos principales clases de células mononucleares que 

int.ervienen en los procesos inmunitarios son: los linfocilos y los 
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macrófagos. Los primeros pos .. n la propiedad de responder d• 

ru.nera .spe<:1fica mi•nlras que les rnacrófagos act..:Un como celulas 

acc.sorias y li•n•n un papel inesP9C1fico CClrliz. 1Q87) 

2.11. METOOOS IllllUNOLOGICOS 

U inmunolog1a ha desarrollado StSS l*<:nicas. part.icularJM>nt.• 

relacionando la inleracciOn del anligeno con el ant.icuerpo. Aunque 

estas t.~nicas origin&.lnwnte trazadas para inmunólogos se ha 

ampliado su uso a o\.ras ciencias biológicas en donde ahora se 

apreci.a la especificidad de unión antigeno-an\.icuerpo. lo cual 

,,_rlnit.e una identificación •~cla y la distinción de alguna 

mol9'Cula para la cual se haya obtenido un anticuerpo CRoit.t. !!.!:. ª1_. 

1007). 

2.11.1. IMIC\INODIFUSIOH OOBLE 

La finalidad de las t.~nicas de inmunodifus16n es identificar 

la reacción ant.19~no-ant.1cuerpo por l.a reacción de prtteipitac16n. 

Aunque la form&ciOn de los complejos ant.igeno-ant.icuerpo, depende 

d• •l eet.rol 1 t.os. amor t. i guador es • pH y temperatura. 

det.er m1 nant..s mas 1 inpor t.ant.es: de la reacción son 

concentraciones relativas de ant.igeno y .anticuerpo. 

los 

las 

Las reacciones d• in.'DunodifusiOn pueden clasificar se come;) 

Unicas: o dobles. En la inmunodifusion anica el ant.1g•no o el 

anticuerpo permanece fijo y el otro reactivo se mue...,. y se acopla 

con •l. En la inmunodifus16n doble. ambos reactivos están libres 

para mov.rse uno hacia el otro y precipitan. El movimiento en 

cualquier forma de inmunodt fusión pue'de ser lineal o radial. 

CFudenberg ~ ll.. 1982). 

Difusión doble: 

Esla l~ni~a ext.remadamenl• ú\.il Ctambi•n llam.da anAlists de 

OUchterlony) est.6 basada en el principio de que el anligeno y el 

anl1cuerpo se difunden a través de un medio sólido Cpor ejemplo. 

agar) y forman complejos inmunit.a.rios estables que pueden s•r 

anali2ados visualn.nle. 



LA prueba se realiza vaciando agar fundido sobre cajas Pet.ri' o 

portaobjetos de v1dr1c y dej.and-:> qu.ot se éndure::ca.. Se horadan 

pe-que"os pozos en el agar separados algunos mlllrnetros. Las 

muestras que contienen antigenos y anl1cuerpcs s'e co1.ocan en 

po::os opuestos y se deJa que se difundan un.a hac:..a la otra en •.in.a. 

camara hUmeda por 18-24 horas. Las lineas da precip1laci6n 

resu1.t.anl•s que presentan comp1.ajos antigeno-anlicuerpo 

an.a.l 1 zadas v1 sualJnente C F'udenberg !!,h Y..· 1992). 

Entre las aplicaciones. que tiene esta técnica se pueden 

mencionar las siguent.es: a.) es una prueba esencial para 

propiedades de pr.c:1p1taci.6n. titulo aproximado y especificidad 

del ant.isuero para un antigeno en solución: b) prueba pa.ra la 

identidad anltg•nica. delerm.inac16n de la pure-za del ant.1geno y 

reacción ant.1g•nica antr• mol~u1.as. y c) una prueba aproximada de 

conc•nlrac1ón de ant.igeno. 

2.11.2. INMIJNOELECTROl'ORESIS 

En el ID6t.odo de inmunoelectroforasis. se combina la separación 

alectrofor•tica de prote~nas por medio de un campo aléclrico con 

la doble difusión en agar. En la primera rase.las proteinas del 

anligeno Co suero) son separadas por la corriente eli&clrica. En la 

s9'gunada f asa de la reacci 6n se emplea un si sl•ma. de doble 

difusión con el anticuerpo o anticuerpos •n estudio. 

Este m.&todo perrru. te la. comparación de compl 1 cadas me:cl AS de 

¿nlig•n~s como sueros encentrados. CFudonberg !!1. ~. 1Q92; Orl1:, 

Hl07). 

3.11.3. ELISA CAnalis1s inmunosorbenl• ligado a en:1mas). 

El analisis inmunitario enz1mat.1co cuantitativo ha sur91do como 

una técnica cuantitativa para la det&ec16n de ant.1genos. haptenos 

y anticuerpos. Todos emplean enzimas d1varsas ligadas al ant1geno 

o al anticuerpo como una et.1queta que puede ser hallada con 

facilidad mediante la m&d1ci6n de la actividad en=1rnatica. 

CFigura 2.11). 
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Las múltiples variaciones de los ar.al1sis i nmunol 6gi cos 

enz1mAl1cos son casi todas análogas por cornplet.o al análisis 

inmunorradiact.ivo y a la inmunofluorescencia cuantitativa. s~endo 

la diferencia obvia el uso de la etiqueta de la enz1m.a.. 

El a.na.lisis ELISA puede ser etnple•do pa.ra rwdir ant.igenos o 

ant.icuerpos. Para tnedl.r anticuerpos. el .a.nt.igeno se fija a una 

Case sólida. se incuba con suero de prueba y lu~o se incuba con 

una anliinmunoglobulina m.arcada con en:ztm.a.. l...a actividad enzirn&t.ica 

adherente a la fase sólida wst.a relac1onada entonces con la 

cant.idad de anticuerpo ligado. Para medir el anligeno, el 

anticuerpo se enlaza a la f~e sólida. se a.nade un-. soluciOn d• 

prueba que cont.1ene antig•no. y luego un segundo anticuerpo 

ni.a.rea.do con enz1m.a. Esta prueba requiere por lo menos que dos 

sitios combtnant.es esten presentes sobre el ant.igeno. Luago se 

a.nade el sust.rat.o y se relaciona la actividad en:zitn.át.1ca. 

Las en:1mas qu& han s1do emplead.is con frecuencia 1ncluyen: .l 

la peroxid.1.sa del rábano picante. fosrat.asa alcal1n.a. 11so;:1tniii )' 

glucosa-6-fosrato deshidrogen~sa CFudenberg t!.!._ ~. 1982). 
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2.11.4. INllllNOTRANSFERENCIA DE PROTEINAS A PAPEL DE NITROCELULOSA 

Esta li*Cnica se ha desarrollado para vencer algunos de los 

problemas encontrados en procesos de de geles. 

como es, la fragilidad de los mismos para su man1pulac16n y la 

gran cantidad de anticuerpos se requer1rJ.¿ para realizar las 

t9cnicas inmunológicas. Generalmente la muestra completa de 

prote1nas es eluida de los geles e inmovilizada entre un ~ustrato 

Cfilt.ro:> •l cual podr• ser ut.iliz.a.do para la idenlif1caci6n de 

.. bandas .. por medio de anti.cuerpos. La transferencia a filt..ros 

t.iene las siguientes vent..ajas: U los filtros humedos son 

flexibles y r•ciles de manejar, «.:> l.as prole1r.as inmovili:.adas 

son igualment.e accesibles para varios ligandos, «.U el tiempo de 

proceso puede ser significalivamenl• reducido, W) se pueden hacer 

mUlliples r6plicas d• un gel; es decir. un solo gel da acceso para 

mas de una r•plica, cada uno de los cuales puede ser analizado 

indiv1dualnwnle¡ u) las muestras transferidas pueden ser 

almacenadas por meses previo a su uso; y uO la transferencia de 

algunas protetnas puede ser usada para mUlliples y sucesivos 

an•ltsis. Ad•ma.s la transferencia de muestras de prol•1na •s r•ctl 

de analizar lo cual puede ser de otro modo muy dificil o imposible 

para hacer sobre geles. 

La mayor1a de las lranferencias de proteinas son usadas para la 

1nmunodetecc16n de ant.1genos especificos. 

En general la transferencia de una macromolécula de geles a una 

matriz de inmovili:zación puede ser vista corno dos operac1ones 

secuenciales: D La eluciOn de los polip6pt1dos del gel y (i) la 

adsorc16n del material eluido a una matr1:z inmov1l1zadora. 

El procedimiento ~s ampliamente usado para la transferencia de 

proteinas est..• basado en la elect.roelución de las prolelnas del 

gel al papel de nitrocelulosa. Esto es pos1ble por el hecho de que 

las prot.elnas adsorb1das en nllrocelulosa se lleva a cabo en 

amortiguador de baJa fuer:• ionica. Por lo tanto, uno puede 

eleclroeluir las prolein&s fuera d•l gel hacia adentro del filtro 
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de nil.rocelulosa bAjo condiciones que no requieren pract.icamenl• 

alta corr1enle el•clr1ca. 

En ~cencia. un filt.ro es colocado sobre un gel asegurando que 

ne haya burbUJdS de aire atr,padas entre el gel y el filtro. Las 

burbuJ•S de aire crean punt.os de alla resistencia result.ando •reas 

da baja eficiencia de transferencia y bandas distorsionadas. El 

filtro y el gel son entonces prensados ent.re alinohadillas porosas. 

El ensable es sumerg1do en un tanque cont.eniendo ••amort.iguador de 

t.ransferenciaN y colocado entre los dos eleet.rodos. Los elect.rodos 

est.•n dise~ados iamhi•n par1 generar una corrien~e homog•nea sobre 

el area lot.al del g•l. CFigura 2.12). 

La interaccion d• las prote1nas con el papel de n . .i.t •• rocelulosa 

no ha sido claral'Dl9nle entendido pero d•finil1vanwnt.e no es 

sencillo. CGershoni y Pala.de, 1983). 
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t t H t P O T E S I S 

Si los etnbriones somalicos presentan paralel1sR'O con los 

embriones cigOlicos enlences. est.os deberAn ser morfológica. 

fisiológica y bioqu1micament.• similares. 

Si son JDOrfol6gicamenle sirnilares deberAn pres•nlar serneJanzas 

anat.6m.J.cas y ult.raest.ruet.ural.s por núcroscopia ópli ca y 

el .ct.r Oni ca. 

Si son fisiol6gicament.e sintilares d•ber•n reali::ar funcion.s 

similares. comio por •J•"'Plo, alm..icenar prot.elnas •sP*Cificas en 

los cot.iledon.s. 

son b1oqullnica1nent.• iguales. ent.re et.ras 

caract.erislicas sint.et.izar proteinas de reserva en los lllisi.os 

niveles colftiO lo hace la selftllla 

Y OBJETIYOS 

4.t. OBJETIVO GENERAL 

Est.udiar y analizar •l Qr&do de paralelismo- ent.r• el desarrollo 

de embriones solf\At.i.cos y cigót.icos a nivel.s. morfolOgico, 

fis1ológico y bioqu11TL1.co. 

Mrc>rfolOgico por microscopia óptica 

81oqulm.ico mediant.e marcadores bi.oqu111\icos 

Int.egrando los dos asp.ct..os ant.•riores con est.udios 

ult...raeslructurales t..ratar de derivar algunos aspec:t.os de t.ipo 

fisiológico. 
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6. 2. OllJETI'IOS PARTICULARES Y METAS 

4. Z.1. Ex't.r.a•r- y caracleri:&r 1.a.s prol.•1.na.s de r.-serva 7S y 11S a 

p.a.rt.ir de s•sni.lla.s de alf.a.lf& 

A) Id•nt.ifica.r su ~t.ron de b~!'\deo en geles d& 

poli .a.c:r i l anu d.a.. 

4.2.2. C't:it.ener y earaeler1%ar anticuerpos conlra las proleinas de 

reserva d• semilla. 

A'J Obtenet ant.icuerpos policlonales con~ra las prot.•inas de 

reserva siguiendo dif•r•nles .sque111.as de inmuni~acibn en 

conejo. 

9) C&racl•rizar los ant.icq•rpos. producidos •n los diferentes 

esque!NlS med.1.a.nle: 

a) Inmunodifus16n doble 

b) Punto de eiquival~ncia 

e) Inaun.De'le>cl~oforesis 

d) Et.ISA 

'· 2. 3. li.cer -tudios ~ra probar la -pecific.ldad de tejido y d• 

eslada de desarrollo medianle: 

..., lr.llUN>difuai4n dobl• 

b) Patrones de bandeo 

e) tnmunodetecci6n en paipel de nitrocelulosa. 

'· 2. il.. Ha.cer un.a c::omp~racJ.On de los nivel" de t:txpresión de 

prot.•ih&S de reserva entr• ell\bt"iones aotn.at.icos y eigdt.ieos. 

en estados hoattlogos de des.arrollo a r\ivel d•: 

A'J Inmunoditusion dobl• 

8) Patron.s d• b&ndeo & difwrentes periodos d• desarrollo 

O Inmunodet.ecc1.6n en papel de nit.roc:elulosa. 

4.2.5. HAc•r un estudio comparativo a t.raV"e'S de lf.icroscop1• óplica 

d• la mo~rol091a de einbriones somaticos y ctgót1cos. 

•.2.e. Comparar las caracl•r1s~icas ullraes~ruclurAles da los 

embriones cigót.ieos y soUt.ic:os, t.a.nto •n •J• embrion.ar10 

colllO •n colil.C.6n. 



V M A T E R I A L E S METODOS 

5.1. MATERIAL BIOLOGICO 

Se t.r.a.bajó con semillas y plantas de alfalf"a CHtHiicaijo satLi..•a 

L.) variedad P.eagenlander linea A 70.34 proporcionada por ~l 

Dr. Dante! C. W. Bro'Wfl. del Plant. P.esearch Cent.er of Agr.icult.ure de 

la Universidad de Ca.rlet.on. Ot..awa. Ca.nada )ºsemillas y plantas de 

la variedad Puebla 76 proporcionada pcr el M. en C. Luts Castro 

Acero de la ItlIFAP, Cal'T\po Agr1cola Experimental ••El horno'' en la 

Universidad Autónoma de Cha.pingo. 

Las soluciones utilizadas en las diferentes metodolcgtas estan 

indicadas en los apéndices correspondientes 

Para la preparación de estas soluciones y los medios de cult.1vo 

se ut.111 zaron react.i vos de las marcas: "'Merck: .. , "'Sigma Chenucal 

Corpº y .. J. T. Baker·• todas de grado analilico. 

5. 2. EMBRIOGENESIS SOICATICA 

5.2.1, PREPARACION DEL MEDIO Y CONDICIONES DE CULTIVO 

Los medios basales utilizados en el presente trabajo fueron 85 

CGamborg tl ~. 1968 mod1f1cado por- V1llegas y Bro"'n· 1987) y HS 

CMurash1ge. T. y Skoog. F. 1952) ~l 50% CApénd1ce AJ. 

El pH se a.Justó prev1c a la est.erili=.acion cor. NaOH o HCl 1 O 

N. El medio de cultivo, asi como el agua destilada y el material 

de cristaleria. fueron ester1l1::ados en autoclave a 121 •e y 1 

t-:g/cm1 de presion durant.e 20 tnlr.utos. 

La incubaclOn de los cultivos se llevó a cabo en cond1c1ones de 

fotoper1odo de 16 horas luz y 9 hcras ob~~ur1dad a z7•c ! 3•c de 

temperatura. 
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El mat.erial biol091co se manipulo bajo un ambient.e esleril 

proporcionado por una ca.mara de flujo laminar de aire fillrado 

marca Veeo unidad GHFL-A12 y se trabajó con material esterilizado 

y/o flameado en alcohol. 

Se ulilizaron peciolos de alfalfa A 70.34 como fuente de 

inoculo. Los brot.es de alfalfa fueron corlados y desinfectados de 

la siguiente manera: se enjuagó en chorro de agua y se colocó en 

etanol al 70% durante 30-35 segundos y en seguida se pasó a 

hipoclor1t.o de sodio al 30 ~~ ce. 6 de cloro act.i.vo) durant.e 10 

minutos, con agi t.aci6n suave y constante. posteriormente para 

eliminar los agentes desinfectantes se lavaron varias veces con 

agua destilada esteril. 

Una vez llevada a cabo la desinfección se colocaron de 5 ,a 7 

fracciones de peciolos de 5-B mm. en frascos de vidrio conteniendo 

de 7-8 ml. de medio de cultivo. 

Para la proliferación de callo y la inducción de embriones 

som.Alicos se utilizó el rr.edio basal as. (Apéndice A) suplement.ado 

con 1 mg/l de 2,4-D. 0.2 mg/l de cinelina, 30 g/l de sacarosa , Q 

g/l de Bact.o agar y a pH 5.5 durante un tiempo de 18 dias lo que 

incluye la etapa de inducción. 

A los 18 dias el callo fuó transferido al medio Bs sin 

reguladores Cmedio de desarrollo) suplementado con l. 75 mg/l de 

casaminoac1dos, 30 g/l de sacarosa y 9 g/l de Saeto agar, 

mant.er.iéndose en esle med10 hasta el dia 42 lo que incluye la 

et.apa de desarrollo. 

Los embriones so~t1cos de 42 dias desde la siembra del 

inóculo. en estado l.ctpedo. se transfirieron para su "germinación" 

Cconversión) a frasees da vidrio con 20 ml. de medio MS al 50~~ sin 

reguladores de crec1miento y suplementado con 15 g/l de sacarosa. 

8 g/l de Saeto agar y se ajustó el pH a 5.9. 

5. 3. J.NALISlS OE LAS PROTEINAS DE RESERVA 

Para poder comparar el grado de paralelismo que exisle er.t.re 
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los embriones somáticos y cigoticos se consideró a las protetnas 

de reserva como excelentes marcadores bioquimicos de la 

embriogénesis las cuales se analizaron como se describe a 

cont.inuac16n~ 

5. 3.1. ANALISlS DE LAS PROTEINAS DE RESERVA DE EMBRIONES SOHATICOS, 

CIGOTICOS Y LOS DIFERENTES TEJIDOS QUE CONFORMAN LA PLANTA. 

IU EMBRIONES CIGOTICOS 

El anAlisis de las protelnas de reserva de los eJT'.briones 

cigOLicos se hizo mediante una cinética de producción de tales 

proteinas a diferentes periodos de tiempo para poder conocer 

aproXJ.m.3.darnente en que moment.o comienza la sint.esis y cuales son 

sus niveles de producción y poder ut.ilizarlo como p~t.ron de 

referencia para la embriogénesis som.At.ica. 

Como primer paso se marcaron plantas de alfalfa de la variedad 

Puebla 76 en el terreno de cultivo. Este se dividió en 4 cuadrantes 

con el objeto de abarcar la mayor part.e del area. 

Se utilizaron 32 estacas senaladas por diferentes colores: 

blancas. naranja. amarillas y azules ce estacas de cada color) y 

se distribuyeron al azar de tal modo que quedaran 2 estacas de 

cada color en cada cuadrante. 

Una vez colocadas las estacas se proced1.0 a marcar de 5-B 

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. cuidando que las flores estuv~eran en antes1s. 

Las colectas de las vainas se hicieron a los 15, 30. 45 y 00 

dias posl anlesis dando un margen de dos dias para que ocurriera 

la polini::a.ción. seleccionando en cada ocación las marcas de un 

solo color. 

En las dos primera~ colectas las vainas fueron t.ransportadas en 

papel aluminio y sumergidas en hielo hasta llev:t.r a cabo la 

ex~rac~1on. en !as dos u' timas. esto ya no fué necesario debido a 

que las SeJn.lllas ya se encontraban secas. 
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Para l~ extracción de la proteina. los embriones ruaron 

ciisectados. de la vaina c::cn la .a.)-uda de una aguja de dise::ción y 

colocados en agua dest1lada y en rrto h-s~a reali:arse la 

•xt.racc1ón sin deJ.ilr pasar mucho liampo. 

B) EMBIUOHES SOMATICOS 

En les er.-.briones sotnát.1cos el :a.nalisis de la proleina de 

reserva t.ambítr.n se re.a.llZó a través una cinética de producción 

pará conocer st estas proteinas corresponden al mismo tipo que las 

prcdu~ld.a.s por los err.br1ones c1goticos )' si existe a.lguna 

co~relac1ón en cuanto al t1empo do sintesis. 

C~be menc1onar que est.a c1n&l1ca rué realizada por C1br1an A.M. 

(1SSl) c~mo parle exp~r1men~al de tesis de licenciatura y parle de 

ést.a rn.ater1al ru~ proporc1on.ado para roali-zar el estudio 

c:ornparat..i vo. 

La cinét..tca cons1s:t10 en sembrar los inoculas. Cpeciolos de 

alfal~a) en el medio d& inducción B~ suplementado con l mg/l de 

2.4-D, 0.2 mg/l de cinetina. 30 g/l de sacarosa y 9 g/l de Saeto 

agar. Posterior al d1a 18 el callo S9 pasó al medio de desarrollo 

con 1. 75 fn9/l de casaminoacidos. 30 g/l de sacarosa y g g/l de 

Saeto agar manteniéndose en este medio has~a el dia 42 que es el 

mc:irnanto e~ que se µ..san al inedio de convers16n. 

A. pa.rt..ir del momento e-n qua se "sembraron .. los lnóculos, los 

embriones: somáticos fueron ••cosechados•• cada 3 dias. hasta llegar 

a.l dia 42 que es el momento en que los embr1ones emp1e::an a 

"germinar .. y se proc:ed1ó a real1:::ar las extracciones de prot.elna. 

t'ur.anle las ••cosec::has·• hubo eierl.a dificultad para dist.ihgUlr 

1.as d1teronles etapas de les embriones por lo que se trabajó con 

gradient.es de sacarosa con l,¡a. í'inalidad de separar pobl.ac1ones 

homagene~s de embriones. 

El gradiente consi.st..i.6 en coloc.,_r soluciones. de sacaro!t.l. al 

00, 70. 50 y 30~-; en tubos de cent.r-ifuga y agregar el callo. o c:.;1.llo 



con ernbrione> ya disgregado y centrifugar a 4000 r.p.m. por 20 

minut.os a lO~C. 

Una vez centrifugado se separaron las diferentes fracciones, se 

elinu.no el exceso de agua, se pesaron y se realizo la extracción. 

O TEJIDOS QUE CONFORMAN LA PLANTA 

Con la . finalidad de poder comprobar que las prote1nas son 

t.ejido y estado especificas. es decir. que unicamente se encuentran 

durante la fase da embriogénesis, se procedió a analizar el t.ipo de 

prot.ainas que se encuent.ran en los difarent.es tejidos que 

conforman la planta de la siguente manera: 

Se utilizó una planta completa de alfalfa, la cual se seccionó 

en sus diferentes tejidos: hoja, peciolo, t.allo, raiz y flor. En 

caso de la f'lor ésta se consideró ccmo tres tejidos: pétalos, 

columna estaminal y flor completa. 

Una ve2 separados los tejidos, se lavaron a chorro de agua 

sumergieron durante algunos minutos en alcohol, se pesaron y se 

reali26 la ext.racci6n. 

5.3.2. EXTRACCION DE PROTEINAS DE RESERVA 

La ext.ra.cci6n de proteinas se llevó a cabo aprovechando las 

caracteristicas de solubilidad de los diferentes tipos de 

pro~einas. Las albáminas ~ueron exlraidas con amortiguador de 

fosfatos simple y las globulinas se ext.rajeron con amortiguador de 

fosra~os salino. 

La extracción de las proteínas se realizó mediante el siguiente 

esq1Jema: 
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Pesar senullas. embriones somáticos 

o tejido de alfalfa 

1 
Ext..raer con un volumen de 10 veces 
el peso del tejido con amortiguador 
de fosfatos s1mpl• en mortero frie. 

1 
Centrifugar a 3500 r.p.rn. C1500 X g) 

duramte 30 min. 

El sobrenadante con la frac­
ción de al bUnú nas guardar en 
congelación. 

Guardar el botón en congela­
ción para que en caso necesa­
rio hacer ext.racci6n de la 
fracción prolam.1nas y gluteinas. 

El botón formado principal­
mente por la proteina 11S se 
resuspende en amortiguador 
de fosfatos salino. 

El botón formado ~r1nc1pal­
mente por la proteina 7S se 
resuspende en amortiguador de 
fdsfatos salino y se conserva 
a -2o•c. 

Resuspender el botón con 
amortiguador de fosfatos 
salino. 

Centrifugar a 3500 r.p.m. 
Cl500 X g) durante 30 m.tn. 

El sobrenadan.te con la 
fracción de globulinas se 
pone a dializar contra 
amortiguador de acetatos 
por 24 horas en agitación 
constante. 

1 
Centrifugar a 3500 r.p.m. 
(1500 X g) durante 30 rnin. 

El sobrenadan.te se dial1~a 
contra agua desioni:ada 
durante 12 horas en fr10. 

1 
Centrifugar a 3500 r.p.m. 
(1500 X g) durante 30 11Un. 

Guardar sobrenadanle 



Cent.r1 fuga Sor--.rall RC-58 Du Pont Instrurnent., P.otor SS-34 

Tc:do "?l d1agram.a. de e:-:tr.a~c.1on se real1:::0 en bat"íc de hielo y 

l3S soluciones se ut1li=aron 1nh1bidores de proleasas CPMSP 200 µm 

y EDTA 10µm). 

Consult.ar el apéndice B para la preparación de las soluciones 

de ext.racc16n. 

5.3.3. CUAHTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METOOO BIUd>FORD 

Las prot.einas ext.raidas fueron cuant.1ficadas por el mét.odo de 

Bradford (1978), el cual se prepara disolviendo 0.1 gr. de azul de 

Coom:..ssie G 250 en 50 ml. de etanol al 95•/ •. Se agregan 100 ml. de 

HsPO. al S~/o y se afora con agua destilada a 1 litro. se filtra y 

se guarda en obscuridad. 

Para la cuant.ificación de prot.eina se elaboró una curva t.1po 

Cpor triplicado) de la siguient.e manera: 

Concentración de BSA 

en µg. part.iendo da una 

soluciOn concentrada de 

1 mg/ml •................ ...... o 
µl de agua des1oni:ada ........... 1 1.)0 

20 

80 

40 

60 

60 

40 

80 

20 

100 

o 

Los ext.ract.os de las diferentes fracciones de prote1na se 

diluyeron desde una d1luc10n 1:1 hasta una d1luc16n 1:100 segn se 

considerara necesario. 

A cada muestra se le a~adiO 5 ml. del react.1vo de Bradford. se 

agit.o en un vort.ex y se leyo absorba.ncia de las mue~tras 

espectrofot.Ometro a 595 
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S. 3 • .&. CARACTERIZACION DE LOS PATRONES DE BANDEO DE LAS PROTEINAS 

DE RESERVA MEDIANTE GELES DE POLIACRILAXIDA 

Se ut.iliz6 un equipo de elect.roforesis vert.ical Haefer 

Scienlif'ic Ist.rument.s. Mod. SE 200 con capacidad para un gel de 

B.3 X 7 cm y de 1.50 mm. de espesor. 

A) PREPARACION DEL GEL DE POLIACRILANIDA-SDS 

L-1.s soluciones empleadas se indican en el apéndice C. 

Se ut.111%6 un gel de corrida al 1~ que se preparó mezclando 

1.875 m.l. de Tris 3M pH e.e. 6 ml. de acrilam!da-bisacrilamida 

30/0.8/100. p/p/v/ 0 0.150 ml.de SOS al 10~ y B.Q de agua destilada. 

Se uli 1 izaron 75 µl d• PSA al 1 OX y 7. 5 µl de TEMED como 

catalizadores para polimerizar la acrilamida-b1s, dandonos un 

total dP 15 m.l de solución. suficiente para 2 geles pequenos. 

Inmediatament.e después de preparado el gel se colocó entre las 

dos placas de vidr10 Cprev1ament..e ensambladas en el equipo de 

electrofor.sis). por medio de una pipeta graduada, dejando espacio 

suficienl.e para agregar el gel concentrador. Para favorecer la 

polimerización y ade~s obtener una superficie homogenea del gel 

se agregaron unos microl1tros de agua. 

Una vez polimerizado el gel de corrida se eliminó el exceso de 

agua y se agregó el gel concentrador al 5"/. que se preparó 

me:clando 0.625 ml de Tris lM pH o.e, 0.835 m.l. de acrilam.1da­

bisacrilam1da 30/0. 9/100 p/p/v, 50 µl de SOS al 10% y 3. -'5 ml. de 

agua destilada, para polimeri:ar se ut.1lizaron 40 µl de PSA al 10% 

y 4 µl de TEMED. En seguida de agregar el gel concent.r ador se 

coloco el peine con el número de dientes requerido C1-20). 

Se dejó polimeri:ar durant.• 15 min .• se retiró cuidadosamente el 

peine y se llenó la cAm.ara con 250 r:tl. de solución amortiguador de 

corrida CAp6ndice C) 

B> PREPARACION Y DESNATURALIZACION DE LAS MUESTRAS 

Una vez cuant.ificada la cantidad de prot.eina de cada ext.racl.o 

se t.crn6 la alic:uola n.cesaria para t.ener una concent.racién d• 

420 µg de prolelna. se agregaron 100 µl de amortiguador de muest.ra 
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lX CApéndice C) conteniendo ~-mercaptoelanol y se llevó 350 µ1 

con agua destilada, quedando una concentración da 420µg/'350µ1 de 

protelna. 

1..a.s muestras f"ueron agi Ladas en v6rtex y puestas en bano en 

ebullición durante 2 minutos. 

Se aplicaron 30 µ1 da cada una de las muestras ya preparadas en 

cada carril por medio de una nucrc?ipeta Gilson de 100 µl. 

En cada gel se utilizó un carril para colocar los marcadores de 

peso m:::>lecula.r. 

Como marcadores de peso molecular se preparó una solución 

eslandar de proleinas CBIO-RAD), lomando 10 µl de estas proleinas 

y agregando 190 µl de amortiguador de muestra 4X, de la misma f"orm.a 

se agitaron y se hirvieron en ba"o Maria. El peso molecular de las 

proleinas usadas como ~rcadores fue el siguiente: 

Fosforilasa 9 
Al bum.l na de suero bov1 no 
OVoal butni na 
Anhidrasa carb6nica 
Inhibidor de tripsina 
Usosima 

C> TEHI 00 Y DESTEHI DO llE GELES 

QZ,'500 KD 
613,200 
45,000 
31,000 
21,500 
14. 400 

El gel fue sumergido en una solución de fijador y colorante 

durante 15-16 horas y destef'Udos: con varios cambios de solución 

dest.eftidora CAp6nd1ce O hasta eliminar el rondo azul y observar 

bandas polipepl1dicas nilidas. 

5,4. OBTENCION DE AHTICUEl!POS POLICLONALES CONTRA LAS PROTEINAS DE 

RESERVA SIGUIENDO DIFEREIITES ESQUEMAS DE INllUNIZACION 

El uso de anticuerpos en este estudio. representó una 

importante ventaj.a al permitir idtlnllf1car •nt.lgt=tnos de interés 

Cproteinas de reserva) tanto en embriones so~ticos como en 

cig6licos y de esta manera poder comparar que tan paralelos son 

ambos sistemas. puaste que s1 obtenemos anticuerpos contra las 

protelnas de reserva 7S y 11S de senu.1 la y estos .ant.1cuerpos 

reaccionan contra las protelnas producidas por los embriones 

somat.icos esto nos indicarA gntonces. que es el mismo tipo de 



proleinas. 

5. 4. 1. INMUNIZACION DE CONEJOS 

Se 1nmunizaron coneJOS .. Hueva Zeland .. de aproximadamente 3 kg. 

eonlra prc.iteinas de reserva 7S. 11S y globulinas obtenidas a 

partir de semilla de alfoillfa A 70.34. Par.a ello es ut.il1:z6 una 

jeringa insul 1n1c.a. de 1 ml. con aguja calibre 20 de 30 mm. de 

largo. iny&ct.ando diferentes concentraciones de proleina, 

Cde acuerdo al esquema de inmunización), perfectamente bién 

emulsificada por agit.aci6n en v6rlex durante 5 minutos. 

5. 4. z. ESQUEMAS DE INMUNIZACION 

Se siguieron t.res diferentes esquemas de inmunización: con la 

final1dad de saber cual de .stos es el mis conveniente para obtener 

una mejor respuesta de especificiadad y un titulo más alto. 

Las inmunizaciones y Soilngrado se realizaron de acuerdo a cada 

esquema. 

PRIMER ESQUEMA 

Para est.e esquem. fueron i.nmunizados 6 conejos proporcionados 

por el biolerio de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del 

I.P.N., de los cuales tres se inyectaron contra proteina 7S Cuna 

en condición nativa y dos en condiciones desnaturalizadas) y t.res 

contra prot.eina 11S Cuna nativa y dos desnat.uralizadas). 

INYECCION DIA OOSIS VIA 

o 5 mg. de Ag/lml de solución 
salina o. 1 H. eon 1 ml. de Intradérmica 
A.C.F. 

2 15 5 mg. de Ag/lml de solución I nt.radérm.i ca 
salina con l ml. de A. I. F. 

3 30 0.250 mg d• Ag/lml de solu-
C16n salina con 1 ml de Intrad•rmic& 
A. I. F. 

4 31 0.500 mg de Ag/lml de solu-
ción salina eon 1 ml. de lnt..radérm.i.ca 
A.l.F 

5 32 lmg de Ag/lml de solución 
salina eon lml. deA.I.F. Int.r-adérmica 

Sangr-ar 3Q 
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SEGUllOO ESQUEMA 

Se inmunizaron dos conejos proprocionados por el biot.erio de la 

Escuela Nacional de Ciencias BiolOgicas del I.P.N. de lus cuales 

uno se inyect.6 con prot.eina 7S desnaturalizada y et.ro con prot.e1na 

115 t.ambi•n desnat.ura.lizada. 

IHYECCION DIA DOSIS VIA 

o 1 mg de Ag/O. 5 ntl de PBS Intramuscular 
con 1 ntl de A.C.F. 

2 30 O. 5 mg de Ag con lml de I nt.r amuscul ar 
A. I. F. 

sa.ngrar 4Z 

CFigura 5. 1) 

TERCER ESQUEMA 

S. inmunizaron ' conejos proporcionados por el biot.erio del 

Cent.ro de Invest.igaciones de Estudios Avanzados del I. P. H. los 

cuales s• inyectaron: 1 cont.ra prot.e1na 7S d•snat.urali:zada. 

cont.ra prot.eina 115 desnat.uralizada y 2 cont.ra la fracc16n de 

globulina en condiciones desnat.uralizadas. 

INYECCION DIA DOSIS YIA 

o aoo µg d• Ag •n aoo µl de Subcut.anea 
A.C.F. 

a 15 200 J-19 de Ag en 200 µl de Subc::ut.anea 
A. I. F. 

3 45 200 l'9 de Ag en aoo µl de Subcutanea 
A. l. F. 

4 60 aoo µg de lv;¡ en aoo µl de Subcut.an•a 
A. I. F. 

5 65 Sangrar 
6• CW) Reinmunizaci6n con A.I.F. 
7- C110) S&ngrados posi.er 1 ores. 

CFigura 5.1) 

. SJ. el t.it.ulo es bajo r ei nmuni. :ar 29 di as después del sangrado 

con dosis iguales. 5 dias después volver a sangrar . 

.. Si •l t.Lt.ulo es alt.o sangrar cada 20 d1as por lo menos 5 veces. 
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1• ESQUE•A 
LAS l•YECCI_, VlA INTIWJClllllCA SC APLICA- U LA llCGION OOllSAL, RASUllAOOO 
l'ltEVIAllD<TE AL COO[,¡() _. HACE• llAS rAtlL LA INllUIOZACIOll 

z•_..... 
lllYlCCIOCI YlA lllTll-ULA• DI -·OI amos 
llCLA-~ 

SIUUllA 

FIG. ~. 1 

INUtCIO•H POIO V1A lll4CllTAIOH EN LA llfGIOIO UCAl'ILAll 
OC LOI CIM.OOS 

VIA CE ADMINISTM.COI DE ACUERDO A CADA ESQUEMA SEGUIDO 
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5,,,3. SAHGRADO DE CONEJOS Y OBTENCION DE LOS AMTISUEROS 

El sangrado se hi20 por medio de una pequ•"ª 1ncis16n en 1~ vena 

marginal de la. oreja. y se aplicó v~c16 a t.raves de un ~t.raz E:rlen 

meyer modif.1.c.a.do~ en cuyo ex"t.rerno se colocó un t.ubo cOnico de 50 

ml. Cf'lgu~a 5.2) 

Tl*>COIHCO 
DI: !IO 111. 

SANGRADO DE CONE.xlS POR YACIO 
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Se obt.uvieron 25 ml. de sangre de cada conejo. que se dejó 

c~gular y relraer en el mismo tubo durante loda la noche a 4•c; 

cuando los coa9ulos estuvieron retraidos. se desprendieron de las 

paredes de los tubos con una varilla de vidrio delgada y se 

centrifugó 2500 r.p.m. duranl~ 15 minutos. Se retiraron 

cuidadosamente con una pipeta Past.eur los ant.isueros sobrenadanles 

y se almacenaron a -zo•c en viales de vidrio con t.apón de rosca 

debidarnent.e et.iquet.ados y sellados con parafilm. 

Para poder ut.ili%ar •st.os sueros se pasaron a refr1rigeración 

para que se d-scongelaran lentamente. 

5. 5 CARACTER.IZACIOH DE LOS ANTISUEROS 

Fué n•cesario ca.ract.eri'Zar los ant.isuaros producidos en los 

lre~ esque~s de inmunización para poder conocer que tan 

espec1ficos eran est.os hacia los ant.igenos para los cuales se 

obtuvieron, que en est.e caso correspondieron a las prot.e!nas de 

reserva 7S y 11S, y poder asi ut.ilizarlos en pruebas posteriores, 

ut.ilizando unicament.e aquellos que alcan'Zaron un mejor t.it.ulo y 

especificidad. 

La caract.erizaci6n de los anticuerpos se realizó mediante las 

t.éc:ni cas de : 

A) Inmunodifusi6n doble 

9) Punto de equivalencia 

e:> Inmunoelect.roforesis 

0) ELISA 

5.5.1. lNNUNOOlFUSION DOBLE 

J.) PREPARACION DE PLACAS 

Se preparó una solución de agarosa al 1.5Y. en Tris-HCl 15 rnM pH 

8.6, diluyendo en caliente sin dejar de ebullir en bano Ka.ria, 

hast.a obtener una solueiOn cristalina. 

Se vació r:.. :..dament.e sobre port.aobjel.os limpios, en caliente 

ev1Lando gel1f1car a. e inJ. de la solución de agarosa. 

Post.eriorment.e se dejaron gelificar y se man•.uviercn en una ca.mara 

húmeda cerrada a 4•c. 
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Se hicieron per-roraciones en es t. as placas de agarosa con un 

sacabocado Ccomo se muest.ra en la sigutent.e f'igura) y se 

removieron med..iant.e vacio. 

o o o o 
o o o o o o 

o o o o 

Los pozos as1 formados se llenaron con el suero en al cent.ro y 

los anligenos Cproteina nat.1va o desnat.uralizada) alrededor o 

viceversa. 

Los pcrt.aobjet.os se colocaron en una cAmara húmeda. la cual se 

mont.6 usando un.a. caja Pet.ri cuya tapa se cubre con un disco de 

papel hümedo. 

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

buscaron bandas de precipilac16n, 

8) LAVADO DE PLACAS 

Despu6s de la incubación de las placas a t.emperat.ura 

ambiente. Se coloca.ron sobre dos toallas de papel y se 

comprimieron con un objeto de aproximadamente 1 kg por 15 minutos. 

Se sumergieron en solución salina O. 1 M por 12 horas y 12 horas 

JMs por in~ersi6n en agua bidestilada. 

Por último. se comprimieron nuevamente y se secaron durante 10 

minutos en hor-no eléct.rico. 

C) TI NCI ON DE PLACAS 

Las placas se sumer-gieron en una solución de te~ido preparado 

con .a;:ul de Coom.a.ssie P. <'.Apéndice C ) durante 15 minutos. Se 

enJuaga.ron con agua para elim.inar el exceso de colorante y se 

surnergier-on en una soluci6n destenidora CAp•ndice C ) durante el 

tiempo necesario para eliminar el rondo azul. 

La preparación, lava.do y tinc10n de las placas de agarosa fué 
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similar para las t..écn1cas de imnunod1fusi6n doble. punt..o de 

.qu1val•nc1a e lnmunoeleclrofores1s. 

5. 5. 2. PUNTO DE EQUIVALENCIA 

Est..a t..éernca. ut.111zada para conocer el t.1tulo o 

concenlraci6n aprox.1~da del ant.igeno o el ant.1cuerpo. 

Se hicieron diluciones seriadas de la prot..e1na nat..1va o 

desnaturalizada desde 1: 1 hasta 1: 64 partiendo de una solución 

1nadr• de 1mg/'ml, usando como amortiguador Tris o fosfatos ~H 8.6. 

Se colocaron 10 µl de cada d1luci6n en cada uno de los 6 pozos 

del gel de agarosa y se coloe.6 el ant.isuero en el centro. 

S. incubaron a temperatura ambiente durante 24 a 48 horas y se 

buscaron bandas de precip1t.aci6n. 

5.5.3. IHMIJNOELECTROFORESIS 

A las placas de agarosa previamente preparadas se les hicieron 

dos pozos de 3 mm d• diAmetro en la parte central y se marcó un 

carril •nlr• los dos pozos con navaja para rasurar como se muestra 

en la siguiente figura. 

o 

o 

En los pozos se colocó el ant.igeno: 10µ1 de antigen~ + 1µ1 de azul 

de brornofenol al 1!~. pH B.es. 

Los port..aobjet.os fueron colocados sobre la placa del soporte de 

elect..roforesis perfectamente paralelo ent..re si y perpendiculares a 

los depósitos de amortiguador de la ca1na.ra de •lec.t..roforesis C2117 

Mulliphor 11) los cuales hablan sido llenados previa.ment.e con 

amort.iguador de corrida. Las placas de agarosa se conectaron a los 

depósit.os con papel fillro humedecido con el mismo amort.iguador 

Cf"ig:ura 5~ 3). 
SG 
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AllODO 0[ PL..ITINO 

"'· 5.3 

un• oc 
[L!CTRODO 

ITRISI 

CA.TOOO OC PLATINO 

NPCL flLT"O 
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Para la corr1da se ut.iliz6 una fuente de poder llevandola a 60 

volt.s pcr 10 mi.nulos y post.eriorment.e a 120 volt.s por 60 mi.nulos. 

Al t.eminar la corrida se removiO el agar del carril que se 

encuentra ent.re lo·s des pozos donde se colocaron 100 µl de 

ant.isuero 

Se incubaron a t.emperat.ura ambient.e de 24 a 48 horas y se 

buscaron bandas de prec1pit.aci6n. 

OES»ATURAL.IZACION DE LAS PROTEINAS 7S Y 11S PARA LA 

CARACTERI ZACI ON DE LOS ANTI CUERPOS 

Se tomó el volumen de proleina necesaria ~ra t.ener una 

concentración de 1 mg/m.l.. se ª"ªdieron 50 µl de ~-rnercapt.oet.anol y 

se llev6 a 1 ml con Tris 15 lht-f pH 8.6. Se hirvieron en ba"o Maria 

durante 5 rr~nulos. se sacaron. se agitaron y se dejaron hervir dos 

mi nut.os m.i.s. 

La prot.eina se ret.irO del tubo Eppendorf y se colocó en bolsas 

de dialisis previarnent.e t.rat.adas con EDTA. se cerraron 

perfect.arnent.e y se dejaron durante t.oda la noche en Tris pH B.6 en 

agit.aci6n. 

5. '5. 4. ELISA 

Se considera una d• la t.~nicas inmunológicas mas sensibles. 

Est.a técnica se realizó mediante los siguientes pasos: 

1.- Cubrir con Ag ClOOµl/pozo) 5 µg dilu~do en PBS. 

2.- Incubar 1 hora a 37•c o durante t.od.a la noche a 4•c. 

3.- Eliminar el Ag sin lavar. golp.ando suavement.e las placas en 

papel higiénico. 

4. - Adicionar 150 µl de solución bloqueadora CApéndice O ) para 

el irni nar las uniones inespeci ficas. 

5.- Incubar por una hora a 37•c. 

6. - Elitninar el exceso de bloqueador igual que en el paso 3. Lavar 

tres vec&s con PBS-T. El primer lavado debe ser rapido con 

picet.a. cubriendo t.olalment.e los pozos. en el segundo y lercer 

lavado dejar en PBS-T dura.nt.e 5 .minutos e inmediat.ament.e 

•liminar y secar. 

7. - Preparar en un t.ubo Eppendorf ZSOµl de suero diluido 1: 20 y 
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colocar 20') µl de esta diluci6n en el primer po:o de cada 

columna. Hacer diluciones seriadas sobre la placa con PBS-T + 

glicina 5~. 

8.- Incubar por 1 hora a 37~C o toda la noche a 4•c. 

9.- Lavar lres veces con PBS-T y adicionar 150µ1 por po:o del 

conjugado anti-conejo en una dilución 1:3000 con PBST-glicina. 

10.-lncubar 1 hora a 37•C. 

12.-Lavar tres veces con PBST y adicionar el sustrato Capéndice 0) 

Los controles se indican en el siguientes esquema: 

Placa 1: Forrada con Ag 1 C7S) 

• 

Pozos de la hilera A - Incubados en presencia de anti geno y 
ant.isuero. 

Pozos de la hilera B - Incub.ildos en aucenc1.a de ant.lgeno y 
presencia da ant.1suero. 

Po:os de lo. hilera e - Incubados en ~:-esenei a de ant.igeno y 
ausencia de ant.1 suero. 

Pozos de la hilera D - Incubados ausenc1a de ant.1geno y 
ant.isuero. 

CEn t.odos los casos el ant.isuaro se utilizó en diluciones desde 

1:20 hasta 1:640) 

Placa 2: Forrada con Ag 2 C11S'.l. 

Los pozos que no llevan Ag se rorraron con PBS-T-glicina al 5Y.. 

69 



5. 6. PRUEBAS PARA DEMOSTRAR LA ESPECIFICIDAD DE TEJIDO 't ESTADO DE 

DESARROLLO POR INMUNODIFUSION DOBLE 

Fué muy imporlanle en este estudio tratar de comprobar que las 

prote1nas de reserva son tejido y estado espec1r1cas, es decir, 

que no se encuentran en n.ingon olro leJl.do de la planta y se 

presentan únicamente durante el desarrollo del embr16n para 

podtarlas considerar como marcadores bi oqui m1 cos de la 

embr1ogénes1s. Con este f1n, se hicieron pruebas de especificldad 

de t.ejido con los ext.ract.os de los t.e-jidos de la plant..l.: hoja, 

peciolo, t..allo, rai'Z y f'lor, y estado de desarrollo con los 

embriones som.al1cos y c1g6licos producidos durante sus respec~ivas 

cinéticas. Estas pruebas hicieron Po' la lé-cnica de 

im.nunod1fUs16n doble, utilizando ant.icuerpos especificos contr.a 

las prot.elnas de res9rva de semilla. 

5. 7. TRANSFERENCIA DE PROTEI NAS DEL GEL DE POLI ACRI LAICI DA-SDS A 

PAPEL DE NlTROCELULOSA E INICUNOOETECCION POR PEROXIDASA 

Las soluciones utilizadas se indican en el a~nd1ce E 
La metodolog1a que se siguió rue la siguiente: 

1. - t'na vez t•rm.inada la ••corrida .. del gel de pol1acr1lamida-SOS 

se colocó el gel en TBS lX por 5-15 minutos. al mismo tiempo 

que se humedecieron 6 hojas de papel filtro y las fibras en 

amortiguador de transferencia. 

2.- Se humedeció el PNC en agua destilada 

3. - La formación del "sandwich ... se realizó de la siguiente manera: 

c.) Se Colocó el gel sobre tres hoJas de papel filtro 

(humede-c1das), asegur.lndose que no hubiera burbujas 

alra~das entre el gel y el papel . 

...O Se colocó la unidad papel-gel sobre la fibra previamente 

humedecida. 

üiJ Sobre el gel se colocó el PNC, evitando el atraparru.ento deo 

burbujas. 

lv) Para completar el "sandwich'" se adosaron las otra.s tras 

hojas de papel filtro y en seguida la otra fibra, 

sobreponiendo en las partes laterales el soporte de 

plast.i.co. 
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4# - Se Colocó el --sandwich'" en la eamar-a. llena de otmort.iguador de 

t.rans!'erer":'c:ia ase-gur.\.ndose que el gel est.ubiera oriontado 

hacia el c~todo C-) y el PNC hacia el ~nodo C•). 

5. - Se tr.ansfirió a 250 tru.lia.n".per-s durant.e 3 horas o a 100 

m..i.liampers durante toda la noch&. 

~.- Term.i.n~ndo el li•~po de lransrerencia, se ~1"6 el gel con a~ul 

de Coomassie para verificar que la transrerencia se haya 

reali :~do. 

7.- Se paso el PNC con ayuda de pin~as a una charola con solución 

de bloqueo por 30 minutos en ag1~ac16n suave y cons~ante. 

B. - Se lavó tres vec•s con ~. cada lavado de 5 minutos cubriendo 

al PNC y se elimJ.n6 el exc•so de TBS. 

9.- Se agregó la solu~i6n del primer ligando Ab Csuero conejo o 7S 

y 11$) en una dilución 1:50 en soluci6n d• atnort..1guador de 

an~icuerpo. Se tapó y dejo incubar ~oda la noche. 

10. -Se enjuagó el PNC con TI'BS 1X dos o tres veces durant.e 5 

nu.nut.os cada uno. agiLando constan~ement•. 

•l segundo ligando Csuero de cabra anl1con&jo 

conjuga.do con peroxidasa), •n una d1luc16n 1:3000 c::on 

amortiguador de anticuerpo duran.le una hora •n agitación 

const..-nte. 

1a.-Se enjua96 el PHC dos veces de 5 m.i.nutos c•da una con TTBS y 

una vez con TBS. 

13. -Por 1.'.'ilt.imo. s• agr.-g6 el suslr•lo. se a9it6 y se observa.ron 

resultados. Una vez aparecidas las bandas enjuago con agua. 

5. a. PJU:PARACION DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE 

TRANSMISION 

?~ra el estudio ultraestructural se utiliza.ron embriones 

somaticos de 35 dla.s de d.,,_sa.rrollo y semJ.llas de la vé\riedad 

puebla 76. 

5.a.t. TRATAMIENTO PARA EMBRIONES SONATICOS 

Los embr-1ones selecciona.dos Cde 15 a 2:0), en eSl"J.do lorpedo 

fueron fijados en glutaraldehido al 1~ 9n amortiguador de fosfatos 

0,025 mM. y pH 6. 9 por- una hora a tempera.tura a.mbient.e, $19'9Uido 
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por glutaraldehido al 3"'~ en •l "~smo amortiguador por 2 horas. ~e 

lavaron lres veces en amortiguador de fosfatos y poster1ormen~e se 

llevó a cabo una post-fijación con ~•trOxido de osmio al 1~·' 

durante toda la noche a ¿•e se-guida de enjuagues en amortiguador. 

A continuación se llevó a cabo la deshidratación elanOllca con 

cambios de alcohol al eo, 70, 80, y 90Y., lres cambios de alcohol 

absolu~o y rinal1~ando con un cambio de óxido de propileno, cada 

camblo se realizó cada 15 au.nulos. 

Posteriorrr.enl• se llevo a cabo la infiltración resina 

Spurr--Oxido de propileno en la fcrma como se indica a continuación: 

Resina Spurr-Oxido de propileno 

1:1 4-6 horas 

3: 1 

pura 

pura 

Toda la noche 

4-e horas 

4-6 horas 

Por óllimo las muestras se polimerizaron a eo• C por 48 horas. 

Para la obtención d• corles se utilizó un ultramicrolomo 

CReicherl-Jung). Los cortes de 0.5 a 0.8 micrómetros se ut.ilizaron 

para microscopia óptica. Para microscopia •leclrOnica se 

obtuvieron corles da 100 a 200 A y se montaron en rejillas de 50 a 

100 hoyos. 

Para microscopia óp~ica los corles se t1f'ieron con azul de 

tolu1dina por 10-15 segundos. 

Para Jnlcroscop1a electrónica de lransmisión los cortes se 

contrastaron por 4 horas en uranilo y 3 m.lnut.os en plomo o 30 

mi nut.os en ur ani lo y 3 mi nut.os en plomo. 

L.as observaciones se realizaron en un microscopio eleetr6n1co 

de transmisión marca Jeol 2000 EX y en Zeiss EM Q, 

5. e. 2. TRATMUENTOS PARA EMBRIONES CIGOTICOS 

Se trabajo con semillas de alfalfa de eo d1as de desarrollo las 

cuales se lralaron de la siguiente manera: 
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Remojar las semillas en PO. 0.025 M pH G.8 durante 

3 horas para poder eliminar la tesla 

1 
O-lit.ar la tesla y separar los cotiledones con a)~da 

de pinzas y microscopio de disección. 

1 
coliled6n 

Glularaldehido 1~ con 
EGTA 50 mH por 1 hora 

Glutaraldehido 1Y. por 
1 hora. 

1 1 
Glut.araldehido 3~ con Glularaldehido 3Y. por 
EGTA 50 mH por 2 hrs 2 horas 

Celulasa 1% 
en manit.ol 
o. 4 M cao min) 

Enjuagar con PO. pH 6,8 
dos o lr•s vwces C30 m..in) 

Celulasa !5Y. 
•n manit.ol 
o.' M cao min) 

1 

Celulasa 1X 
en manit.ol 
o. 4 M cao min) 

1 

1 

~avar t.res veces 
con PO. 

Cel ul asa 5~' 
en manit.ol 
o. 4 M cao min) 

1 

Post.-fijaci6n con Os04 1Y. en PO. t.oda la noche 

1 
Lavar t.res veces 
con PO. 

Deshidrat.ac:i6n et.an6lica 
óXido de propileno 

1 
Infiltración y pc::>limerizaci6n 

en resina Spurr 

1 
Corles finos y semifinos para 

microscopia óptica y electrónica 

La celulasa se utilizó con la finalidad de hacer mas permeable 

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

6,1. SISTEMA DE CULTIVO DE TEJIDOS DE ALFALFA 

Los embriones som.i.t.icos utilizados •n est.e estudio fueron 

obl•nidos de peciolos de plantas de alfalra de la linea. A 70.34, 

que es una clona derivada d• la variedad comercial Reagenlander. 

Las planlas fueron cullivadas bajo condiciones de invernadero e Ln 

u(tro, siendo mantenidas bajo condiciones ~avorables. 

De acuerdo con el met.odo de cullivo, los peciolos crecieron en 

prese-ncia de los reguladores de crecimient.o y produjoron tejido 

calloso a los 14 dias después de la siembra, a los 19 dias, liempo 

en que se completaba la fase de inducciOn, los callos se 

Lra.nsfirieron al mismo medio, libre de regulador•s de crecimient.o. 

En este sequndo medio los. embrior1'3'S soma.t.1cos se desarrollan y 

maduran. 

Aunque el proceso de embriog6nesis no tiene slncronia, durante 

el des~rollo de los embriones se pueden obser-var poblaciones 

donde un determinado est.ado de desarrollo predomina sobre otros, en 

cult.ivos de 21 dias se enc:ont.ró una población muy grande de 

embriones en est.ado globular, a los 28 dias pr.ciominó la población 

da torpedo muy joven, a los 36 dias predominó •l est.ado t.orpedo 

maduro y a los 42 dias la mayoria de los embriones se encont.raba 

en una fase a la que se llamó cotiledonaria y que se caracler1z6 

por la apert.ura de los cotiledones y un inicio del desarrollo de 

la pl~nt.ula, cabe mencionar que los embriones somáticos no tienen 

un periodo de latencia como lo tiene la semilla que se produce en 

forma nat.ural, por lo t.anto una vez que han c:omplet.ado su fase de 

maduración, los embriones som.it.icos comienzan a desarrollar sus 

meristemos apicales y radiculares y dan origen a la planta 

completa, a est.o se debe que algunos autores como St..uart.. ~ ~ 

1005 llaman a este proceso .. conversi6n••, para diferenciarlo del 

proceso natural d• germinación que ocurre en la semilla. 



Para favorecer el desarrollo de las plantas, los embriones 

somá.t.icos dtt 42 dlas f'ueron r•scat.ados a un medio MS basal al 5Q};. 

donde se des:arrollaron lo-a ZNtrist.•mos: para d•r ori.9en :a. laso 

plant.as d~ alfal~a regeneradas. 

La g~rminación de los embriones fue del 60% a las dos semanas 

Las plA.nt.ulas regeneradas se mantuvieron 

dentro d• los recipientes •-magenta* por P9riodos de cuatro a seis 

se~nas par.l. ce:>mplelar la. germinaclón y dejar que- las pl.í.nt.ulas 

robust.eci•l"'an su sist.ema riildical lo m.t.s posible .ant.•s de ser 

transplantadas a aia.cetas. 

El sist.ema de produccion de embr-iones som4licos es un pr-oceso 

que ya estaba establecido •n el l~bor-alorio. sin embargo. dur-anle 

la primera fase de la realización de •s~a inves~igAcion se trabajo 

sobre •l .cultivo de tejidos haciendo var1as stembras con el fin de 

obtener embriones 111Aduros de buena calidad d6n~ro de los cuales s• 

s•l•cciora.ron los qu• presenlab&n mejor•s car-aclerislicas 

morfológicas •xt..•rnas para los estudios bioqu1núcos, inmunologicos 

y d• lfticroscop1a el.ctr6nica. Sobr• lodo, para los estudios de 

ult.ra•st.ruct.ura durante todas las siembras r••li:zadas. •• 

ident.i~icaron y atsl•ron los embriones mAs repres•ntalivos d• cada 

estado par~icular. para hac•r su fijación in~ial~ y 

posteriormttnl• su preparacion de acuerdo a la 11a1Jlodologia 

d•scri ta. 

6. 2. SEPARACIOH DE EMBRIONES SOMATICOS Y SEXULAES DE ACUERDO A SUS 

DIFERENTES ESTADOS DE DESARROLLO 

ColTQ este •s un estudio comparativo en~re el das.rrollo de los 

embr-iones som.Álicos y s•xu.ales en di<erenles fases de madurez, a 

'cont.i nuaci on se del.al 1 an los di rerent.es est.ad1os enc:on~rados: 

En ~l caso de los •mhriones solTl.ol~icos. una vez que se 

produjéron los embriones en el medio de desarrollo. s• 

s•leccion~~on los más representa~ivos eorrespondi•nt.es ~ las 

sigui•n~es fases: globular~ torP*clo jov•n. ~orpedo m..t..du~o y 

cot.iledonar, con poblaciones de •mbriones •n est.os •st.ados se 



hicieron los estudios bioquim.icos • inmunológicos. 

Con base en las observaciones morfológicas realizadas. se logró 

establecer analogia.s ent.re los diferentes estados de desarrollo 

homólogos •nt.re embriones somi.ticos y cig6ticos, con el objetivo 

de apoyar los estudios comparativos subsecuentes. Los resultados 

s• muestran en la t.a.bla. VI.1 

Tabla VI.J 

TIEMPOS DE HOMOLOGI"5 Elfl'lOE EMBRIONES CIGOTICOS y SOMA.neos 

FASES DE DESARROLLO EMBl1ION CIGOTICO EMB11ION SOMATICO 

Gl obular-coraz6n. 15 dias P. A. 21 d!as 

Torpedo joven 30 di as P. A. 28 di as 

Torpe-do m.a.duro 45 di as P. A. 35 di as 

Cot.i l eidonar ea di as P. A. 42 di as 

cabe aclarar que la fase de coru6n .so un estado muy riA.pido en 

&lftbos t.ipcs de embriones. lo que hace muy dificil el poder separar 

esta estado en forma independiente, por lo que en general siempre 

se detecta con rase globular. 

6. 3. EXTl1ACCION DE PROTEIN"5 DE RESERVA DE SEllILLA DE ALFALFA 

O.spu•s de repetidos intentos. siguiendo la rn.todologia descrita 

en la sección de materiales y ,,._todos, se separaron las proteinas 

de reserva 7S y 11s. las cuales fueron sometidas a ciclos 

repetidos d• precipitación isoel~trica, centrifugación y 

solubilización, pa..ra asegurar su limpieza. Los patrones de bandas 

de las protelnas purificadas obtenidos por elect.roforesis en gel 

de poliacrilanúda bajo condicionecs desnaluralizantes, se muestran 

•n la figura e.1 
La observación de est.a nos revela un patron de bandeo muy 

limpio. priA.ct.icament.e sin contaminación. la composición de las 

bandas •S muy similar a lo reportado •n la literatura por St.uart. 
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ru:_ *1_ 1'985; St.uart. y Nelsen 1088. dat.os ya mencionados en el 

capitulo de 1nlroducci6n. 

1..A. prot.eina 11S presenta dos familias de bandas. una de 28 a 31 

Kilodalt.ones y otra de 45 a 48 KD. St.uart !?h Al. 1985 reportan para 

esta proleina ba.ndas de 20, ZZ,, 39 y 47 KD. Las familias de bandas 

se deben k que estas proteinas son producto de familias de 

mult.igenes CHigg1ns 1984; Pernollet 1985; Kronchko 1988) con 

ltgeras diferencias e-n los pesos de los productos de expresión, 

cabe recordar que estos dos polipéptidos son sintetizados a ~rtir 

de un mensajero común que es procesado post t.raducc1onalmente 

CHiggins 1984; P•rnollet 1085:>. 

LA proteina 7S present..a grupos de bandas entre 34 y 43 KD. 

entre 53 y 57 KD. Para esta proteina se reportan bandas de 32, 

36, 52 y 59 KD en stuart., ~ tl 1ge5, su patrón de bandeo también 

es rnuy limpio, aunque se observa una ligera conta.rr.1naci6n en la 

p.arte inferior del gel; la lil•ratura report.a que esta proteina a 

ftW'nudo est.• ligeramente contaminada con una prot.eina de bajo peso 

molecular con coeficiente de sedimentación 1.5 S, que se encuentra 

en concfthlraciones muy bajas, consideraft'10.s que ~ra lo~ propósitos 

de 9'Ste estudio, el grado de pureza alcanzado es bastante 

aceptable, ya que si se produjeran anlicuerpos contra esta 

proteina. ta.rnbi•n result.aria interesante pro~r su presencia. en 

embriones so~ticos. en a.ras de este estudio de paralelismo 

bioqu1 mico. 

6. 4. CAAACTEIUZACION DE LOS ANTICUERPOS POLICLOMALES OBTENIDOS 

llEDI ANTE DI f"ERENTES ESQUEMAS 

Se siguieron tres diferentes esquemas de inmunización, 

descritos en la sf':fCc16n de materia.les y rnii&l.odos~ con el esquema 

No. 1 se obtuvieron seis ant.isueros diferentes, con el esquema 

Ho. 2 se obt.uvi.eron dos a.nlisueros diferent.•s y con el esquema 

No. 3 se produjeron cinco ant.1suaros. Se obtuvo un total de t.re-ce 

lotes de ant.isueros policlonales que hubo que cara.et.erizar por 

inmunodifusión doble. también conocido como 0-Jchterl.ony 
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inmunoelectroforesis en gel de agarosa. 

ESTA 
SAUR 

TFSfS no DEBE 
DE l.A NUaTECA 

Los result.ados de la espeocificidad que presenLaron los 

diferentes ant..isueros al reaccionar contra las prole1nas de 

reserva 7S y 11S, lanlo en condiciones nat.ivas, como 

desnaturalizadas, se muestran en las figuras 5.2-6.7 

El a.n•lisis de los resullados sugiere que la rut.a de 

inmunización y la dosis de adminislraci6n del anllgeno fiO fué un 

factor det.er~~nant.e en la obtenc16n de anticuerpos. ya que en los 

t. res esquemas hubo producción de ellos, sin embargo, 

independient.emenle del esquema. seguido, se observa gran 

heterogeneidad en la respuesta de los ant.1cuerpos hacia los 

diferentes anligenos, est.o se debe a que los ant.icuerpos son de 

tipo policlonal y que las prot.einas comparten regiones de 

homolog1a, por lo tanlo es muy comun encontrar reaccion•s 

cruzadas. En los anticuerpos policlonales exist.en grupos que 

son .specificos hacia varios ep1lopes. Esto hace necesario 

caracterizar un anticuerpo anles de poder emplearlo en est..udios 

posteriores. 

Un resu,_n de los r-sultados obtenidos duranl• la 

caracterización de lodos los ant..isueros producidos en los 

diferent.es esquemas probados, del ant.1geno inicial inyect.ado al 

conejo, el t.ipo de respuest.a obtenida •n las pruebas con proleina 

nat.iva. y deos.naturalizada y finalmente el t.ipo de especificidad 

encontrada despu6s d• las reacciones de inmunodifusi6n doble, 

inmunoelec~roforesis y ELISA se encuentra en la t.abla Vl.2 aunque 

rn.:..s adelant.e se analiza cada suero individualment.e. 

En la siguiente figura, se encuent.ra l& clav. de l u 

abreviat.uras ut.111 azadas. para facilit.ar el a.ni.lisis de las 

rot.ografias subs.cuenles: 

o o o o o m o o o o o o 
o p 

o o o o 
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TABLA Yl.Z RESPUESTA oc LOS DIFD:ENTCS ANTISUUOS OON'ff'.\ LA PROfEltA DE AeKRVA. 

PROTEltrilA 
PROTCINA 

ESQUE .. A AfillTISUEFIO fUTIVA DESNATURALIL ESPECIFICIDAD 
INYECTADA 

1, lis 15 "• ., 1, NAT. +++ - - - 15 NAT. 

+ 15 "• NAT. 
•2 "s ••t ++ + • - "• DES. 

1s "s •n 
A3 15 0[5. • • + • + + + 

1 1s "• 0[5. 

•• 115 DES. +++ + - - 15 115 fliAT. 

115 NAT. 

•• 15 DES. - + • - + + + 115 ocs. 

"• NAT. 

•• "5 DES. ·- + - + + "• ocs. . , 1, ocs . + - - - 1, NAt 

z 15 "s N.U. 
•2 "s ocs. .. .. • + + + • 1s "• ocs. 

e, 's OE5 + •• + 1, "s NAT. 

C2 "s ocs. • + +. 15 llg NAT. 

3 C3 &LOI. + • • 19 111 NAT. 

c. GLOB ++ + + 7s 115 ••t 
e, GLC>B. + + 1, "s NU, 

(-) AUSENCIA. DE PRECIPITADO 

1.i.1 CA.NTtDAD DE flttECIPITADO ... ANTI SUEROS OITENIDOS '°" EL l'llllKR UQUUOA 

l.· ANTISUEROS OBTENIDOS POR EL SCGUtCIO ESQUCMA 

C.· ANTISUEROS OITDUDOS POR El 1'[RCCR UQU[U 
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"9 - AnUQ•no. 

Ab - Ant.isuerO";. 

p - po:o cent.ral. 

e - carril 

m - muest.ra 

O. los ensayos con los cilr•r•nt.es ant.isuer-os, se det.errninaron 

aquellos que mostraron ~yor selectividad hacia. un det.errniando 

t.ipo de prot.eina: El suero .. Al... most.ró especif'icidad cont.r,¡. la 

prot.eina 7S nat.iva, · t.anlo por inmunodifusión doble, como por 

irununoel.ct.roforesis CFig. e.al. 
El suero .. A.a .. most.ró una. ident.idad parcial. con las prot.•inas 7S 

y 11S nat.ivas. est.o sugiere 4u• •Xislen det.erm.inant.es antig•ntcos 

COftl.P&&t.idos por- las dos CFig. e.3 B). sin embargo en condiciones 

desnaturalizadas CFig. e.3 0) hay recci6n •s~if'ica contra la 7S, 

est.o ha.e• pensar que el epi t.ope comlln era d• caract.er 

est.er.oqui mico. 

Result.a int.•resant.e hacer not.ar que, bajo la influencia de un 

ca.a.pe> el*<:t.rico y el erecto de la desnat.uralizac10n el antisuero 

.. Al... CF1Q. e. 3 f") es ca.paz de reconocer a la proteina 11S 

desnaturalizada. 

L.a. reacciOn de los ant.isueros .. M .. y ºM .. contra las mis~s 

proteinas Se puede observar en las fiQUt"&S e.. y 15, !5 

respec:t.iva .. nte. d•l a~lisis de los resultados se sugiere que en 

este caso la proleina 7S expone dos determinantes antigenicos. uno 

de ellos comp.artido con la 11S, los cuales son conservados despues 

de desnaturalizar la prot.eina. dando una reacción cruzada. CFig. 

e.• e y e y e. 5 ª'. 
En el an&lisis de la inmunoelectroforesis. usando prot.einas 

nativas y desnaturalizadas, se esperaba encontrar tr&s bandas, dos 

d• ellas correspondiendo a la 7S y una a la 11S, sin embargo bajo 

la acción del campo el~t.rico se modirica la exposición de sus 

det.erm.inantes CFig. 6.• 0). 

L.a prot.eina 7S al ser sometida a un campo el•ct.rico, expone 

sólo uno de sus determinantes ant.ig•nicos, el otro queda bloqueado 
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' 1 ··~3 
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Fieur• e. 2 
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1 2 
2 p 

2 
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' 

carae\.er1zac1on del •nt.iauero .. Al .. medianl• in.unodit'us16n doble 

C.:A y Bl • in9Un09lect.roror .. 1s ce. 

Todos los pozos Cp) y carriles Ce) cont.ienen Ab .. Aa ... 

A> 1 a O diluciones de prot.etna 7S nalt.va; 8) 1-75 nat.iva: z.­
llS nativa: C) i-7S nativa: d-115 nat.iva. 
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Figura 6. 3 

C&r.a.ct.erizaclon d•l anti.suero .. ~ .. por lnrnunodifusión doble CA-O> 
e inmuna.leet.roforesis CE y F>. 

Todos los po::os Cp) y los carriles (e) cont.iene-n Ab ... A2 .. 
A.) 1 a. 6 dilucion•s de prot.e1na. 115 nat.i.v&; 8) 1-75 nat.s.va; 2-
115 nat.iv.a.o C) 1 a 5 di.luciones de 115 desnat.ural.1zada.o O> 1-75 
desn.a.t.uralizada., 2-115 desnat.ura.llzada¡ E) .i-7S na.ti.va, d-115 
n.at.1va; F> 1-75 d•snat.ura.l.12.ada, d-115 desnat.ural1::ada. 
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F'igura "·' 

1 :z 6,-3 
5. 4 
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caraet.er1zac16n del ant.isuero ........ por 1nmunod1fus16n dobl• CA-C) 

• 1 nmunoel9Ct.rot'oresi s C 0) 
Los pozos Cp) y carril Ce) cont.ien•n Ab .. ._. ... 

A.) 1 a e diluciones de la prot.•ina 7S nat.1va; 9) l-7S na.liva; 

2-llS nativa; C) 1-75 desnat.ur•l1zada; 2-11s desnat.urali:t.ada; 

0) i-7S nativa; d-llS nativa. 
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A B 

Figura 6. 5 

....... ·.2 
2~·, 

1 2 

C.r-a.ct.•r1z.¡,ci6tl d•l antisuero "'A•'º por irimunodifusión doble CA y 

9) • inmuno.lect.roforesis CC). 
Los. pozos Cp) y carril Ce> cont.ien•n Ab .. A•º' 

A) 1 a 6 diluciones de la prot..etna ?S nativa; 8) 1-?S na.t.1va; 

2-11S n&liva; Cl i-?S l"l.at.iva; d-11S hativa. 



y no .-s reconocido por el ant.icuerpo. Lo misrnc> sucede con la 11S. 

cuyo det.errninanl• ant.igenico que<::ia. bloqueado. As1 sólo se observa 

una banda de pree1pit.ac16n.CFigs e.4 D y 6.5 C). 

Los sueros .. A.5.. y "Ad.. (Figuras e. e y 6. 7) aunque fueron 

obt.enidos contra diferentes prole1nas muestran un eomport.amiento 

semejante en cuanto a su especificidad. reaccionan con la prot.e1na 

115 en sus dos condiciones. descrim.inando a la protelna 75. de t.al 

manera que resulta un ant.isuero espeelfico cont.ra 115. 

El mismo t.ipo de an&lisis se realiz6 con los ant.isueros .. 9, .. y 

"Bz .. y los res:ult.ados obtenidos se resumen en la t.abla VI. a. El 

a.na.lisis de los anlisueros obtenidos por el t.recer esquema de 

inmunización se realizó •rf\Pleando la t.•cnica de EUSA. con el 

objeto de lener 11\&yores niveles de sensibilidad, los r.sult.ados se 

muest.ran en las figuras e. a y e. O. El an&llsis de los mismos 

nuevamente revela la heterogeneidad en el grado de *5P9Cif1cidad 

de un grupo de ant.icuerpos por un det.ernúnado ant.lgeno. Sin 

embargo en algunos casos fu6 evident.e una mayor .speclficldad de 

un ant.icuerpo h&cia un ant.lgeno en part.lcular. t.al como es el caso 

de los su•ros --C. .. y --C. .. , los cuales presentaron una mayor 

especificid.ad hacia la prot•ina 7S con respecto a los delft&s 

ant.igenos. 

Una vez caraelerlzados cad.a uno de los ant.isueros y analizando 

la t.abla VI.2 se puede decir que aunque en la m.ayoria de los casos 

existi6 h•t.erogen•idad en la respuesta de los anlisueros hacia los 

antigenos. Cu• •n el primer esqu•m.a donde se obtuvieron los sueros 

con mayor especificidad. corno es el caso del suero "At" qu• es 

espeoc.1f1co para la prol•lna 7S nat.iva, y los sueros ••J¡,s•• y "M .. 

que son especificos para la protelna 11S nat.iva o desnaturalizada. 

En el tercer esquema se presentó una ~nor espe-cificidad hacia un 

antlgeno en parlicular. pero fu6 en esle esqu•ma en el que hubo un 

mayor lit.ulo con respecto a los ot.ros esquernAS, entre los cuales 

se pue.Cen ~ncionar los sueros º"C•" y "C. .. que fueron los que 

pr•s•nlaron un mayor litulo y especificidad. 
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e D 

F'igura 6.6 

Car.acterizac:16n del anti suero .. A-f!, .. por inmunodifustOn doble C A-0) 
• inmunoel.etrofor•sis CE:). 

Todos los poz~ Cp) y el carril Ce) contienen Ab .. A!J .. 
A::J 1 a 6 diluc1on•s d• prol•in.a 11S nat.tva; 8) 1-7S nativa. 
2-llS nativa.; C) 1 a 6 diluc:1ones d• proleina 11S desnaturali­
zada; 0) 1-7S desnaturalizad.a. 2-115 desnaturalizada; EJ .t-7S 
nat.i va. d-1 lS nat.i va. 
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F'ic;ur-a e. 7 

Caract.erizacion del ant.isuer-o ºAo'" por inmunodifusion doble CA-C). 

Los pozos Cp) cont.ienen Ab .. Ad .. 

A) 1 a 6 diluciones de prot.elna 11S nativa; 8) 1-7S nat.iva. 

2-11S nat.lva; C') l-7S desna.t.uralizada, 2-115 d•snat.uralizada.. 
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Figura 6. B 
Respuesla de los an~isueros obtenidos en el lercer esque~ de 

inrnnuni2a.ct'ón, probados con la. prot.eina. 7S por la. t..knica. deo 

ELISA. 
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Figura C5.9 

Respues~a de los ~ntisueros oblenidos en el lercer esquema de 

inmtJnizac16n, proba.dos cont.ra prot.elna. 11S por la t.écnica d• 

EL.ISA. 



15. 5. ~TADOS DE LA ESPECIFICIDAD DE TEJIDO EN LA SINTESIS DE 

LAS PROT~INAS DE RESERVA 

Para poder hacer una comparación ent.re el grado de paralelismo 

que exist.e ent.re un embr10n somi.t.ico y uno cig6t.1co en est.a.dos 

homólogos de d•sarrollo a. niveles fisiológicos y bioqu1micos, 

r•sult.a necesario buscar marcadores bioquirnicos de embriog•nesis, 

est.o significa: buscar ciertos compuest.os que sólo sean 

sint.et.izados o producidos durante •l proceso de embriog6nas1s y en 

ningtln et.ro monmnt.o durante el ciclo de vida de la plant.a, es 

decir. est.os compuest.os sólos• deben •ncont.rar en el embrión y en 

ningOn et.ro t.ejido d• la planta, ade~s sólo puedan ser 

sint.•t.izados durant.e la g•nesis del mismo. 

St.uart. y colaboradores 1085 t.ambien sugirieron desarrollar un 

criterio ~s bioquimico para poder conocer el grado de paralelismo 

que ex.iste entre los dos sist.emas y propucieron a las proleinas de 

reserva como excelenles marcadores bioquimicos. 

Esto ga.rant.iza que. si eslos compuestos que son alt.ament.e 

espeeificos del proceso d• embriogénesis. son encontrados en los 

embriones so~licos, seria clara la evidencia de un ciert.o 

grado de paralelismo entre los dos procesos. 

Los resultados de la cantidad de proleina que hay en los 

diferent.es l•Jidos se muestra en la labla VI. 3. Los result.ados 

reportados son un protn9dio de t.res ext.racciones realizadas en 

forma irdependienle de los di~erentes tejidos. 

En la t.abla. VI.4, se reportan los valores de las constantes de 

las curvas de calibración obt.enidas para cada ext.racción. Las 

curvas se a.Justaron por el met.odo de minimos cuadrados, también se 

report.a el coeficient.e de correlación obt.enido para. cada caso. 

Del anAlisis de la tabla Vl.3, se puede discutir que la semilla 

es el órgano de la plant.a que acumula mayor cantidad de proteina, 

cabe .aclarar que los valores reportados lant.o en peso seco como 

por peso fresco. corresponden a la cantidad de proteína soluble 

extra.ida del tejido correspondiente. en el caso particular de la 

s•m!lla. la proleina se encuentra allAinent• empaquetada dentro d• 
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Tabla vt.3 CAllTIDAD DE Pl10TEINA EN 1-0S DIF'ERENTI:S TEJIDOS QUE 

CONFORMAN 1-A Pl..ANTA DE Al.FAl..FA 

TIPO mg DE PROTE:INA TOTAl..I' mg DE PROTEINW REl..ACION 
DE gr DE TEJIDO gr DE TEJIDO Al.B•Gl..OB 
TC:JIDO FRESx::O SECO 

S.ndlla 161.Z 1343. 33 ª' 1 Ra1% 3.60 4.00 3, 1 
Tallo 3.16 4.20 3, 1 
Hoja 5.08 6.77 3, 1 
P9Ciolo 3.10 4.14 4, 1 

7S ae.5 Z37.5 
115 25.05 208. 7?S 

Tabla VI. 4 CONSTANTES DE 1-AS CURVAS DE CAUBRACION DE CADA 

EXTRACCION 

CURVA PEllDIENTE ORDENADA Al- ORIGEN COE:F'ICIEllTC: DE 
CIV Cb) CORRELACIOO 

1 0.010 0.071 O.Q"9 
a 0.006 0.053 o,gge 
3 0.010 0.071 O.SQ7 

los cuerpos prot.eicos de los cct.iledones. es por esto que su 

exl.racc16n, a pes.ar de que se usan en repet.idas ocacion.s las 

mismas soluciones amort.iguadoras. la solubilidad de est.as no 

result..a ser de manera com;::>l•t.a. Para el caso de los t..ejido!i, la 

cant.idad de agua que tienen es mayor. la cant.idad de prot.eina 

menor y est..a se encuent.ra mucho :nenos empaquet..ada. por lo que la 

eficiencia de extracción es ma.yor. 

Sin embargo, aun t.om..ando en cuent.a. est.a car.act.erislica de las 

eficiencias de ext.racci6n de la prot.eina dent.ro del t.ejido, se 

observa que es en el ernbr16n donde se acumula mayor canl.idad de 
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prot.e1n--.. b~t.ant.e mas que en otros tejidos, el tejido que le 

sic¡;ue, siendoºconsider.ablement.e menor la cantidad en la hoja. 

0.rbyshire !t!r. al 1976 menciona que en prom&dio, el porcentaje 

de prot.elna.s en semillas de leguminosas es del 20-25~ de materia 

s&ea, y en contraste, un órgano veg•tat.ivo t.1pico, tal corr.o es el 

caso de la hoja t.i•n• solo del 3 a 5~. 

Tradicionalmente la alfalra ha sido ramosa por su alta cantidad 

d• protelna de buena ca.lidad que tiene en sus parles verdes. de 

hecho por est--. razon es t.an usada como forrajera, gran porcentaje 

de •sla. prot.eina que se encuentra en la hoja, correspondo a la 

Rubisco CKung, S.0.1063), que as la enzima responsable de la 

tij--.ción del bióxido de carbono en todas las plantas 

totosi nt.•tic.as. 

Los dem.A.s tejidos de lit plant.& presenl.an las cantidades de 

prot.eina reportadas en la tabla. Oel anAlisis de la m.isma se 

observa que para el e.aso de l.a senúll.a., l.a relaciOn 

album.ina/globulin.a es de 2:1, m.ientras que en el caso de los detn.As 

tejidos, la relación es mayor, est.o quiere decir que la fracción 

de albt:'lm.inas predomina en la mayor parte ~e los tejidos de la 

planta. Hay que reocordar que todas las enzimas de las rutas 

met.abólic.as respons.ables de las actividades de l.a planta. se 

encuentran en .sta rr.acción. CKronchko y Bewley, :989). 

6. 6. ESTUDIO IllM\JNOl.OGICO DE ESPECIFICIDAD DE TEJIDO Y DE ESTADO 

DE DESARRol.LO 

Con los ant.i sueros producidos y car.a.eterizada su 

especificidad, y una vez •Xlraidas y cuantificadas las proteinas 

de los diferentes tejidos de la planta: rai:, lallo. hoja, 

peciolo, rlor completa, pélalos, columna eslaminal y embrión 

cigótico maduro, se realizaron pruebas de reconocimiento ant!geno 

anticuerpo con antisueros obtenidos para proteinas de reserva 

contra las proteinas aisladas de los diferentes tejidos de la 

planta y observar la especificidad de la reacción. 

Partiendo de la base de que en los resul lados anteriores los 
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antisueros probados, daban respuesta clara y bién definida contra 

las prot.einas de rr.ierva extraidas de semilla. Como primera rase 

se probó si ha.bia o no reconocimient.o entre est.os ant.isueros y 

los extractos de prole1na obt.enidos de los diferent.es tejidos, 

tnediant.e inmunodifusi6n doble. En las figuras 6.10 y 6.11 se 

observa que r.;tos mismos anlisueros no son capaces de reconocer a 

ningün tipo de delerminant.e antigénico de las proleinas ext.raidas 

de los diferentes tejidos que conforman la plant.a, la Onica banda 

de reconocirnie~lo que se presenta es la del control de semilla que 

se encuentra en los pozos marcados con .. 5 .. y •• 6 ... Cabe mencionar, 

que existe una ligera banda de precipitación entre el antisuero y 

las globulina.s de riaiz. F'igura 6.10 pozo .. 4", esto pueda deberse 

a que la 7S es una glucoproleina y qua en la raiz hay 

glu~oproteinas del tipo de las lect.inas cuya proporción de 

oligosaridos puede ser similiar a los oligosacaridos de la proteina 

7S, a esto puede deberse el ligero reconocimJ.ento que se presenta 

con los ant.isueros. 

En la figura e.12 se presentan los patrones de bandeo obtenidos 

en geles de poliacrilamida, bajo condieion-s desnat.uralizanles, de 

los extractos proteicos de: 1) albOminas de: hoja. J)9Ciolo. tallo. 

ratz. flor complela y columna est.a.minal, y 2.) Globulinas de: hoja, 

peciolo, lallo. raiz. flor compl•t.a. y columna eslam.inal. Los geles 

ti•nen como control el pat.r6n de bandeo de la semilla y los 

marcadores de peso molecular. 

De la obser""vac16n de estos geles se puede concluir que •l 

palrón de bandee que presentan lodos los tejidos, es muy diferente 

al pa.t.rón que presenla la semilla. como es de esperar, s• 

encuenlran bandas que tienen pesos moleculares similares. pero por . 
los patrones de b.a.ndeo que present.an, corresponden a proleinas 

diferentes. 

Lo anterior coincide con lo reporta.do por Crounch y Sussex en 

1089 para Bra.ss(ca napus y por Criossant. Y Bopp en 1Q88 para 

SlncpLs alba, en donde se menciona que las proleinas d• reserva. 

solo son toriaACU.s en los embriones y est~n ausentes en los demAs 
tejidos. 



Figura 0.10 

Prueba de expresión especifica de las prot.einas de reserva •n 

d1 rerent..s t.•jidos. 

Los pozos Cp) c:ont.i•n•n Ab .. A.a". 

A) Albüm.1nas de: 1-hoja. 2-peciolo. 3-t..allo. 4-ral:. 5-s•milla; 

B> Globulinas de: 1-hoja. 2-peciolo, 3-t.allo. 4-ral:, e-.enulla 
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Prueba de expresión especlf1c& de l•s prot.•inas d• reserva de 

f"lor. 

Los pozos Cp) eonli•n•n Ab "A.a". 

A) A.l bUJM nas de: 1 -col umn.a est.am.1 nal , 2-p6lal os. 3-f l or • 

5-s•nu.lla: B)Globulinas de: 1-columna est.aminal. 2-p6t.alos. 

3-flor completa. 
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Figura 6. 12 

Palrón eleet.rofor•t.1co d• proleina.s de los diferentes l•Jidos que 

conforman la plant.a. 

A) 1 y 2: Alb. y Glob. de hoja. 3 y 4: Alb. y Glob. de peciolo. 

!S y e: Alb. y Glob. de la.lle, 7 y 9: Alb. ) Glob. de raiz, O: 

1n&rC&(lores; 8) Globulinas de: 1-hoja., 2-peeiolo, 3-t..a.llo, 

4-ra.1:, 5-semllla, 6-115, 7-7S, 9-ma.rcadoreso O 1-ma.rcado1•es, 

Albúminas de: 2-columna. est.amJ.nal, 6-~t.a.los. 7-flor completa. 
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Los p.atrones de bandeo caracterizados d• los geles, sa lomaron 

como basa par~ correr nuevos g•las, los cuales s• t.ransriri•ron a 

papel de nJlrocelulosa y luego se realizó con estos una inmuno­

det.cción usando los anlisuaros que se t~nian caracterizados. S& 
se19'Ccionaron los sueros .. Ce" y •·e•"' correspondientes al tercer 

esquema, ca~ a.el arar que no !"u• el esquema que presenlO ft'ltlycr 

esp.tcJf'icJ.dad pero una da las razones por las cuales se utili:z6 

estos lot.•s !'u• que los del primer esquema. resultaron 

insu!'iciant.e-s para realizar todas las pruebas necesarias y dentro 

del t.ercar .squem.a. aslos ruaron los sueros que presentaron mayor 

grado de aspeciricidad y titulo. En la !'!gura e.13 ••muestran las 

t.rast"erencias en papel de nitrocelulosa correspondientes al 

estudio de •s~ificidad de tejido, del an•lisis da los resultados 

se pueda deducir que las bandas de reeonocimiant.o da Jos 

anlisuaros con las proleinas separadas en al papel. ruaron muy 

escasas. a pesar de qua asta l~nica tiene .alta sensibilidad y 

'!'Specif'icid&d. 

En algunos casos existió reacción cruzasa, asto es normal 

considerando qua se trabaja con antisuaros pol iclonalas y con 

axt.ractos complat.os de los diferentes tejidos, sin embargo al 

grado da reconocim.1.•nto en todas las bandas del patrón de semilla 

-s •uy direranl• Al escaso r.:onocimi•nto con otros lajidos. 

Aceptando la posibilidad de que un antisuaro dado tiene al 

potencial par.a reaccionar con mA.s de una prot•ina cuando tales 

protein.a.s lienen algCn epitope en común. un suero no puede ser 

entaramenla de 100% de especificidad. MClliples bandas pueden ser 

sólo parcialmente explicadas por el ractor que el tratamiento con 

S'DS causa la desnaluralizaci6n de prote!nas. originando que 

algunas reacciones cruzadas o uniones no especlficas puedan 

tarnbi•n ocurrir CCohn y Mitchel 1086). 

Del estudio de especirtcidad de tejido hecho por inmunodifus!On 

dobla en placas da agarosa. por caracterización de los patronas de 

bandeo en geles de poliacril.utúd.a y por inmunodetec:cJón en papel 

d• nitrocelulosa, se puede concluir que las prot.e1nas de reserva 
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Inm.unodet.ecc16n •n papel d• nilroc•lulos& de las prot.einas d• 
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son sintetizadas únieament.a duranl• el proceso de •mbriog6nesis. Y 
que no apArec•n en ningUn otro l•Jido de la planta. ni en ninguna 

otra fase de desarrollo. ni siquiera en la rlor eompl•t• o •n la 

columna eslaminal, es decir. son especificas del l•Jido y tambi•n 

del estado de des&rrollo de la planta. Dalos sim.ilar•s son 

l"'eporlados por Crouch y SUss•x (1981) para Br(U's(ca napld y por 

Croisant y Bopp C1Q88) parA Si7'Ul.pLs alba. 

6, 7. ESTUDIO INllUMOLOGICO DE LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS DE 

RESERVA EN EMBRIONES SOKATICOS 

La condición ya d•most.rada. de que las protein&!ii d• f"•serva 

sea.n especit"ieas de tejido y de est.a.do d• desarrallo, las hac•n 

rnuy bu•nos marcadores biqulrnicos de la •mbriog•n•sis. ya qu• son 

productos qu• sólo se producen durante este pl"oceso. que se 

acu~ulan en gr~ndes cantidades y que son •1 producto final d• una 

serte d• genr.e que esl•n regulados por proc•sos de direrenciación 

y desarrollo. 

Result.a import..ant..• analt:zar~ ccn est.os mismos M-lodos d• a.lt.a 

especiCicidad y sensibilidad, uliliza.ndo lotes d• antisueros 

a.lt.amant.e s•lect.ivos. si est.as prot•inas son sint•t.i-z.adas •n los 

embrton•s so""t.icos que se obtienen por cultivo de ~ejidos. 

En l.as tiguras 6.14 y e.16 se muest..r-.an los esotudios de doble 

difus1.6n hechos con ext..ract.os de embriones somAticos, 

desarrolla.dos ha.jo dJ.ferentes condiciones. S. muest..r-an los 

result.a.dos 

som.t.l!cos des;arroll¡¡ados en medio con requladores de creeimient.o 

Caux.inas y ci t.ocinina.s) CFig. 6.14 9). de em.brion~ som.lticos 

desarrollados en tt.adio sin reguladores CFig. 6.15 B:>. O. esta 

primera fa.se se pu.-de discutir que cuando los embriones se 

desa.rrollan en ausencia de r~uladores. si son capaces de 

st nleliza.r a. las prot.•ina.s: de reserva, sil'\ •mb.argo. cuando se 

desarrollan con los reguladores, la sinlesis de estas prot.einas s• 

ve disminuid~. es por esto que en el sislem.a de obtención de 

embriones som4ticos por cultivo d• lejidos se emplea un proloc:olo 

d• dos medios. con el objeto d• incrementar la calida.d de los 
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Figura 6. 14 
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ExpresiOn de pro• .. einas d• rese-:-va d• embriones so~t1cos. 
producidos. b•JO difer•nles eond1c1ones de des•rrollo en pr•s•nc1a 
d• r9'g'U1Ador•s de cr•c1nuento. 

Todos los pozos l c:ont.ienen Ab ''AA•• y los po~os 2 Ab ºA!t ... 
A) p-globulin•S de c~llo; 8:> p-9lobt.tl1n.a.s de •mbr1ones som.lticos 
O p-globul1n0&s. de embr1ont;ts so~l1cos d•sa.rrollados en 
eond1c:J.on•s de- obscurid.a.d• D.l p-globul in.as de embriones 
so"1A.t..lcos de-s.arrollados en presencia. d• ASA; E) p--;lobul1na.s d• 
embriones somat.1eos des.arrolla.dos ffn presene1a de PEG. 
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embriones producidos en terminos da estructuras m.is normales y de 

s1ntes1s de m.lterial de reserva, el protocolo establecido consiste 

de dos medios, el de inducción, donde se siembran los peciolos en 

contacto con los reguladores de cr&e1m.ient.o durante dieciocho 

d1as, y el de desarrollo, donde los callos obtenidos durante estos 

18 d1as, son t.ransport.a.dos a un medio libre de reguladores para 

favorecer el desarrollo de embriones de mejor calidad. 

En estudios subsecuentes se hicieron pequenas manipulaciones al 

medio de desarrollo, con el objeto de ver si estas variaciones 

t.enian algún efecto sobre la sintesis de las proleinas de reserva 

en los embrionlfJS som.a.t.icos, estas fueron: desarrollar los embriones 

en oscuridad, utilizar un inductor del est.res hidrico como el 

polietilanglicol CPEG.). en al medio de desarrollo poner tt\anitol 

como sust.it.uyenle de una part.e de la sacarosa. 

Los resultados da est.os est.udios se muestran en las figuras 

C0.14 C-E) y C0.15 C-E). De la observación de las placas se deduce 

que hay un ligero aumento en la sintasis de proteinas de reserva 

en embriones som.iticos desarrollados en ausencia de luz, en 

presencia de PEG y en pr-sencia de m.anit..ol, siempre y cuando no 

haya reguladores d• crecirn.ienlo en el medio, las dem.&.s 

manipulaciones parecen no t..ener un efecto a. nivel cualiat.ivo, 

aunque podr1a.n influir sobre la calidad de prole1na que es 

sint.et..izada por los embriones so~t..icos. 

Sung ~ !..!.· • iQ83 en Pena 1088 menciona al respecto que uno de 

los factores que limit.an la obt.enci6n de embriones sorn!.ticos de 

alta calidad, es la continua acción de los reguladores de 

crecirnienl.o Cprincipalment..e el 2,4-0), durant.e el desarrollo de 

los ernbriones somáticos. Una vez que el proceso embr1oq6nico se ha 

disparado, la acci6n del 2.4-0 puede redundar en la obtención de 

embriones anormales. alta asincronia y en algunas es¡::MPcies. 

inhibir el desarrollo embrionario menos qua se elimine o 

disminuya la concentración de auXina en el medio de cult.ivo. 

Fischer ~ il_.. 1997 demosl.raron para Scn.apsis alba. L.. que 

lrat.amienl.os con ~cido abscislco CABAJ y et.ras condiciones de 

103 



st.ress. ~alas com;:, la disminución del contenido de humedad. pue-de 

est.imular a los embriones para continuar o para reanudar al 

slnlesis de prot.eina de reserva. 

Crouch y SUssex C1G81) por su part.e sugieren qua el ácido 

absctsico CASA:> o una alla presión osmOlica t.ambi•n inhiben la 

germinación preces. 

En la figura 5.16 se encuenlra el palrón de bandeo de los 

ext.raclcs de proleina de embriones sotr\At.icos y cigólicos y como 

cent.rol. los pal.rones de bandeo de las prolelnas 7S y 11S 

purificadas. Es imporlant.e hacer not.ar que en •st.e gel los 

pal.rones de bandeo de los dos embriones. son ext.remadamenle 

similares. se idenlifican las bandas de las prol•lnas de reserva, 

aunque evident.emenle eslas se encuenlran en niveles mucho m.1s 

bajos que en los embrion•s cigólicos. 

St.ua.rt. !1i. ~. 1!iil98 para H.-díc~o satíua L. y Crouch. 1Q82 para 

Bra.ssíca ne.pus repor-lan qua en embriones soMlicos bajo las 

mejor-es condiciones. ~ximo expresan solo una décima parle de los 

niveles de prot.e1na de r.serva d• la semilla. 

En la figura 6.17 se observan los resullados de los est.udios de 

lransferencia a papel de nit.rocelulosa e 1nmunodelecc16n d• los 

pat.rones de globulinas en embriones soin6.t.1cos en diferentes 

est.ados de desarrollo: globular-corazón. torpedo joven, lorpedo 

maduro y coliledonar. lambi•n est.an las proleinas del callo. en 

esla transferencia se pu..cle observar la reacción cruzada que todas 

las band~s del patrón t.uvieron con los ant.isueros especificos de 

la semilla. 

Los resultados obt.enidos por inmunodet.ecciOn concuerdan con los 

pat.rones de bandeo obt.enidos •n los geles, lo que demuest.ra que 

las prot.einas de rese~va son sint.elizadas en los embriones 

so~licos, pero que no se acumulan en los núsrnos niveles. ade~s 

resulta muy inleresanle recalcar que la expresión de las prot.einas 

de reserva en somi.t.icos ocurre desde fases muy t.ernpranas en el 

desarrollo • ya que desde el estado corazón-globular. tu• posible 
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Figura e.1e 
Palrón de bandeo de las prol•lnas d• reserva en gel de 

pol 1aer11 ala! da-SDS. 

1-7S; 2-11S; 3-Glob. de sern.1lla; '-Glob. de embrión solftAlico. 
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Ftgur.:a e;.17 

I nmunod&t eec 1 6n en ~~1 de nit.roc::elulosa d• pro~eln~s de 

reset-va. d~ ef'l\br1ones. som..it..icos en dif"erent..s est..a.dos d• d•sarro1lo 

1-c.Jl lo; 2-cora::on 9lobul ar; 3-torpedo joven; 4-t.orp&do rn.aduro; 

5- cot .i le-den.ar. 
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det.ecl.a.r bandas de r.-conoc:1m.ient..o. 

Por ot.ro la.do •n la. figura !5. ?.8 t.am.blén se puede observ•r por 

inmunodetección cual rué la respu•s~a de los embriones sorülicos 

al ser desar-rollados ttn condiciones de obscuridad y de 

fotoperiodo. Se pU•de observar que en los embriones desarrollados 

en condiciones d• fotoperiodo hay una degradación de las 

pr otai nas del di a 39 al di a. 42. y no hay una .acumul ac i 6n como 

ocurre en los embriones c1g6t..icos. En aquellos embriones 

desarrollados en condiciones de obscur1dad es not..orio que al 

llegar al dia 42 aun pueden ser reconocidas la4 prot.'Elinas de 

reserva, lo que nos indic~ que bajo est.as condiciones las 

pro~einas tardan mas tiempo en ser degradadas. 

15. B ESTUDIO CONPJ.JU.TIYO DE LA EXPRE:SION DE LAS PROTEINAS DE 

RESERVA DIJRAHTE LA OHTOGENI A DE ENBRI ONES SOMA TI cos y cr C".OTI cos 

Una vez de-most.rac:U. la 1Pxpresiór. de las prote1nas de reserva en 

embriones som.i.ticos se procedió a es~udiar en que momen~o empiezan 

estas a sinleli%ars• lanlo en los embriones cig6t.icos corno en los 

so~t.icos, con •1 objelo d• que esle fuera un estudio comparativo 

s~ siguieron las C1nélicas de expresión en esl~dos homólogos de 

desarrolla. 1-& s•lecciOn de estados homólogos ya ha sido discul.ida 

en las priln*ras s.cciones de esl.e capilulo. 

Los resultados d• •sle estudio co~paralivo a nivel de 

inmunodirusiOn doble. se encuent.ra en la Ci9ura 6.lQ, el análisis 

de la. misma nos dice que las prot.einas col?\ien%an primer-o a ser­

det..ectadas en la f"rac.ción de AlbámJ.nas desde los dlas 30 en los: 

embriones cigól.icos y desde el dia 21 en som.il.icos. CB.ZO S). 1.-:t 

fracciOn de globulinas se detec~a un poco más t.arde. lo que indica 

que de-spvés de su si nt.esi.s ocurre un proceso de empaquetam.1.enl.o. 

lo que las ha.ce aparec:er en lA fr.a.cciOn de globulinas. 

En la figur~ 6.20 se observan los pa~rones de b4ndé0 obtenidos 

en geles de poliacrilam.ida para las c.inét.icas de desarrollo de 

embrion•s somAt.icos y cigOticos, de las: obs•rva.ciones de est.os 

geles se puttd• de-ducir qu• 1~ sint.esis de las protelnas de rwserv~ 
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Figura e.18 

Inmunodel.ecci6n en papel d• nil.rocelulosa de prol•inas d• reserva 

•n embriones soÑl.icos desarrollados en diferent.es condiciones: 

Al Embriones soÑ.t.icos d9Sarrollados •n condiciones de 

fot.operiodo: 

1-l.orpi9do joven 39 di.as: torpedo 11\aduro 3Q dias; 3-t.orpedo 

joven 4?. dias; 4-lorpedo maduro 42 dias; e-torpedo t.ardio 42 

di as. 
8) Embriones som.\licos desat.rrollados en condicionies de 

obscuridad: 

1-t.orP9'do joven 39 dias; 2-lorpedo maduro 39 di.as; 3-t.orpe<So 

joven 42 di&Sf 4-t.orpedo 111.aduro 42 dias. 5-l.orpedo t.ardio 42 

di as. 
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Figura e.10 
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E>epr•s10n d• las prot.e1nas d• reserva durant.• la ont.og•nia del 
•m.brión cJ.gót.J.co 

L.os po:os Cp) conU•n•n Ab "Aa .. 
A.) A.lb. de •mbr1ót1 cigólico d•: 1-15 d1as• 2-30 di.as; B) 
Glob. d• 1-15 dias, 2- 30 dí.aso C) Alb. de t-45 di.as.. 2-eo 
di.a.s; OJ Glob. d• 1-45 d1as. 2-60 diA.s, 
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es un proceso precoz en embriones somáticos, en estos la expresión 

se det.ect.a desde tases muy tempranas en el desarrollo, pero 

también ocurre un f'uerte recambio, ya que en estado cotiledonar 

hay una dimuniciün de las bandas de estas proteinas, lo que 

sugiere una sinlesis muy temprana y una degradación muy r•pida. 

CF'ig. 6. 20 8). 
En el caso de los embriones cig6t.icos, CB. 20 A) a sintesis de 

las proteinas de reserva comienza en una f'.ase ~s tardia del 

desarrollo de los mismos, hasta el estado de torpedo joven, que es 

donde los cotiledones comienzan a crecer, est.o ocur-re entre los 

di as 15 y 30 post. antesi s, sin embargo, en esta caso no hay 

recambio y las proteinas comienz.a.n acumular se an l C?S 

cotiledones. El estado eot.iledonar Ca los 45 dias) en embriones 

cigOt.ieos se c.a.raet.eriza por tenor altos niveles de prot.eina de 

reserva al lamente empaquet.ada, esta •s una diferencia 

significativa en las onlogenias, mient.ras que los embriones 

cig6t.icos acumulan, los embriones somá..t.icos degradan, esto puede 

deberse en parle a las condiciones de desarrollo in vitro y en el 

medio ambiemt.• natural, son muy diferentes. 

En la figura 6.21 se encuentran los result.ados de los estudios 

de inmunodet.ecci6n en papel de nitrocelulosa para la ontogenia de 

los dos tipos de· embriones, los resultados confirman lo que ya ha 

sido discutido para los patrones de bandeo de los geles. 

En esle caso, el est.udio inmunológico de la expresión de la 

prot.einas de reserva en eJnl::>riones cigóticos abarca desde la 

f"ormaciOn de la f'lor, el aislamiento de la columna estaminal y 

los extractos de 15, 30, 45 y 60 dias post anl•sis, como controles 

se encuentran los patrones de semilla y ernbrión sornA.lico. 

Por lo tanto, se puede resumir. que las proleinas de reserva si 

son sint..etizadas en los embriones som.ilicos si estos se 

desarrollan en un medio libre da reguladores d• crecimiento. que 

su expresión se inicia desde elap&s muy tempranas del desarrollo, 

a dif"arencia de los embriones cigólicos, donde la sint.esis se 

inicia Ns t.ardiamenle, que los niv.-l•s de acumulaci6n son muy 
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Figura 6.21 

lnnrunodeleccion en ~pel de nitrocelulosa ~ las prot.einas de 
rtlr!:erva producid.a.s por •Jftbriones cigOt..icos y embrion .. soNt..1cos 

sus resp.a<:tiV3s cin•tica.s 69 de>sarrollo. 
A.) C1netiea d• •mbriones ci~6t.icos: 

1-mArcador•s; Globulinas et.: 2-flor ca.¡plet.a. 
4.-col.umna eslarrúnal; eftlbriones cig6t.icos de: 
tS-30 dlas. 7-4'3 di.as, e-eo dias. o-seailla. 
~Om.\l LCO. 

8) C1n•t1ca d• ttmbrion" so .. t.icos: 

3-pitlalos, 
9-19 di.as, 
10-.Wlbr 1 ón 

Globullnas de: 1-callo de 21 dlas. 2-fracci6n densa 27 dlas. 
~-globul..lr-cora:on de 30 dlas, 4-t.orpedo joven 33 dlas. 
5-lorpMo maduro 36 dias, e-cot.11.-donar joven 3Q dlas. 
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bajos y que est.as proleinas eslán sujetas a gran recambio en 

embriones ~on\i.ticos. los cuales. evidentemente no estan en 

latencia. otra diferencia. significativa ya que los embriones 

cigOt.icos si entran en latencia y acumulan las proteinas de 

reserva como bloque de ni tr6geno 

ger-m.in&ción. 

utilizar- durante la 

Resulta muy int.eresant.e. dadas estas direrencias bioquirn.icas 

encont.ra.das durante este &Studic. el hacer estudios comparativos a 

nivel da microscopia. óptica y electrónica par-a ver si la 

ult.r-ar.¡t.ruct.ura apoya lo que la bioquimica y la inmunologia nos 

sugier•n a.cer-ca de las semejanzas y las diferencias ent.re la. 

elflbriogénesis que ocurre en forma natural y que da lugar 

la forJM.ción de la semilla y la que ocurre in vitro. a través del 

cultivo de tejidos. dando lugar a embriones som..1ticos. que desde 

el punto de vist.a biot.eenológico. podrian ser fuente de semillas 

art.ificia.les, con el enorme potencial que ello plantea. 

15.Q. ESTUDIO DE IUCROSCOPIA ELECTROHICA 

En est.e tra~jo se hizo un estudio compara.t.ivo a nivel de 

microscopia. opt.ica y electrónica de embriones somáticos y cig6t1cos 

en est.ados homólogos de desa.rrol lo, en •l caso de los embriones 

sorü.ticos se seleccionaron dos fases dentro del proceso de 

desarrollo: el •stado de torpedo maduro en embriones de cinco 

semanas de cultivo C35 dias) y el astado coliledonar, en embriones 

de seis semanas en cult.ivo C42 d1as). La selección d• estas dos 

rases se basó en los result.ados del análisis bioquimico: los 

embriones de 35 di~ cueron los que presentaron indices mas altos 

de acumulación de mal•rial de r~serva y las caracterist.icas 

morfológicas más similares a la fase de t.orpedo del embrión 

cigólico. 

Durante el estado de 42 dia.s ya existe una tendencia muy 

marcada hacia la germinación, los niveles de material de reserva 

son muy bajos y en los cotiledones comienza una fase de 

d99r- adaci ón. 
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Para los embriones cigóticos. se seleccionaron embriones de 5Ó 

dias posl an~esis, donde la semilla ha alcan%ado máxima. madurez y 

acumulación de m.a.terial de reserva. 

El objet.ivo de esl.e est.udio fué hacer una comparación de los 

niveles de organización celular y subcelular de embriones 

somál.icos y cigól.icos que hubieren alcan%ado su máximo grado de 

madurez bajo dife;entes condiciones, en el primer caso in vitro, 

nuent.ras que en el segundo caso in vivo. En primera instancia se 

observaron caracter1.sLicas estructurales que fueran evidencia de 

funciones celulares definidas y que fueran evidencia de la 

actividad metabólica de las células, como Se9undo punto se 

buscaron evidencias del grado de acumulación de material de 

reserva. En forma especifica durant.e la observación de las 

preparac.l.ones se buscó la presencia de granules de almidón y de 

protelnas de reserva, se observó el grado de acumulación de 

mat.erial electrodenso dentro de la vacuola y la ex.ist.encia de 

cuerpos prot.eicos tanto en embriones somat.icos como cigót.icos. 

El est.udio comparativo se realizó a dos niveles: la comparación 

entre eje embrionario de einbriones som.i.t.icos y cig6t.icos y la 

comparación. a nivel de los cotiledones. en ambos casos se 

anali2aron corles transversales y longit.udinales. 

En algunos casos el nivel de aumento r9querido para observar 

con mayor detalle las diferentes estructuras. hacia que se 

perdiera la imagen del corle. para estos casos se tomaron 

fol.ografias del det.alle de las diferentes regiones y se 

construyeron mapas para reproducir el corle original. 

Con est.e rn6todo de construcción de mapas se realizó el mapa de 

la est.ruct.ura longit.udinal del embrión somAlico. se rot.ografiaron 

las d1ferent.es regiones a lo largo de un corle longil.udinal 

posleriorment.e se ensamblaron para obtener al corle lot.al. La 

folografia resultante se puede observar en la figura 6.22. y en la 

figura e. 23 se observa el esquema de un embrión cigOlico. De la 

comparación de ambas eslruct.uras se puede observar que la 

relación en volumen de los cotiledones con respect.o al eje 



F'lgura 6.22 F'igura 8.23 

Figura 6.22 

Corte lonoitudinal de embrión somat1co a tos 35 di.as de 

desarrollo. Se muestra la diferenc1a en tamal"lo de los cot..il.clones 

CCol.) con respeocto al eje embrionario CEJ). CAzul d• toluidina.). 

Barra = iOO "'"' 

F'igura. 15.23 

Diagrama de semilla de alfalfa: e-eotiled.6n, en-endospermo, ep­

•picótilo, h-hilo. m-m.icrópilo. r-radicula Chipocót.ilo), 

cubierta. semJ.nal Ctesla). To1nado de Henson. C. 1072. 
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em.bri.on,¡,rio eS muy gr-ande en el embrión seKUal, en est.e caso el 

eje ocupa aproximadamente un ~,,-; del volumen lot.al del embrión. en 

ol caso del einbriOn soml.t.ico el eje embrionario predomina sobre 

los cot..iled.ones, en l.a. figura se plJftde observar que estos estan 

poco des~rrollados en comparación con el &je embrionario. 

Observaciones similares fueron report.adas por Dos Santos «.!:. ª1.-

1QS3 para H•d(CQ.60 satlva L. y por Hakman, 1987 para Pice $tauca ~ 

P. marina. 

En el •J• sn&-brionario ya se pueden dislinguir lAs et..apas 

tempranas de diCerenctaeión d•l haz vascular y del merislemo 

apical, sin embargo, los cotiledones han alcanzado un escaso grado 

de d•sarrollo. 

6.9.1. COMPARACIOH DEL EJE EMBRIOHARIO DE EMBRIONES SOICATICOS Y 

CIGOTICOS 

En la f"igura e. 24 se observa el mapa construido para el eje 

elJ\brionario del embrión soinatico y en la rigura. 6.25 para el del 

embrión c:igót.ico. En el caso d•l eje embrionario de embrión 

som.it.ico C6.2•l se distinguen t.r•s regiones Cuna amplir1eaci6n se 

mu•st.ra en la f'ig. ce. 2e), la. región ext.erna c.a.raclerzada por 

c•lula.s muy vacuoladas y con poco empaquet.am.ient.o. la región 

int.ermedia caracl•rizada por c•lulas con un ma.yor grado de 

empa.quet...amient.o, poco vacuoladas y con evidente acurnula.ci6n de 

almidón- que se visualiza corno grAnulos de color obscuro. y una. 

región c•nt.ral con c:•lulas muy empaquetadas. sin vacuola.s y sin 

grÜ\ulos d• almidón~ s• observan l.ambién los inicios de lo que 

seran los haces vasculares <l•Jido provascul.ar,, 

En el corle del aje eJl\brionario d• embrión eíg6l1co CFig, 

6.27) se dist.ingu•n: una epidermis pluriest.r~t.ificada cubierta por 

una cut..tcula y una región int.erna de cié-lulas de parénquima con. 

ci~oplasma denso que muestr~ un evidenle grado de acumulación de 

m.a~erial d• reserv~. 
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F'19. 6. 24 F19. e.25 

Figura 6. Z.& 

Corte lransv.rsa.l. de •J• •tnbrionario a 35 dl.as d• desarrollo. 

Célul.is externas CEJ poco \.•f'lidas y muy v.acuoladas, las c:•lulas 

1.nterme-d1as CH) poco vacuoladas y abundantes Qranulos de al.Ud6nt 

celulas 1nlel"nas ClJ con citoplasma denso, muy l•fUdas. no 

vacuoladas y si.n 9ranulos de a.1'11.idOn. (Azul de t.oluidinlU 

Barra • 200 µfll 

Figura e. 2CS 

Cort.e transvesal de •j• el!tlbrionario de embrión ci96lico a lo~ 

60 d1as de d•sarrollo: Cut.icula Ccl; epiderftlis Cepl; células d• 

parenqui.ru Ccep) con cit.oplastM. denso. CA:ul de t.01.u1di.na) 

S.rra. • 100 µm 
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Figur-a e. 2e 

.... 
• • • .... .. , 

r • ..,, ......... ., 
' •, 
' . 

;.<I 

Corle tr.a.nsver-asl de eje el!:brion .. r-10 de •mt>r16n som.t.lico .1. los 

35 dias de desarrollo • .n dond• se obser-va en 111.ayor detall•: A) 

reog16n ext.erna muy vAcuolad.1. Cv); B> r-~16n ~1a. poco vacucl.1.d.1. 

y a.bund.ant.s gr.anules de al~dón C.1.>: O region interna con 

c•lul.a.s no vac:uoladas. con c1topl.a.sm.a. d•nso y pocos 9r.a.nul~ d• 

.al=.idon. C~ul de lolu1d1n"') Barra = 5C µm 
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F1ytJr.a 6. 27 

'.:ort• t.r•nsvers•l d• eJ• •mbr1on&rJ.o d• embr.i.On c1got.1co .a los 

00 dl.as d• des.arrollo: Cullc:ul.a Ce); •pld•rmls Cep). c•lul.as d• 

pa.renqu1m-. (.c:•pJ con c:1topl•s~ d•nso y •bundant• ma.t•r1.ll d• 

res1tr.,a. corno cuerpos pro'-•lc:os Cc:pJ. (A::ul de lolu1d1n.a.). 

B.arr-.a • 50 µm 



Las est.ruct.uras subcelulares, a nivel de microscopia elect.ronoca 

se pueden observar en las figuras 6.28 - e.30. De manera general 

se pueden deducir algunas s1rnilit.udes ent.re las células del eje 

embrionario de embriones somAlicos CFigs. 6.2Q) y cigOt.icos CFig. 

e.as /U, las células son peque"as, poco vacuoladas e 

isodiamét.ricas, en ambos casos hay una gruesa pared celular, sin 

embargo, en los embriones somát.icos est..a pared es at.ravesada por 

gran cant..idad de plasmodesmos lo que indica una comunicación 

intercelular CFig. 8.29 A, B y O y 0.30) 

Los plasmodesmos esl~n considerados como modificaciones del 

ret..iculo endoplasmico liso que int.erconecla unas c•lulas con ot.ras 

y que int..ervienen en la difusión d• nut..rient.es CHalperin y 

Jensen, 1907; Newcomb, 1980 en Hernandez 1QSQ), 

Los embriones somAt.icos presentan núcleos grandes rodeados por 

su doble membrana nuclear y nucleolos elect.rodensos bien definidos 

CFig. 6, 2Q 0). Tambi•n se present.an ot.ras est.ruct.uras como 

mit.oc.ondrias CFig. 6.29 A, By 0), dict.iosomas CFigs,6.2Q C y 6.30 

A) y microt.Obulos CFigs. 6. 29 C y 6. 30 8), las células son poco 

vaculadas y se observa gran cant.idad de plast.os conteniendo 

de 3 a 15 granulos de almidón CFigs. 6.2Q A y 8) 

Ot.ra est.ruct.ura muy frecuent.e en los embriones sornat.icos fueron 

los cuerpos mielinicos Cmullicapa de membranas conc6nlricas) 

·CFigs. 6.GQ O y 6.30 AJ. 
Est.as mismas eslruct.uras han sido report.adas por St.reet. y 

Wit.her, 1974 y St.reet. H.E. 1977 en células de embriones sornalicos 

de Ranun.culus. 

Vigil E.L. @.!:.. iU_, 1985 lall\bi•n hace referencia est.as 

est.ruct.uras mencionando 

enzimas hidrolit.icas y 

que los cuerpos 

funcionan, al 

prot.eicos cont.ienen 

menos durante la 

ge~minaci6n, como vacuolas aut.of agicas. La presencia de los 

cuer¡:.os mi•linicos en la formación de los cuerpos y veslculas 

present.a una evidencia estructural en apoyo a la función 

aut.of Agica para los cuerpos prot.eicos. 

Los embriones cig6t.icos por su part.• carecen casi complet.ament.e 
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Figura e. 28 

Ullra.eslruclura de las c•lulas de •J• ebr1onario d• embrión 

cig6t.1co a 60 d1as de d•s.arrollo: Abundanl•$ cu•rpos prolei.cos 

Cep). algunos de los cuales presenlan cavidades que corresponden a 

globoides Cg) y abundantes esferosorM.s Ces). Barra -= 3 µm 
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Figura e. 20 

0.t.alles ul t.raest.r-uct.urales de e•lulas de eje embrionario de 

embri6n soma.ttco: Al Abunda.nt..s plast.os hasta. con 15 gr-a.nulQs de 

.almidón Ca), •sfer-osomas C.s)¡ plas:modesmos Cf"lechas:>, m!t.ocondrias 

Cm:>. B:> Vacuolas Cv); pl.ast.os con varios gra..nulos de almidón Ca), 

plasmodesmos (flechas), nUtocondrias C) Pared celular Cpe), 

ftlic:rolobulos Cmt..), dict..iosoru.s Cd:> con e: eist.er-nas , .sferosoma.s 

Ces), gra.n c:ant.idad de r-lbosoma.s Cr). 0) Par•d celular- Cpc), 

cu•rpo proteico Ccp). nOcleo grande Cn) con nucleolo elec:trodenso 

Cnu); plasmodesmos abund.ant.es Cf"lechas). tres cuerpos mielinicos 

C:cml; esf•rosotM..s Ces), dictiosomas Cd), mitocondrias cm:i. 
a.arra • 1 µm 
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Figura 6. 30 

Eje embrion.ario de embrión som.ilieo • 35 dias de desarrollo: 

A.) Pl asmodesmos 

dleliosom.&s Cd), 

.abund.a.nl•s e r l .e.has) • 

esrerosomas Ces). cuerpo 

rnolocondr 1 as e m.) • 

rni•l1nieo CettL>. 9) 

Esf'erosom.as Ces); inierolUbulos C ml), pl asrnodesrnos C !'lechas), 

ri bosol'l\As Cr:>. B.a.rra a 1 µm 
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de organelos y t.odo el citoplasma es ocupado por los cuerpos 

proteicos rodeados de esferosom.a.s CFig. 6.28 A y 8). 

Los cuerpos proteicos se encuentran llenos de proleina de 

reserva y algunos muestran cavidades que corresponden a globoides 

(inclusiones de A.cido f1t1co) CPernollet J-C, 1Q78; Vigil ~ ~. 

1Q85; Le Gal y Rey, 1QB6; Ercson M. !!!.. !l.1 198Q). 

6. g. 2. COMPARACION ENTRE LOS COTILEDONES DE EMBRIONES SOMATICOS Y 

CIGOTICOS 

Con el mismo objetivo que para el eje embrionario, se realizó el 

estudio comparativo en cortes transversales de cotiledones de 

embriones soÑticos y cig6ticos, en estados similares de 

desarrollo. En las figuras 6. 31 y O. 32 s• pueden observar los 

cortes que muestran la morfolog1a general del cotiledón, los 

cotiledones de los embriones cig6ticos CFig. 6.32) estan separados 

y forman dos estructuras independientes, en la fotografia. sólo se 

muest.ra uno de ellos, mientras que para el caso de los embriones 

somi.ticos CF'ig. 6. 31), los cotil9don•s est•n fusionados, por lo 

que en la folografia aparecen los dos al .star unidos y por el 

tipo da cort..e t..ransvarsal, la fotografia mu-stra una est..ruct.ura 

que se asen.Ja. a una dona. sin embargo. est..o no se puede 

generalizar para todos los embriones so""'-ticos. En las figuras 

5. 33 y e. 34 se observan las diferentes regiones de estas mismas 

eslruct..uras empleando un aumento rna.yor. En est.as folografias 

se puede observar que es en los colil9dones donde se presenta una 

mayor diferencia ent.re los dos sist.emas de •mbriog•n•sis. l..&s 

ci6lulas que forman los cot.iledones de los embriones som.llicos 

CFig. 6.33) son isodia~t.ricas. alt..ament• vacuoladas y contienen 

granulos de un mal.erial muy electrodenso. 

En las fot.ografias que corresponden al embrión cigót..ico CFig. 

e.34) se muest.ra una organi2aci6n celular muy dif•rent..e, en est..e 

caso se observa una epidermis rnornoestratificada cubiert.a por una 

cut.icula. de dos a tres estratos de c6lulas d• par•nquim.a en 

emp&lizada seguidas de par•nquirna esponjoso. En el interior de las 
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F'l g•.Jr.l e. 31 Figur.i 6. 32 

F'19ur• 6. 31 

C9rt.e t.r-•nsver$al de cotiledon d• einbr-16n som.at1c-:. • 3'1 rJlao¡, ,... ... 

-.1•1'S~rrt.)llo: Cot1lttdcn•~ (us.1on•dos, forma.do!. por e•l1JJits. -:fe 

µ.ir '1'nqu1 lfL.:l muy v.acuol adas i: 'J) cont•n1 endo gr•nt1l o:ios ".!.,,, .1tl mt r.l,.. . ..n r a J 

flarr.a. .., ?. µm 

1-·19ura f5.~:.! 

Cort@ transvers.il de colilodOn de embr16n cigOlico a lo~ 611 

dias de desarrollo: Cotiledones separados Cen este caso solo 

muoslra uno) Corrt1.1.do:¡ por: ep1derm1s. r.:ep), p.ar•nqu1m.a 

empal t ;.:.J.d.a .':.pe) y parénqu1 ll'l.'l esponJodo t pes). C A;-:ul d& tol u1d1 n.i) 

Barr-a = 200 µm 
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Figura 6,3'3 

Corle lransversal de coll.ledon de ern.br 1on sornal1CC" .1 l..:>s 3"5 

•.;U.as de desarrollo: Se observan en nl.'.lyor detalle las ~e-lulas ·je 

p.:Lrénqu1 m.l.. de di ferenles larnal"ios. muy vacuol .ad.:.s l._•} y 

ceontonl.endo granules •je .alm.idon. (A::.ul de tolu1d1n.l) 

8.arr.a. = 50 µm 
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.i.2.9 

Figura S. 34 

Corte t..ransversal de cot.iled6n 

de embr16n c1g0~1co a los 00 dias 

de d•sarrollo en donde se observa 

en Mayor det..al l• 1 as c•l uLas que 

lo forru.n: Cut.1cula Ce). 

•pi dermis monoest..rat.ificada Cep). 

~•lulas d• par•nqulJM en empal1Zk 

da C~). par•nqu1rn.a espon;oso 

(pes) y r1nal1%ando con una capa 

de ep1derm.1s Cep) y eulleula Ce). 

CAzul de t.oluidina) 

Barra = 50 ,.,m 



c6lulas se puede observar gran cantidad de ma.terial de reserva 

que las hace lücir muy obscuras. 

Delalles ultraestructurales de las células que Corman el 

cotiledón de embriones sexuales se pued~n observar en las Ciguras 

6.35 - 6.38, en todas ellas se pone en ev1dencia la existencia de 

cuerpos proteiCos ocupando casi la totalidad del citoplasma. que 

son las vacuolas llenas de proteina de reserva altamente 

empaquetada, lo que da la apariencia de granules muy obscuros al 

microscopio electronico. los núcleos de estas células son 

peque~os. ameboid•s irregulares y solo en algunos casos se pueden 

di~tinguir nucleolos CFigs. S.35 y e.35) 

En la figura 6.36 A y B se pued•n observar conjuntos de células 

que podrlan corresponder a c6lulas de procambium CLaguna H. G. 

1Q91, comunicación personal). 

Un cuerpo proteico con un mayor grado de amplificación se puedo 

observar en la figura e.38 e lo que permite dist.iguir la doble 

membrana que lo rodea asi como el alto grado de epaquelamienlo da 

material de reserva que se encuentra depositado en •1 y que 

corresponde a las proteinas de reserva 7S y 11S CChrispeel M.J. !!!:.. 
~. 10760 Craig y Goodchild, 1Q84¡ Krochko y Bewley, 1999¡ Gayler 

K.R. !!!.. al..· 1Q89¡ Lending C.R.!!!,_ ~. 1989). 

Adem.t.s de los cuerpos proteicos qu• son muy evidentes en todas 

las c•lulas qua const.ituy.n el cotiledón. se observan •sferosornas 

distribuidos en alta cantidad en lodo al citoplasma, dentro de 

estos se encuentra alm..cenado ot.ro lipo de material de reserva 

como lipidos. 

En las figuras e. 3Q - e. 45 se encuentran las caract.erislicas 

ullraestructural.s de las c•lulas que conforman el cotiledón del 

embrión somatico: en ellas se puedan distinguir grandes vacuolas 

en las cual•s el depósito de material electrodenso, si bien es 

evidente que existe, es escaso CF'ig. 6. 40 A y B 1 e. •1 A y e. 42 

A). Dentro de las células se encuentran los cuerpos proteicos, 

r19uras 6,41 By 6.42 A y B. paro estos no son tan abundantes como 

el caso de los embriones cigOticos. 
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Figura CS.35 

O.talles ullraes~ructural•s de c6lulas d• colil•dón de embrión 

cig6lico a los 60 d1as de des•rrollo: A) Culicula (e). las c•lulas 

que Corma.n la epidermis CE) son pequeftas e isodiamAt..ricas. seguida 

de la epiderftlis hacia •l interior se encuentran las e•lulas de 

par•nqui ma d• mayor t..arna."o e P). En al'bbos t.i pos d• c•l ul as los 

cuerpos prol•lcos Ccp) y los esf•rosomas Ces) son abundantes. 9) 

O.lulas de par•nquíma en empali2ada con abundanl•s cu•rpos 

pro~eieos. Ccp) y •s<erosomas Ces). En t.odos los casos el nQcleo es 

Bar-ra • 5 µm 

130 





Figura e. 36 

Det.alles ullraeslruclurales de las c•lul.as de cot.il9CIOn de 

embrión cig6tico a los eo dias d• desarrollo: Pared celular Cpc). 

n~cl.a &Jft9bo1d• Crü. cuerpos proteicos Ccp), globoides Cg). 

esr•rosornas Ces), conjunt.o de c•lulas que podrian ser c•lulas del 

procainbiU11'1 Cr.cuadro). Barra • 5 µm 
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Figura 6.37 

Ullr.aest.ruclur:& de cot.iledOn de embr16n c:i.golico .a. 60 di.as de 

des.arrollo .a diferentes .iumenlos donde se muestran: Esferosom.:is 

Ceo;). cuerpos protie1cos Ccp) que en algunos casos cont.i•nen 

gloixlldP.'S (gJ B.arr.a. :: ?.µm 
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F"19ura O. 38 

01fore-nles acerca.m1enlo'S d& los 

c.uerpos prot.e1cos Ccp) en •jcr,dE< 

su ~Joble 

~utr.bran.:t CC), y l.l gr"n <:.ln,.t .. b<O 

d~ e~fercso~s que los rode ... n, en 

observ.ln 

~s~o~ no fueron muy frecuentes 

8.l.f'C'3 = l µm. 



Figura e. 311 

O.t.alies ult.raest.ruct.ura.1 .. de c•lulas de c:ot.il*C16n d• etnbr16n 

•out.Leo a. los 3!!I d1as d• d .. &rrollo~ A:J Vacuolas Cv). pl&•t.os Cpl) 

cont.•r'li•ndo hast.a e gr-anulos d• almidón Ca), ai locondrias Caó. 

l'\l.)cleo Cn.). nucleolo CnU). 8) Vaeuolas Cv). nOeleow; gt"&nd.s Cri:l 

con su dobl• ..-bran.-. y nuc::leolC>S eleetrod•nsoe Cnu:), Jnitocondrias 

Cal. pla.st.os Cpl) con eranul.OA d• allllidón Ca) ... r.rosouw poco 

abundal\t.. .. ,_,. ret.ieulo endopl••t.llUeo rugoso Crer). 

Barra • 2 µa 
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Figura e.'º 
Ult.raest.ruclura de eoliledón de embrión som&lico a 3!5 diaa de 

desarrollo: A) cuerpos proleicoa Ccp) con cierlo inat.erial 

elec:trodenso <flechas) aunque en su mayor part.e •• encuentran 

vacios. plast.os conteniendo varios granules de &.lm.i.dón Ca). 

aú.t.oc:ondrias Cm). 8) Esferosomas Ces) !ft9nOS abundant.es que en el 

embrión eigólico. plast.os Cpl) con granulo de allltidón Ca) • 

.. t.erial electrodenso dent.ro d• los cuerpos proteicos Cfleeh.as). 

Barra • 2 1-'Ta 
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F111= a e. &1 

0.t.al.les ult.raest.ruct.urales d• cot.iledOn de e.hri6n so .. t.ico a 

los 3!5 dias de desarrollo: A) Cu.rpos prot.eicos Ccp) cont.eniendo 

aat.•r 1 al el .e.t.rodenso e r1 echas) • mi t.ocondr las e m) • .sf'erosomas 

Ces), ret.lculo endoplasndco rugoso Crer), 8) NOcleo grande CnJ, 

nucleolo Cnu) •leet.rodenso con grumos de croll\&t.ina. densa 

perinucl•ar adosa.da a la doble mebrana, cuerpo proteico Ccp), 

m.it.ocondria (m), esferosomas C.s), pla.inodeslhOS Cf'lecha), 

Barra • 1 µna 
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Figura e. '2 

Ul~raes~ruelura d• cot.1l9d6n de eftlbrión soJMLtco a 3'!5 dias d• 

d9s.&rt"Ollo: A) MOcleo grand• l!IOSt.rando su doble melllbrana Cn), 

ma.t.eri.al •lect.rod•nso a.dosa.do .a la sna.Zftbr.ana. d•l cu•r¡:io prot.eico 

Cf'lec:h.a)~ cu•rpo pr-ot.•ico Ccp), nú'Loeondria Cal, plast.o Cpl), 

granulos d• .alllid6n Ca.). ribosorr.as Cr) abundant..s. 

a.a.rra • 1 µTa 
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Figura e. 43 

Det.-.,lles ultr•estructurales de 

-::otlledon de embr16n sorn.\tlco 

35 dlas de desarrollo: A) D1ct.lQ 

serna (d) con 5 cisternas y vesi­

culas secretor¿s, m.itocondr1as 

t;m). plastes Cpl) granul os 

de .a.lmid6n (a.). esfercsor.\a.s (es), 

~1 bcscrr-..'.ls (r) 9) Plastes Cpl) 

cori granulas de .a.l!i..lc:lón Ca.). rr..J.­

•.occndri•s (!':".), esfercso!n.3.S Ces), 

ribo!;orr.as (r) muy abundantes. C) 

Pared celular (pe), rlboscrr.a.s 

·: r) .a.bundantes lo que r-.ace un 

-:.1 r_opl a..sJT.a denso, mJ.. tccondrl a.s 

(m), ttSferosoma..s Ces), micrctú-

bulos Cm•.). Barra = 0. 5 µm 

'· 

'B 

!40 



Figura e. 44 

Cot.il-.:tón de tnllbri6n soM.t.ico a los 39 dias de desarrollo: A) 

Vaeuol • C vl , nú. t.ocondr 1 as Cm) abundantes, esteroeaaaa C esl , 

r•t.lculo endopl~satco rugoso Crer:>, ribosotM.s Crl a.bundant.es. o 
Pared celu.lar Cpcl, pla•t.o Cpl), y ribo$01nas Crl. Barra• 0.2 1-18' 
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F1gura 6. 4'.3 

O:::irt1!ed6n de embr10n s;omat.1co 

a 1-.:is -:15 dlas de d~sa.r rol lo~ AJ 

D1ct.1osoma CdJ con 4 cisternas y 

·.¡es1culas secretoras;, re'-1culo 

endoplasm1co rugos;o Crer), r1bo­

-::.•.:-mas ( r :", rn Pe•.1 cul e &ndopl :ss­

m1 co ru9ó!:.O CrerJ, r1bosornas Cr). 

microt.úbulos Crnt). C) D1ct1cso-

sorna5. (d) con 4 c1 s•.erna.s, esfe­

ro~ofl':a!; (esJ, ri.bosom.a.s (r), 

membrana nucler. Barra = 0.5 µm' 
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De la misma manera que para las células de embriones cig6ticos 

ademas de los cuerpos proteicos, se encuentran los esrerosomas en 

el citoplasma, sin embargo, el número de estos es mucho menor que 

en las células del embrión cig6tico. 

Es posible tambi•n observar grandes núcleos con su doble 

r:'lembrana nuclear CFigs. 6,3Q B, y e.42 A), nucleolos electrodensos 

CF1Q~. 6.39 B y 6.41 8) con granules de cromatina densa 

perinuclear adosada a la dobl• membrana. 

Ot.ro tipo de organelos que se presento frecuentemente f'ueron 

mi~ocondrias CF'i9s. 6.39 A y B, 6.40 A y B, 6.41 A y B, 6.42 B, 

5. 43 A, B y C, e. 44 A). plast.os conteniendo granules de almidón 

CFig. 6.3Q A y 9, e.43 A y By 6.44 8,) y plasmodesmos CFigs. 6.3Q 

By 6.41 8), aunque estos dos últimos organelos no se presentaron 

de manera t.an abundante como ocurre en el eje embrionario. 

Un aspect.o interesante es la gran cantidad de ribosomas y 

polir i bosoma.s que le dan una a.par 1 enci a muy densa al citoplasma 

CFigs. 6.42 A y B. 6.43 A, By e, 6.44 A y 8). 

La fracuencia de ribosomas sugiere una slntesis activa de 

protelna.. la cual puede ser necesaria para un rApido crecimient.o 

celular CHakm&n ~ Al.• 1Q87). 

Para el caso del eje embrionario y cotiledones de embriones 

soN.ticos de 42 dias de desarrollo, los resultados del estudio 

m.icroscOpico se muestran en la~ figuras e.,e - e.4Q. 

En las figuras e.48 y 6.48, que corresponden a ej• embrionario 

y cotiledón respect.ivament.e, se puede observar cierta dest.ruccion 

en las estructuras pues las c6lulas han tornado una forma muy 

irregular, direrent.e a la que se observaba en los embriones a los 

35 dias de desarrollo. Las c•lulas del •je embrionario CFigs. 6.46 

y e.47 pract.icament.e pierden t.odo el citoplasma lo que sugiere una 

degradación del 11\&t.erial de reserva acumulado en un bajo nivel en 

etapas tempranas, est.o mismo se pudo observar para el caso del 

cot.1led6n CFigs. e.48 y e.,Q). Cabe mencionar que los •mbriones 

soJna.ticos no entran en la tase de latencia, y que la germinación 

es un proceso cont.inuo despui6s de alcanzar cierta madurez, sin 
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Flgura e. 4e 

Corle t.ransverasl de eje embrionario del e~rión soa.Alico a los 

"2 dlas de desar-rollo: A) Zona externa con c6lulas de par6nqu1rna 

con f"Of'IM. muy ir-regular, la vacuola ocupa ca.si la lot.alic:Uad de la 

c•lula Cv) y •n algunas de estas c•lulas se pueden observar nacleos 

grandes Cn) con nucleolo y algunos granules de almidón Cal. 9) 

Zona int.erna con c:6lulas llUY irregulares pero con un cit.oplas111.a 

Us denso que las c61ulas externas. son c•lulas poco vacuoladas y 

sin granules de almidón. CAzul de t.olUidina). Barra • !50 µm 
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F'19ur.a. B. 47 

Detalles ul\.r•estructura.les 

de c•lulas de eJ• emOr.tonar10 del 

embrión sornat1c.o a los 42 •.i1•s. de 

desarrollo: A) Cuerpos pro•->!1coz 

Ccp)~ ret.lculo endopl:tsm1-.:o r•-1·;i::: 

so Cree"). r1bosomas tr). s:. 

Cu•rpos. prot.e1co!. <cp) y rJ t-e~c­

mas Cr). CJ D1ct1osonus (d) c-::in 

5 cist.erna.s y vestcul.as: de secrg 

ci.6r1o cuerpos prote1cos cc.p) 

rtbosorna.s Cr). 

i~·. l. 
~ 

..... 
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PlgUl"Ol. u. 48 

Cort.• t.ra.nsvel"sal de col1Jeodon del embr-10n so~l1co ~ los 42. 

dlAS d~ desarrollo: C•lulas d~ p~l"•nqutmA allamenl• v~cuol•d.at.s d• 

forfft.l. ur~Jt.Jl.a.r pero ."'n mE>r'lor grado que •1 •J• •R\brtona.rJ.o, •n 

Al91J'h.ls célul~~ se .-:-bs~rv31'\ n•Jel~s gr.andes. 1.A:ul dv lclutdln.:a). 

Barra = 50 ;..:m 
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Figura 6. 4g 

Detalles ullraest.ruct..ura.les 

de células de cot.1led6n del 

11mbr10n som.\l1c:o a. 4Z dlas de d!!, 

sa.rrollo: AJ Célula.s muy 1rregul~ 

res en donde se observan: Vacud-

las Cv), nucleos grandes Cn), 

pl as los C pl) y mi. locondr 1 as Cm). 

8) t:filocondria.s Cm) y pl.aslos 

Cpl). C) Milocondria con su doble 

membrana Cm) y riboso~s Cr) 

muy abundan les, 

Barra= 0.1 µm 
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embargo, aul;l se pueden observar cuerpos proteicos. aunque estos 

estAn en un menor número <F!9s. 6.47 y 6.49) y oLros organelos que 

sugieren alta actividad metabólica. corno milocondrias CFig. 6.49) 

y ribosomas C6.47). 

En la literatura, existen algunas controversias con respecto a 

la rorw~ci6n de los cuerpos proteicos en semillas de leguminosas. 

Mientra algunos autores sug1eren que los cuerpos proteicos 

desciend•n de una gran vacuola en donde son depositadas las 

proleinas de r•serva y posteriormente esta vacuola es transformada 

a cuerpos proteicos por fragtnentactOn, ot.ros proponen que los 

cu•rpos prot6icos se originan d•l rellculo endoplasmico rugoso e 

involucran a.l &pAr.ato de G::llgi •n el t.ransporte dEt prole1nas de 

reserva. Cr.aig ~ ll· 1QSO; Adler y M"r'1:t2. 1QS3; Lending !!1._ al.• 
1089'¡ Ericson 9!_ tl• 1999; ~yler ~ a!.· 1989). 

Con nuest..ro est.udi o no podemos s.at>.r •><a.et.amente CU.ltl es el 

origen de los cuerpos proteicos. sin •mbargo, la pres•ncia d• 

el reliculo endoplasmlco rugoso CFig. e.45 B. 6.47 A) y 

dicliosom.a.s, los cuales present.an vesicul-1.s de secr.rc16n CFigs. 

6.43 A, 0.45 A y c. e.47 Cl cercad& las vacuolas nos sugivre su 

posible part.ictpaci6n en la. g•nesis d• los cu•rpos proléicos a.si 

eomo en la sinlesis y t.ransport.e de las prot.elnas de res•rva. 

En r•sumeon, la •pariencia d•l cit.oplasm. de las c6lulas de los 

e-mbriones sorn.á.licos en lo que se refiere a: pared celular 

plasinodesmos, presencia d• nu~rosos polisom.as, dict.iosom.as 

asociados a vesiculas secret.etorias, numerosas mit.oconlrias y 

plasLidios, •le.~ r•rlejan un alto n1vvl de act.ivida.d metabólica 

CHak.man ~ tl• 1987). Mient.ras que la prE"sencia de gran ca.nlid..ad 

de material de reserva es t.tpica de un embrión latente. 

Singh 1'177. 95tudi6 la eslr~ctura rina de embriones ci96ticos 

lalentes de Hedica40 sat\va L y observó qua. organelas lales como 

dicliosomas y vesiculas secret.ori:..s. ret.ic.ulo end()pl3..sntico, 
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ll\icrolúbulos. polisozu.s. ele. esl.i.n ausentes o reducidos. Habiendo 

presencia de plasmodesznos pero no se sabe si son t'uncionales dado 

el estado deshidrat.ado del embrión. También reportó una pobre 

representac16n de rel1ctJlo endopl.ismico rugoso, que refleja la 

inactividad en la sintesis proléica en los embriones latentes. Las 

vacuolas tipicas de células vegetales hidratad.as, tampoco t'ueron 

obsarvadas. Sin embargo los ma.leriales de reserva se observaron en 

al la concenlracion en la t'orma. de cuerpos lipidicos y cuerpos 

proté1cos. El al:ni.C6n en embriones sexuales latentes de alfalra 

está exclusivamente contenido denlro de amiloplastos distribuidos 

en lodo el embrión, pero con mayor concenlración en la radicula 

CHernandez P.V. 1089). 
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CONCLUSIONES 

De acuerdo con los resultados ant.eriormenle expuestos se pueden 

concluir algunas diferencias y semejan2as entra los embriones 

som.i.t.icos y cig6t1cos: 

1. - Exist• cierto paralelismo ent.ro el desarrollo de embriones 

so~ticos y cig6t.icos a nivel de su capacidad de germinaci6n y 

desarrollo n"Orfol6gico. 

2.- A nivel biquimico hay s•meJanzas en cuanto a la sint.esis del 

mismo tipo da m.a.lerial de reserva por ambos grupos. 

3. - No h.a.y signos de latencia en los embriones so~t.icos a 

diferencia de los embriones cig6t.icos. 

4.- Existen diferencias importantes en cuanto al grado de 

desarrollo d• los cot.iledones y t..ambi•n A la cantidad de 

material d• reserva acumulada siendo muy peque"º en embriones 

som.it.icos y muy alto en embriones cig6t.1cos 

e.- En los embriones so_.licos la sintesis de proleina de reserva 

se detecta desde fases muy tempranas en el desarrollo pero su 

degradación lambi•n es bastante r&pida. 

6. - En los ernbriones cigOticos la sinlesis de las prot.einas de 

reserva conúen2a on una fase mas tardia del desarrollo pero en 

este caso las proteinas son acumuladas. 

7.- Los cotiledones d• los embriones somáticos muestran muy escaso 

desarrollo comparados con el eje embrionario. 
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8. - En los embriones somaticos los cotiledones no siempre se 

encuentran separ.ot..dos a diferencia de los cotiledones de los 

embriones ctgOt1cos. 

Q.- En embriones somáticos las células de los cotiledones son muy 

vacuoladas con gr.ot..n cantidad de orga.nelos. lo que las hace ser 

muy activas metabólicamen~e. 

10. -En los embriones som.&ticos hay un.a. mayor comunicación 

intercelular dada por un mayor nú~ro de pl•smodesmos que en 

los embriones cigóticos. 

11.-Los estudios realizados: demuestran q~e las proteinas de 

reserva 7S y 11S son especlf'ic.a.s de tejido, es decir. no se 

sint•lizan •n ningUn otro Organo de la planta. 

12.-Los estudios realizados taabt•n sugieren que las protelnas de 

reserva son tambi6n espeeif'icas del estado de desarrollo, es 

decir, s• sintetizan durante la embriog•n•sis y en ningún otro 

rnolftento durante el ciclo de Vida d• la planta, por lo tanto. 

se puedan considerar como buenos .marcadores bioqu1m.Lcos. 
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APENDICE A 

Embriogénesis somáLica en alfalfa. 

Medio Bs CGarnborg t!::., ~· • 1Q68) modificado por Vi llegas 

Macronut.rient.es mg/lt. 

HaHaPO. •Hao 150 

HgSO. e 7Ha0 500 

KHO 252& 

Micronut.ri•nt.es 

HnSO. e HzO 10 

HeBO. 3 

ZnSO. • 7Ha0 2 

N&Noo. e 2H10 0.25 

cuso. 0.025 

CoCl1 e 5Ha0 0.025 

KI 0.75 

HaaEDTA 37. 3 

FeSO. e 7HIO 27.B 

Vita.minas 

Ac. N1cot.1n1co 

Ti ami na-HCL 10 

Piridoxin-'.-HCL.. 

Mi o-1. nosi t.ol 100 

Adenina 

2,4-D 

Kinet.ina 0.2 
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Medio MS CMurashige, T. and Skoog. P. 1962) 

Hacronut.rienles 

MgSO. e 7Hz0 

NH•N011 

KNO. 

KHzPO. 

Micronut.rient.•s 

HaBO. 

Vi laminas 

ZnSO. e 7Ha0 

cuso. e 5H.0 

KI 

CoCh. eHaO 

NaMoO. • 2Ha0 

MnSO. e HaO 

NaaEOTA 

FeSO. e 7Ha0 

Glicina 

Ac. nicotinico 

C8d) piridixine HCI 

C81) lianún-. HCl 

myo-1 nosi t.ol 

153 

370 

1'!50.0 

1QOO. 

170.0 

e.2 
8.5 

0.025 

0.88 

0.025 

0.25 

1e.11 

37.3 

27.8 

2.0 

0.5 

0.5 

1.0 
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APENDICE B 

Soluciones ut..ilizadas para la ext.racc16n y separaci6n de las 
prot.e1nas de r•serva 

AHORnGUAIXlR 
Fosfat.os 50mM ............. Sodio dibAsico 50mM. fosfato de sodio 

monobi.sico 50mM. PMSF' 2001Jm y EDTA 10mH 

Fosfat.os salino ........... Amort.iguador de fosfatos+ NaCl 1M 
50 mM 

Acet.at.os 50 mM ••••••.•••• Acet..at.o de sodio 60mM, + ac. aeét.ico 

APENl>ICE C 

glacial 50mM, hast.a pH 4.75, PMSF 200µm 
EDTA lOµm y NaCl lM. 

soluciones para geles de poliacrilal'IU.da-SDS 

Tris 1M ................. 12 gr. para 100ml de agua. ajust.ar pH e.e 

Tris 3M ................. 36 gr. p.ara 100nü de agua. ajust.ar pH 8.8 

Acrilamida:Bis .......... 30 gr. de acrilam.ida y o.e gr. de 
bisacrilarn.ida para 100 htl. de agua. 

Amort.iguador de ........ o.ae rn1 de Tris 1M pH e.e, 1rnl d• azul de 
muest.ra 4X bromofenol 0.1'"· 2 gr. de SOS y aforar a 

2!Sml. con glicerol. 
Adicionar el (1-merca.pt.o et..anol ant.es de 
cargar la m.iuest..ra C2µl/100µ1 de 
amort..iguador 4XJ 

Amort..iguador de .••...... Tris-base 30.Z gr, glicina 144 gr, SOS al 
corrida 1.0X 1Y., pH e. 4. para 1 lit.ro. 

Fijador y colorante ..... Mat.anol 50~. ac. acético glacial 10Y. • 
azul de coomass1e O. 25'!~ y agua destilada. 

Solución dest..efUdora .... Met.anol .&OY. 1 ac. ac6t.1co glacial 10~ y 
agua 50~. 
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APENOICE D 

Soluciones para inmunización de conejos y la t.•cnica de ELISA 

PBS .......• , ............ 2. 7 ml de KCl lM, 1. 5 m1 de KH2PO. 1M, 
27. 4 ml de NaCl 5M. y 115. 2 ml de NuHPO. 
O.SM para llevar a un litro. 

PBS-T ................... PBS + T"""'n 20 al 0.05%. 

Solución bloqueadora .... Glicina al 5% •n PBS-T 

Sust.rat.o ............•.•. 12. 5 m.1 de A.BTS, 25 ml d• CPB pH5 y 12. 5 
¡il de H.O. al 6%. 

APENDICE E 

Sol uci on•s par a t.ransferenci a de prot.ei nas a papel de 

ntt.rocelulosa • tnmunodelección. 

Regulador &lt.erno ...•..... Tris •SmM, Glicina 30mM, SDS 1.3 1r.M, 
Cpara lransferencia) .. tanol al 20~. pH Q,2. 

1'BS SX .................... Tris base 100mM, NaCl 2.5M y &Jusl&r el 
pH a 7.5. 

TI'BS 1X .......••.•........ 0.5 SLl d• T....,n 20 por litro d• TBS IX 

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

Amorliguador de .......•... BSA al lY. en TTBS 
ant.icuerpo 

Sust.rat.o, .....•........... 30 rng de 4Cl-a naft.ol en 10 ml de 
m1tt.anol frie, tnezcl~r con SO ml de TI3'S y 
adicionar 160 µl d• HzOz al º"· 
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