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ii. RESUMEN

La produccién masiva de plantas de interés comercial o
agricola, se ha tratado de alcanzar durante anos mediante el
empleo de diversas técnicas de cultivo tradicional con las
que se han obtenido escasos resultados y en las que se ha
invertide mucho tiempo y recursos. Recientemente la
biotecnologfa ha propuesto métodos novedosos que han
demostrado ser eficaces y confiables en algunas de las
especies probadas. Uno de éstos métodos es la embriogénesis
somdtica jin v;;;g, la cual ha sido muy util en la propagacidn
de algunas especies vegetales, en algunas de las cuales se ha
logrado establecer exitosamente.

Esta propagacion controlada y masiva ha sido dirigida
principalmente hacia algunas especlies de 1la familia
Lequmlnosae, por su gran importancia alimentaria y agricola,
siendo uno de los objetivos principales el alcanzar una alta
calidad de los productos del cultivo ip vitro, 1o que
significa que se requiere establecer las condiciones de
cultivo que garanticen un control adecuado de la expresidn
genética de éstos embriones y un desarrollo y crecimiento
normales como plantas. Los principales indicadores de 1la
expresién genética y del valor nutricional de los embriones
sexuales y somaticos son los materiales de reserva (proteinas
y carbohidratos).

En la presente investigacién se propone el uso y
caracterizacién del sistema de embriogénesis somatica de la
alfalfa A7034 var. Reagenlander para:

1.~ cCaracterizar las proteinas de reserva presentes en
las semillas y embriones somdticos (ES), de la alfalfa A7034,
a fin de establecer el grado de similitud de los patrones
polipeptidicos de dichas proteinas en éstos dos sistemas.

- Determinar los cambios en los patrones
polipeptidlcos establecidos asi como en los diferentes
pardmetros de calidad del cultivo como son; respuesta,
rendimiento, crecimiento y germinacién, en cada uno de 1los
estadios embrionarios presentes durante todo el desarrcllo de
la embriocgénesis somitica. De tal manera gue se pueda conocer
cuales son los cambios nas importantes de éstos ES a nivel
morfolégico, fisioldégico y biogquimico, y en que tiempo
ocurren.

3.- La utilizacién de algunos agentes que aplicados
exdgenamente al medio de cultiveo durante el desarrollec puedan
provocar cambios en la calidad del cultive y de las proteinas
que se pretenden obtener en los mismos. Los agentes
seleccionados para esta investigacién fueron Sorbitol a
concentraciones de 2, 8 y 12 % p/v, ABA 1072 M y Extracto de
embriones sexuales inmaduros (EEC), a una concentracidén de 2
g/l1.
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Inicialmente se determinaron las caracteristicas de 1la
embriogénesis somdtica después de 1 ciclo de recurrencia en
condiciones de cultivo basales, las cuales resultaron ser muy
similares a lo reportado por otros autores en cuanto a sus
caracteristicas morfoldégicas, indices de respuesta,
rendimiento, crecimiento y germinacién

Una vez establecido lo anterior, se procedié a 1la
extraccién cuantificacién y caracterizacion parcial de las
proteinas de reserva presentes en éstos ES y en las semillas,
demostrando simultdneamente que los métodos empleados para
éstos andlisis eran adecuados y reproducibles, Con éstos
resultados, se evidenciaron las diferencias de los patrones
polipeptidicos entre las proteinas obtenidas de semillas y
las obtenidas de los ES.

De éstos experimentos se observé que los patrones
polipeptidicos caracteristicos de los embriones sexuales se
presentan también en los embriones somdticos, demostrando asi
que éstos Ultimos efectivamente sintetizan las mismas
proteinas gque las semillas y que principalmente éstas
corresponden con las globulinas c¢uyo coeficiente de
sedimentacién es de 7 S y 11 S. Por lo anterior se pretendié
conocer como cambian los patrones polipeptidicos de éstas
proteinas durante el desarrollo de los embriones somaticos y
poder asi evaluar parcialmente la expresidn genética de éstos
embriones durante el desarrollo vit

con éstos resultados se disefd una cinética de
desarrollo en la gque se colectaron poblaciones de ES
correspondientes a cada uno de los estadios de desarrollo
presentes (los cuales fueron separados mediante un gradiente
de densidad discontinua de sacarosa), a diferentes tiempos
del cultive jin_vitro y fueron analizados en todos sus
pardmetros de calidad y caracteristicas mads importantes como:
respuesta, rendimiento, crecimiento, germinacién, contenido
de proteinas (cuantificacidén por Bradford), identificacioén de
las mismas mediante SDS-PAGE , "Rocket" inmunoelectroforesis,
coeficiente albuminas/globulinas y contenido de carbohidratos
(determinado indirectamente por la actividad hidrolitica de
la alfa-amilasa)

Los ensayos del experimento de la cinética de desarrollo
fueron realizados para cultivos en condiciones de fotoperiodo
y oscuridad con el objeto de determinar si alguna de éstas
condiciones favorecia o no el desarrollo de la embriogénesis
somdtica jn_vitro y ademds el contenido y calidad de las
proteinas de reserva de los embriones asi obtenidos,

Con este experimento se pudo confirmar que el cultivo en
fotoperiodo provoca un mejor desarrollco de 1los embriones
somdticos y una mayor concentracién de proteinas de reserva
con los patrones caracteristicos de las obtenidas a partir de
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la semilla, gque los embriones somaticos obtenidos en 1los
cultivos de oscuridad, por lo que se decidid continuar todos
los ensayos en fotoperiodo.

Una vez que se determinaron los cambios en el contenido
de proteinas de reserva de los diferentes estadios de
desarrollo que se presentan durante la embriogénesis somdtica
y se ubicaron los momentos en los que éstos ocurren, se tratd
de provocar un efecto en la calidad del cultivo y en el
almacenamiento de las proteinas de reserva en ES, mediante el
uso de los agentes antes mencionados en los medios de cultivo
empleados para el desarrollo in vitro.

En el anidlisis de 1los embriones somdticos de 1los
diferentes estadios de desarrollo asi obtenidos, se
determinaron y evaluaron los nismos pardmetros de calidad del
cultivo y contenido de sus proteinas de reserva, que en el
caso de los embriones somiticos obtenidos durante la cinética
de desarrollo.

Los resultados de éstos experimentos fueron muy
importantes pues se obtuvieron niveles de proteinas de
reserva especificas mas altos con las manipulaciones probadas
(suplementando el medio con EEC), que los obtenidos con las
fracciones embrionarias del cultivo en condiciones basales,
ademds éstas proteinas presentaron patrones polipeptidicos
muy claros y similares a los obtenidos en la semilla y fueron
reconocidas claramente por la inmunoelectroforesis en
"Rocket",

De las manipulaciones probadas, los resultados muestran
que las correspondientes a ABA y Sorbitol pueden dar
resultados interesantes modificando el protocolo
experimental, sin embargo, la manipulacién mas exitosa
resultd ser la de EEC tanto en calidad del cultivo como en
cantidad y calidad de las proteinas de reserva obtenidas.

Asl la presente investigacién deja planteadas algunas
alternativas de cultivo gque seria interesante probar en éste
sistema de enbriogendsis somdtica de 1la alfalfa (cuyo
conocimiento nos ha llevado ya a considerarlo como un sistema
modelo), a fin de obtener aun mayores niveles de acumulacidn
de proteinas de reserva en éstos embriones, mediante 1la
utilizacidén de los agentes aquf planteados o bien con otros.
También se sefala la importancia de profundizar los estudios
de identificacidén y caracterizacién de los carbohidratos
presentes en éstos embriones y la necesidad de conocer un
poco mas de las rutas metabdlicas que éstos siguen en
sistemas in vitro. Ya que éstos materiales de reserva han
sido poco estudiados en éstos sistemas y ofrecen un vasto
potencial como indicadores bioquimicos del desarrolle
vegetal.
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I. INTRODUCCION

purante los 1ltimos 20 afios las técnicas de cultivo de
tejidos vegetales han tenide un desarrollo impresiocnante que
han permitido el establecimiento de numerosos sistemas de
cultive ip yitre, gque han sido aplxcados con buenos
resultados para una gran variedad de especies. Este gran
avance ha contribuido y seguirid contribuyendo al conocimiento
bésico de la biologia de las plantas, asi como al objetivo
pragmatico de resolver algunos problemas agricolas y
horticolas de nuestro pais. Esta es pues, una tecnologia
biolégica de gran potencial econdmico gue ya ha cobrado un
gran auge a nivel mundial y que en México puede desarrollarse
plenamente si se ofrece un mayor apoyo econémico a los
valiosos recursos humanos con que contamos.

Lo que el cultivo de tejidos wvegetales, abarca es un
conjunto de técnicas para cultivar en condiciones asépticas y
controladas, cualquier tipo de estructura vegetal gue pueda
desarrollarse mediante diversos procesos y dqar origen a
nuevas plantas completas fenotipicamente idénticas o no a
la(s) planta(s), de la(s) que se tomaron los explantes. En
esta propiedad de regeneracidn controlada, es donde radica el
poten¢ial del cultivo jin vitre.

Hay 5 areas fundamentales donde el cultivo de tejidos
vegetales es aplicable y de gran utilidad:

- micropropagacidén
- preservacién de germoplasma

~ mejoramiento genético

biosintesis de metabolitos

investigacidén bdsica

En todos y cada uno de estos puntos falta mucho conocer
de los procesos vegetales en las diferentes plantas de
interés econdmico y ornamental, sin embargo los avances en la
investigacién de todos ellos son continuos. Por otra parte,
todos ellos Jjustifican de manera clara el trabajo que aqui se
presenta pues de alguna manera, este estudio incide en cada
uno de estos puntos.

Una consideracién importante y objetiva de esta idea de
incrementar la calidad de proteina por manipulaciones
genéticas de cualquier cultivo, depende de nuestro
entendimiento del control genético, el cual determina la
calidad y cantidad de la proteina sintetizada jip vivo e_in
vitro. Estos estudios del control de los mecanismos de 1a
transcripcién y traduccién de la informacién genética,
requieren el empleo de técnicas de biologia molecular, que no



serian dtiles si primero no se caracteriza el proceso a nivel
morfoldgico, fisioldgico y biloguimico.,

Es esencial 1la caracterizacién de las proteinas de
reserva y los aspectos regulatorios de su sintesis, sigquiendo
los camblos en 1los patrones de proteina durante los
diferentes estadios del desarrollo embrionario.

Asi, éstos estudios sirven para ubicar y caracterizar
los puntos regulatorios de la expresién genética como es la
sintesis de las proteinas de reserva, la cual representa la
expresidén tejido-~especifica de unos pocos genes en un punto
espacial y temporal determinade del clicle de vida de un
organismo.

Un aspecto concerniente con el impacto econémico de este
tipo de trabajos es el desarrollo de tecnologias para la
produccién de semillas somdticas. Esto es embriones obtenidos

que sean capaces de germinar normalmente y dar
origen a plantas productivas, Estos embriones deben ademds
ser producidos en grandes cantidades y tener un tiempo de
almacenamiento similar al de las semillas.

La idea de clonar plantas a escala comercial, puede ser
aplicable en muchas especies vegetales. Esta tecnologia
podria ser usada para mejorar variedades de alfalfa (y otras
especies).

Un cultivar de alfalfa podria ser evaluade por su
produceidn agronémica, seleccionado Y clonado sin
polinizacidén cruzada, y séle se requeriria entonces de un
proceso tradicional de estabilizacidén genética {(mejoramiento
cldsico), que toma algunos afos con cultivos forrajeros como
la alfalfa. Asi podria utilizarse una mezcla de los métodos
de propagacidn convencionales y los de biotecnologia para
obtener maejores variedades a corto plazo.

Los ES son similares en morfologia a los embriones
cigéticos (EC) y en condiciones adecuadas de cultivo es muy
probable que tamblén correspondan en algunas de sus
caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas mids importantes.
los ES pueden ser regenerados in vitre, en grandes cantidades
sin recombinacién genética, lo cual permite tener un control
maximo del genotipo elegido.

Una idea que muchos investigadores tienen en mente, es
que el alto valor estratégico de los granos y semillas,
particularmente el de algunos cereales y leguminosas, los
sitva en un lugar prioritarioc para intentar modificar
genéticamente la calidad de sus proteinas componentes. Es por
esta razon que todos los esfuerzos se encaminan a incidir en
el control de la regulacién y expresién genética de éstas
plantas de las que depende en gran medida el suministro ge
alimento de consumo animal y humano.



Es indudable que la aplicacién intensiva y conjunta de
las técnicas tradicionales de fitomejoramiento y de 1las
técnicas de ingenieria genética y cultivos vegetales jin
vitre, resultaria adecuada para la obtencién de los cultivos
basicos y de los cultivos con alto potencial alimentario
resistentes a factores ambientales adversos, con altos
rendimientos y alta eficiencia en la incorporacién de 1los
nutrimentos presentes en el suelo. En cada uno de éstos
puntos, es sin embargo, necesario investigar los indicadores
bilogquimico-fisiolégicos que puedan servir para evaluar la
calidad de los cultivos de manera eficiente y sencilla en las
primeras generaciones y etapas del desarrollo de las plantas.
Estos podrian ser, entre otros, aminoacidos, enzimas
especificas o los patrones polipeptidicos de las proteinas de
reserva. (Paredes L. O. 1985.)



II. OBJETIVOS

II.1 OBJETIVOS GENERALES

X. Caracterizar 1las proteinas de reserva presentes en
semillas y embriones somaticos de alfalfa (
sativa L. var Reagenlander, linea A7034).

II. Estudiar la expresién de los materiales de reserva
durante el desarrollo de los embriones somaticos.

IIXI. Determinar si la acumulacién del material de reserva de
los embriones somdticos de alfalfa en desarrollo, puede
ser afectada epigenéticamente.

IV. Establecer las condiciones de cultivo, bajo las cuales
se produzcan embriones somaticos de alta calidad.

IXI.2. OBJETIVOB PARTICULARES

I.1. Cuantificar, caracterizar e ldentificar las proteinas de
reserva obtenidas de semilla y de los embriones

somaticos, mediante técnicas colorimétricas.
electroforéticas e inmunoldégicas, a fin de compararlas
entre si.

I.2. Estandarizar el método de extraccién de las proteinas de
reserva presentes tanto en embriones somaticos como en
semillas de alfalfa.

I.3. Separar y cuantificar carbohidratos de reserva de
semillas Y embricnes somaticos Y posteriormente
caracterizarlos.

I.4. Determinar presencia y actividad hidrolitica de alfa-
amilasa, en semillas y embriones somaticos.

II. 1. Evaluar camblios en la cantidad y calidad de las
proteinas presente en diferentes estadios de desarrollo
de los embriones somaticos, ubicando los momentos de
sintesis y degradacién mediante una cinética de
desarrollo.

IX.2., Sequir los cambjos en la actividad de alfa-amilasa
durante el desarrollo.



II.3. Determinar si hay o no, alguna relacién entre los
momentos de maxima sintesis y/o degradacién de las
proteinas de reserva, con los niveles de alfa-amilasa
durante el desarrollo embrionario.

III.1. Determinar el efecto del sorbitol a concentracicnes de
2, 8 ¥y 12 % en los ES en desarrollo.

ITX.2. Detgrminar que efecto tiene el ABA a una concentracidn
de 107 , en el desarrollo de los ES.

IIX.3. Determinar si el extracto de embriones sexuales
inmaduros de alfalfa, favorece o no, la sintesis y
acumulacién de materiales de reserva durante la
embriogénesis somatica.

III.4. Evaluar el efecto de cada manipulacion de medio, tanto
en luz como en oscuridad en relacién al contenido y
calidad de proteinas y a los niveles de carbohidratos.

IV.1. Ubicar cual es el mejor tratamiento o tratamientos
defasados en el tiempo, para obtener una mayor
acumulacidén de proteinas de reserva en los embriones
somaticos.

IV.2. Comparar nivel, patrén de acumulacién y caracteristicas
de las proteinas y carbohidratos de reserva obtenidos de
los ES en la mejor manipulacién de medio, con el control
de semilla.



IIX. ANTECEDENTES,

III.1 GENERALIDADES DE Medicago sativa L.

La alfalfa (Medicago sativa L.), pertenece a la familia
Lequminosae, la subfamilia Papilionoideaea o Lotoideae y 1la
tribu trifoleaceae. El género Medicago cuenta con alrededor
de 62 especies y un gran numero de variedades (Lesins y
Gillies, 1972), las cuales han derivado principalmente de la
mezcla de las especies M. sativa y M.

Estas especies presentan diferentes caracteristicas y
capacidades adaptativas, y de acuerdo con la clasificacién de
los centros de origen de las plantas cultivadas elaborada por
vavilov en 1951, se considera como centrc de origen de
Medicago sativa el Cercano Oriente y Asia cCentral, esto es,
la zona que abarca Turquia, Irdn, Irak y Afganistan, y el
Suroceste de la Unién Soviética. Y se menciona como centro de
origen para Medicago falcata; la zona montanosa de
Transcaucasia que abarca los limites entre Europa y Asia y el
norte de Siberia.

Esta leguminosa es una planta perenne arbustiva con
alturas de entre 60 y 90 c¢m, Con hojas compuestas e
imparipir.das. Las flores (de 8 a 10 mm de longitud), son
pentdmeras y dispuestas en racimo. Sus colores van desde el
amarillo oscuro en M, falcata, hasta el purpura violdceo o
azul en M, sativa (Pliegeo, 1989). Su fruto es una vaina
espiralada de 2 a 5 mm de di&metro con semillas de 4 a 8 mm
de longitud, las cuales pueden permanecer en latencia por
largos periodos (hasta 10 anos) (Lesins and Gillies, 1972).

La dispersion del polen se realiza por el conocido
mecanismo de ‘“disparo™, provocado por algunos insectos
{principalmente del género Apis), el viento, la lluvia o el
calor (Pliego, 1989).

Las condiciones ambientales mas favorables para el
crecimiento de la alfalfa son: temperaturas entre 18 y 28%¢,
aunque se desarrollan mejor con lugares mas templados que
calidos, en suelos ligeramente arcilloses con una buena
proporcién de fosforo Yy calcio y en sitios con alta
intensidad 1luminosa y humedad relativa baja (un alfalfar
requiere una cantidad de aqua de entre 700 y 800 Kg de agua
por Kg de materia seca). Pliego, 1989).

Al igual que muchos miembros de la familia Leguminosae,
la alfalfa puede establecer asociacién simbicdtica mutualista
con bacterias del suelo del género Rhizobjum y lo hace
especificamente con Rhizobium meliloti. (Burton, 1972).



#n general la alfalfa se comporta como autotetraploxde,
y al 1igual que nmuchas otras plantas forrajeras de
polinizacién cruzada tiene un alto grado de heterocigosis
(Atanassov y Brown, 1984). Esta leguminosa posee un numero
cromosémico (2n) de 32.

La alfalfa es en la actualidad la leguminosa forrajera
mis amppliamente cultivada en todo el mundo, ha colonizado muy
diferentes climas y tipos de suelo y se ha desarrollado
exitosamente en éstos.

Algunas factores determinantes que mucho han contribuido
a esto son:

- Su capacidad para fijar nitrégeno, conferida por su
asociacién con Rhizohium.

~ El1 desarrollo radicular profundo de Medjcaggo sativa,
le permite resistir a fuertes cambiocs de temperatura y
humedad. La alfalfa cuenta con una raiz gruesa que alcanza
hasta 9 mts.de profundidad).

- Su alta variablidad genética por su condicién de
aldégama.

- La interaccidén de las especies resultantes de la
relacion M. falcata y M. sativa,

Recientemente se calculé que hay mads de 233 millones de
hectéreas de cultivo de alfalfa en todo el mundo, América del
Norte es la zona geografica de mayor superficie cultivada
contando con el 40.39 % de la superficie mundial sembrada y
distribuido entre EEUU (33.78 %), Canadd (6.112 %) y México
(0.49 %). En México, se destinan aprox. 160 000 ha al cultivo
de la alfalfa (Del Pozo Ibafiez, 1977; Pliego, 1989).

La gran {importancia que este cultivo tiene para el
hombre, esta basada en que es el principal alimento del
ganado bovino, ovino y caprino y constituye por lo tanto la
principal fuente de proteina para la produccidén de carne y
alimentos de origen animal (Pernollet, 1985).

Posee un alto contenido proteico de buena calidad y
altos rendimientos (comparativamente con 1los de otros
cultivos forrajeros), asi como una importante accién
nitrificante del suelo (Hamilton and Vanderstoep, 1979;
Pernollet and Mossé, 1983).

Sin embargo, su composicién de aminoacidos, presenta
deficiencia en algunos de ellos como meticnina, triptdéfano y
cisteina. Lo que plantea como objetivo de algunos trabajos,
el empleo de métodos que incrementen loas niveles de proteinas
de alta calidad en estas plantas.



1XX.2 EHKBRIOGENESIS BEXUAL EN ALFALFA

En las plantas superiores, el embrién es 1la unidad
bisica en la semilla y representa el inicio de una nueva
generacidn esporofitica (Raghavan, 1976). La embriogénesis,
gque se refiere a toda la serie de eventos que suceden después
de la fertilizacién, y gue involucran el origen, crecimiento
y transformacién ordenada del cigoto en un embridén; involucra
también cambios extensivos en la forma y cambios progresivos
desde un estadio de desarreollo Inmaduro a uno naduro.
Iniciando con la primera divisién del cigoto, la planta se
mantiene en un estado de continua regeneracién produciendo
nuevas células, tejidos y 6rganos a lo largo de su vida. Los
canmbios comunes de la morfelogia celular durante el
desarrollo son divisién, expansion, madurez, y diferenclacion
celular, sin embargo, los cambios fisioldgicos y bioquimicos
que acomparnian ésta diferenciacién histolégica, son
probablemente diferentes.

Las semillas de las angiospermas, son un buen sistema
experimental para los estudios de la regulacidén del
desarrollo embriocnaric, ya que en éstas plantas la semilla
pasa a través de una sucesidén de estados fisio-morfolégicos
bien definidos que pueden ser utilizados para identificar los
momentos de regulacién del desarrollo especifico y los
eventos biloquimicos (Dure, 1975).

En las angiospermas, este proceso comienza con la doble
fertilizacién que da origen al cigoto y al nicleo triploide
que a su vez da oriden al tejido del endospermo.

Estos eventos tienen lugar en el saco embrionario que
estd embebido en el tejido materno constituido de tejido
nucelar y uno o mas integumentos. Este tejido integumentario
esta conectado al resto del ovarjo a través de un funiculo en
forma de tallo (Dure, 1975).

IIXI.2.1 GAMETQFITO FEMENINO:

El gametofito femenino maduro es derivado de una
division reductora en la célula madre {megaspora), seguida
por una serie de divisiones mitéticas. En la alfalfa, cuatro
megasporas toman parte en la formacidn del gametofito. El1
gametofite femenino maduro o saco embrionario tiene
cominmente ocho nucleos haploides genéticamente iguales. En
un saco embriocnario de este tipo, los nucleos estan
arreglados en dos cuartetas en los extremos micropilar y de
la chalaza. Uno de los nucleos en el extremo micropilar es
delimitado por una pequeha cantidad de citoplasma y se
organiza a si misma como célula huevo. Es flanqueada por dos
células mds pequefias llamadas sinérgidas. En el extremo de la
chalaza, tres nticleos se diferencian como células



antipodales. La célula nuclear puede ser uninucleada o
binucleada (Raghavan, 1976).

III.2.2 POLINIZACION ¥ DIVISION CELULARES:

Generalmente sélo un tubo polinico penetra en el
micrépilo y pasa al saco embrionario, entre la ovocélula y
las sinérgidas (éstas no son destruidas por el tubo polinico,
sino que persisten algun tiempo después de la fecundacidn)
(Stanford et, al. 1972).

El tubo polinico libera los 2 gametos masculinos cerca
de la ovocélula. Un gameto se adhiere al nucleo de esta
mientras que el otro se une a los nuicleos polares que se
fusionan para formar la célula madre del endospermo. E1
nicleo del gameto masculino, que esta adherido al .nicleo de
la ovocélula aumenta de tamafio, y por ultimo, se fusiona con
la cromatina de los dos nucleos, se forma asi, el cigoto el
cual es el estado unicelular de un organismo multicelular y
las propiedades esenciales de interacciones gue se presentan
en el adulto, ocurren en esta fase (Stanford et. al. 1972).

El cigoto se divide transversalmente y alrededor de 31
horas después de la polinizacién se produce un proembrién
bicelular que consiste en una célula basal agrandada y otra
apical mas pequefia, Después de 120 horas de ocurrida la
polinizacién, el embrién contiene hasta 16 células (Stanford
et. al. 1972). Las células del cigoto se dividen en sentido
transversal y periclinal para formar una masa esférica
{estadio globular), el embridén tiene entonces una simetria
radial. Al principio ésta masa esférica es de aproximadamente
0.2 mm de diametro pero llega a 0.6 mm antes de que la
organogénesis de los cotiledones comience (Raghavan, 1976).

Después, algunos grupos de células laterales opuestos a
la periferia del Apice, se transforman en meristematicos para
producir los cotiledones, en este punto el embridn tiene una
forma acorazonada. Luego los cotiledones se alargan y ocupan
una posicidén paralela al eje principal y producen el estadio
de "torpedo" (Crouch, 1982).

En muchas leguminosas el endospermo es consunido a
medida que se forma el eje embrionario y los cotiledones
(Dure, 1975).

Este proceso que corresponde al desarrollo inicial de
una semilla es resultado del desarrollo rapido del tejido
integumentario. Y continua dando origen a un suspensor (el
desarrollo de éste, asi como el de 1la organogénesis del
embrién son detenidos tempranamente). El endospermo continua
expandiéndose en tamafio y nimero celular, seguido después por
el propio embrién, el crecimiento del cual se da a expensas
del primero. Las células del integumento externo se



diferencian en la testa (cubierta seminal), ¥y en muchos
casos, el integumento interno y las células nucelares son
perdidas, para la proliferacién del endospermo. En algin
punto las células del funiculo conectan el évulo al ovario
degenerado, haciendo del dvulo un sistema nutricionalmente
cerrado (Dure, 1975}).

El grado con que el embrién consume el endospermo
durante la embriogénesis varfa segun la especie de
anglosperma. lLa sintesis de proteinas de reserva ocurre en
las etapas media y final del desarrollo del embridn (Dure,
1975). Visto como un todo, el desarrollo embrionarioc y la
formacidn de las semillas en las leguminosas es tan similar
entre las especies relacionadas, que es posible esquematizar
la secuencia general de los eventos principales. (Fig. 1).

FIN DE LA DIVI- ACUMULACION DE l DESECACION
SION CELULAR RVAS ‘
« - - Maxima sintesis de

proteinas de reserva

- r— - Mdxima sintesis de almidén

RAPIDA DIYISION
CELULAR

DIAS DESPUES DE LA ANTESIS

Fig. 1.- Representacidén diagramdtica de la embriogénesis
en las leguminosas. (Tomado de Dure, 1975).

A diferencia de las semillas de cereales, en 1las
leguminosas, el endospermo no es el sitio primario de
acumulacién de proteinas de reserva, sino el embrién mismo
(Larkins, 1981; Villegas, 1986.). En éstas plantas, los
cotiledones funcionan como un depdésito eno cotiledones fun
almidon y fosfato, y ocupan la cavidad completa. Una vez que
la desecacién del embridn y del medio que lo rodea comienza,
la cubierta seminal se esclerifica y muere, encerrando al
embridén en una cubierta protectora (Dure, 1975).
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En la madurez, el contenido de humedad de la semilla va
de 5 a 15 % de agua, dependiendo de las especies y del
ambjente (Adams y Rinne, 1980). En contraste, en las semillas
inmaduras, en las gque el embrién no ha acumulado reservas, se
encuentra un contenido de humedad de entre 80 y 90 &%,
Conforme el desarrolio de la semilla avanza, su peso seco se
incrementa mas radpido que su peso fresco, como resultado de
la acumulacion de reservas y de la disminucidén de su
contenido de agua. Durante la fase final del desarrollo de la
semilla (la desecacién), el peso fresco decrece y el embrién
entra a un periodo de latencia. Asi la madurez de la semilla,
se da en un ambilente desecante y la pérdida de agua es una
parte normal del desarrollo del embrién, no una situacién de
estrés (Finkelstein y Crouch, 1986).

III.3 DESBARROLLO DE LAB TECNICAB jn vitro

Desde 1930, los avances hechos en el campo de la
fisiologia vegetal, bioquimica y genética, han tenido mucha
influencia en el desarrollo de las técnicas de cultivo de
érganos Yy tejidos bajo condiciones asépticas. Esto ha dado
origen a un nuevo enfoque de la blologia vegetal, que incluye
el control del desarrollo vegetal mediante tratamientos
quimicos y variacién de factores ambientalaes al experimentar
con genotipos elegidos.

Las técnicas de cultivo de tejidos, abren nuevas
posibilidades para la propagacién in vitro y la manipulacion
controlada de la expresién de las plantas, por métodos
quimicos e incluyendo en ocasliones, la induccion de
mutaciones por diferentes vias (Hegrutiu et al., 1984; King,
1984), pero aun sin manipulaciones; las células in yitro son
inestables genéticamente y puede ocurrir variacién durante el
cultivo. (Larkins y Scowcroft, 1981. Orton, 1983; Toncelli et
al., 1985). El empleo de las diversas técnicas de cultivo jin
vitro depende de los objetivos de cada investigacion.

IIYX.4 FUNDAMENTOS DE LA MICROPROPAGACION POR CULTIVO DE
TEJIDOB

Se ha considerado que la mayoria de las células
vegetales son totipotentes, esto es que poseen el potencial
de producir cualquier tipo celular vegetal, siguiendo los
procesos de competencia, determinacién y diferenciacion, de
manera natural o inducida.

Algunas de las sustancias que mas se han empleado para
inducir algun efecto en el crecimiento vegetal, son las
auxinas, citocininas y giberelinas; sin embargo, existen
otras sustancias que pueden afectar el crecimiento tales
comec; agentes inductores de estrés hidrico y osmético, como
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el sorbitol, manitol y polietilenglicol (PEG). Algunos
investigadores han suplementado 1los medios de cultivo con
extractos naturales complejos {quimicamente indefinidos), con
el fin de buscar en éstos extractos, factores que regulen el
crecimiento en un sentido especifico. Sin embargo,
actualmente el uso de éstos extractos esta limitado a
aquellos casos, en los que los ensayos con mnedios
quimicamente definidos, ne han resultado satisfactorios o
cuando existe una base tedrica importante.

Algunos investigadores consideran que la relacién de los
reguladores del crecimiento, juega un papel muy importante en
el contrel de la embriogénesis som&tica (Tisserat et al.
1979); sin embargo, hay que considerar que éste factor es
importante si ya se ha determinado de que genotipo depende la
capacidad embriogénica de la especie en cultivo. A este
respecto se han elaborade protocolos de cultivo que incluyen
la separacidn temporal de la induccidén (fases de competencia
y determinacién) y el desarrollo (fases de organogénesis y
crecimiento), mediante cambios en las condiciones de cultivo
(Meijer y Brown, 1987).

La capacidad de 1las células somdticas para formar
embriones como una respuesta a un estimulo apropiado, las
hace "competentes" para sequir una via de desarrollo distinta
a la que venian siguiendo. Esta competencia es un
prerrequisito para que ocurra la determinacién en un sentido
especifico. En un momento dado, un tejido es competente para
algunos procesos de determinacion en lugar de para otros,
mediante ésta '"determinacion®, es que una <célula es
restringida a nuevas vias de especializacidn. Posteriormente
ocurre la diferenciacién que es el momento en el que células
genotipicamente semejantes, difieren en sus programas de
expresién, en un mismo punto espacial y temporal (Tiedemann,
1972; Christianson and Warnick, 1983}.

Como resultado de la diferenciacioén, las células de un
organismo multicelular se vuelven funcional y
estructuralmente diferentes entre si durante la ontogenia;
esto implica tanto el estado fisioldgico de una sola célula,
como todo un procesc de desarrollo del embridn.

El mecanismo de la diferenciacién se ha considerado
desde hace un tiempo como unc de los principales problemas en
la biologia del desarrollo (Sung, 1985), y esto 1le ha
conleride mucha atencién al cultivo de células y tejidos
vegetales ya que éste ofrece miltiples ventajas para la
manipulacion controlada de los diferentes sistemas vegetales.

En los cultives ip vitro, se inicia la proliferacién de
células de) explante para la formacion de tejido calloso, el
cual puede sequir alguna de las vias posibles de regeneracion
tisular; ya sea organogénesis (formacidn de brotes o
rizogénesis), callogénesis o embriogénesis. (Sung, 1985).
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las caracteristicas generales de crecimiento de un
callo, involucran una relacidén compleja entre el material
vegetal usado para iniciar el callo, la composicidén del medio
y las caracteristicas ambientales durante el periodo de
cultivo.

La via a seguir en un cultivo potencialmente
embriogénico (dependiente del genotipo), puede entonces ser
definitivamente "inducida"™ por la remocién o aplicacion de
diversos agentes en concentraciones criticas en el medio de
cultivo. Esta "induccidén"™ entendida en un sentido amplio
involucra un cambio en el destino de una célula o grupo de
células (Christianson and Warnick, 1983)..

IIX. 5 VIAS DE MICROPROPAGACION Y 8U IMPORTANCIA

Hay dos vias alternativas principales para la
micropropagacién:

a) La induccién de brotes y meristemos apicales o
radiculares (organogénesis), que implica colocar el tejido en
un medio de proliferacidén para inducir la produccioén y el
desarrollo de brotes, Estos son reciclados hasta que se
obtiene el nivel de produccién deseado, posteriormente 1los
brotes se enraizan y finalmente se aclimatan en invernadero.
Esta via es util para lograr la micropropagacién en poco
tiempo pero con menores rendimientos que:

b) La embriogénesis somatica, donde ceélulas competentes
se desarrollan en plantas completas en respuesta a un
estimulo ambiental, de manera comparable a los embriones
cigdéticos, al ser colocados en un medio de cultivo propicio.
Con esta via, se obtienen respuestas y rendimientos muy altos
y sdélo ha sido alcanzada en algunas especies.

Los métodos de cultivo de tejidos, han demostrado tener
un gran potencial para la propagacién clenal rapida de muchos
tipos de plantas. Sin embargo, para considerar a las técnicas
de cultivo de tejidos como una herramienta confiable, es
necesario conocer 1la respuesta de varios cultivares para
definir cuales de ellos tienen la capacidad de crecer
exitosamente en el campo (Nagarajan, et al., 1986).

Debido a esto, numerosos genotipos y variaciones en los
nutrimentos se han probado hasta ahora con limitado éxito, y
los aspectos bioquimicos de la induccidn y desarrollo de los
embriones somdticos solo han sido estudiados en algunas
especies como chicharo (Stirn y Jacobsen, 1987), algodédn,
zanahoria, alfalfa (Stuart et al. 1985) y Brassica npapus
{Crouch y Sussex, 1981).
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Desde un punto de vista pragmatico, la formacién de
embriones, ademids de 1la formacién de vyemas, tiene una
significacién especial en el mejoramiento vegetal por vias no
convencionales. (Kohlenbach, 1978). La micropropagacién de
plantas de interés comercial a gran escala, es de gran
potencial y actualmente se han logrado establecer un gran
numero de sistemas de propagacién vegetativa in vitro para
especies como fresa, papa, esparrago, clavel, jitomate, etc.,
(Sharp ef. al., 1984; Redenbaugh et al. 1986).

Sin embargo, es importante tener un buen control K sobre
los genotipos empleados, ya que los ciclos de recurrencia,
pueden alterar la respuesta y caracteristicas del cultivo.

III.6. EMBRIOGENESIS SOMATICA

Existen diversos términos para referirse a 1la
embriogénesis asexual (cuando este fenémeno ocurre en la
naturaleza}, tales como: poliembrionia, apomixis;
embriogénesis nucelar, esporofitica, adventicia y somdtica.
Sin embargo en el caso de la embriogénesis jin vitro, el
término mds ampliamente utilizado es el de embriogénesis
somdtica o adventicia, algunos investigadores denominan
embriones no cigéticos a los embriones somaticos, debido a
que éstos ultimos no se originan a partir de una célula huevo
o cigoto, producto de la fusién de 1las células sexuales
masculina y femenina.

El desarrollo embrionario a partir de células somaticas
ha sido estudiado desde hace algunos afios, luego de que en
1958, Reinert evidencié 1la formacién de estructuras
aparentemente embrionarias en callos obtenidos por el cultivo
de raices de zanahoria. A partir de entonces surgieron los
primeros reportes de regeneracién via embriogénesis somatica
y hasta la fecha; se han publicado una gran cantidad de
trabajos para la obtencién de embriones somaticos in vitro en
diversas especies.

Algunos de los primeros investigadores, fueron Nomura y
Komamine con cultivos en suspensién de zanahoria. De acuerdo
con sus primeros estudios, la determinacién para 1la
embriogénesis, ocurre durante la transicién de las células
simples a agregados embriogénicos. Sin embargo, la capacidad
de las células individuales para convertirse en
embriogénicas, era relacionada unicamente con la morfologia
celular.

En posteriores estudios, la divisién desiqual de 1las
células somaticas fue determinada como un prerequisito para
el desarrollo de los agregados de células embriogénicas, en
tanto que la sintesis diferencial de DNA, en los estados
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multicelulares, fue asociada con el desarrollo de estos
agregados en embriones. (Nomura y Komamine, 1986; Dijak y
Simmonds, 1988).

Los embriones somaticos se originan de células
esporofiticas y segin Kohlenbach en 1978; estas pueden ser de
diferentes tejidos:

1) Células vegetativas y tejidos de plantas maduras.

2) De tejidos reproductivos, estructuras como la nucela y
embriones maduros e inmaduros, los cuales con frecuencla son
una excelente fuente para la ES.

3) De hipocétilos y cotiledones de embricnes y plantulas
jévenes, donde los embriones somiticos se originan come
adventicios sin pasar por callo.

A diferencia de los animales en los cuales, algunas
células jamas pierden el estado embrionario, en las plantas
el meristemo floral se desarrolla de meristemos vegetativos,
los cuales son considerados como tejildos som&ticos. Por lo
que el estado embriogénico, tiene que ser "adquirido" durante
el desarrollo floral para dar lugar a productos meidticos
como el cigoto, que sean embriogénicos (Sung, 1985).

Como ha sido posible observar en muchos sistemas de
embriogénesis somatica, el estado embriogénico potencial es
un estade estable que requiere de algun factor externo gque
rompa su equilibric y que inicie la embriogénesis; una vez
que esto tiene 1lugar, los eventos sucesivos se producen
rapidamente. (Sung, 1985). El1 estado embriogénico es
mantenido a través del tiempo, de la divisién celular y aun
de la diferenciacién celular y estd ligado directamente con
la respuesta de un cultivo.

Aunque es evidente que en las plantas superiores hay
células competentes y determinadas, poco se sabe de éstos
procesos (Christianson y Warnick, 1983), porque no todas las
células de un inéculo se dividen y terminan su desarrollo en
una planta. En algunos callos es posible distinguir
diferentes tipos de células; en forma, color, tamaho ¥y
textura, por presentar respuesta embriogénica o no (Sondhal y
Sharp, 1977), o por tener diferencias en su contenido y/o
tipo de proteinas. Como es el caso de callos embriogénicos y
no embriogénicos de =zanahoria, chicharo y arroz (Stirn y
Jacobsen, 1987; Chen y Luthe, 1987).

Algunos autores mnmencionan gue los embriones somaticos
(ES), pueden exhibir un comportamiento fisiolégice similar al
de los embriones sexuales y gque inclusive la latencia puede
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ser manifestada jin vitro: ocurriendo su desarrollo una vez
que todos 1los requerimientos ambientales son provistos.
{(Murashige, 1979.)

III.7 CARACTERIBTICAS DE LA EMBRIOGENEBSIS

Los camblos en el patrén de organizacion celular,
conducen a cambios en forma y tamafio del embridnm,
determinados por la frecuencia y 1los planos de divisién
celular, asi como por la tasa y direccién de la elongacién
celular. El plano de divisién es a su vez, determinado por la
orientacisén del huso mitdético (Raghavan, 1976.).

Si bien, hasta ahora no se ha establecido ninguna teoria
general sobre la ES que conecte los eventos morfogenéticos
que ocurren en un periodo determinade, con los cambios
bioquimicos y fisioldégicos de los embriones: desde un punto
de vista bioquimico, estos fendémenos deberian ser medidos en
términos moleculares. Esto significa que el incremento o
decremento en los niveles de algunos metabolitos, asi como
los cambios en las actividades enzimdticas de sintesis y
degradacién son resultado de la reqgulacidén de la expresién
genética diferencial.

En los cultivos de tejidos vegetales, la embriogénesis
somdtica puede ocurrir directa o indirectamente, en el primer
caso originindose de células aisladas y/o protoplastos. Y en
el segundo, requiriendo la mediacidén de una fase de callo. Si
bien no se conoce la naturaleza del estimulo requerido para
la embriogénesis directa, es factible pensar que puede
ocurrir que las células ya estén predeterminadas para la
embriogénesis, y no que requieran ser inducidas para seguir
esa via (sung, 1985).

IXI.8. EMBRIOGENESIS BOMATICA EN LA ALFALFA.

Una de las especies importantes, en donde se han logrado
establecer sistemas confiables de wmicropropagacién, via
embriogénesis somatica es la alfalfa (Medicago sativa L.)
(McCoy y Walker, 1984). Sus ES facilitan el cultivo por su
tamafio (2 a 5 mm), y pueden ser obtenidos en relativanente
poco tiempo (5 a 7 semanas). Por otro lado, se cuenta ya con
bastantes antecedentes de su comportamiento in vitro.

En el caso de la alfalfa, la embriogénesis somAtica, es
lograda por 1la wvia indirecta y se considera gque algunos
nutrimentos y reguladores de crecimiento como el 2,4-D, son
esenciales para la induccién del estado embriogénico. (Sung,
1985). Algunos autores justifican esto porque el 2,4-D inicia
la divisién celular desiqual, lo que origina células de
diferente tamano, de éstas, las mas pequefas, dan origen a
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densas agrupaciones capaces de generar embriones. (Komamine,

et. al., 1984).

Esta especie posee adem&s caracteristicas muy bilen
definidas, en cuanto a rendimiento y velocidad de respuesta.
Es por esta razén gque la investigacién realizada en ésta
especie es valiosa, tanto para el establecimiento de sistemas
modelo de embriogénesis somatica, como en el estudio de los
procesos que ocurren durante el desarrollo vegetal in vitro e
in wivo, Ademds, obviamente del conocimiento que se pueda
aportar de la alfalfa misma.

Los ES de los callos de alfalfa pueden ser obtenidos_in
vitro, wusando como explantes diferentes tejidos incluyendo
embriones inmaduros (Reich, 1980; Wwalker, et al. 1979),
peciolos (Novak and Konécna, 1982), tallos (Walker, 1979),
cotiledones (Novak and Konécna, 1982; Stavarek, 1980),
hipocétilos (Novak and Konécna, 1982), hojas (Dos Santos et
al. 1980) y protoplastos (Mc Coy y Walker, 1984).

En 1985 Brown y Atanasov, probaron 76 cultivares vy
encontraron que la regeneracién de las plantas a partir de
tejidos tisulares es dependiente del genotipo. Encentraron
una gran variedad de respuestas a la embriogénesis somatica.
34 % de los cultivares mostraron algun grado de respuesta en
la formacién de embriones. La mejor respuesta fue obtenida
con la linea Reagenlander, usando el peciolo como explante,
encontrandose que el 80 % de los explantes formaron embriones
y el 65 % de éstos germind.

Este sistema produce embriocnes saludables bien
desarrollados después de 35 dias de cultivo en medio BS
{Gamborg, 1968), suplementadc con 1 mg/l de 2,4-D y 0.1 mg/l
de kinetina, usando 3 % de sacarosa como fuente de carbono
{Brown and Atanassov, 1985).

A la fecha la mayor parte del trabajo hecho sobre ES en
alfalfa, ha sido realizado con el cultivar Regen S, en
particular el clon RA3 el cual ha sido estudiado por Stuart
(1985) y Walker (1979).

En 1987, Meijer y Brown, desarrollaron un sistema gque
permite la separacién de las dos etapas (induccién vy
desarrollo), durante el desarrollo embrionario, utilizando
dos diferentes medios de cultivo.

En el cultivar Reagenlander y en la linea Fl.l_Medicago
falcata, 1los primeros embriones fueron visibles en los
primeros 15 dias después de que el explante fue transferido
de medio de cultivo. En éste nuevo sistema, los explantes son
cultivados en el medio MS (Murashige et al. 1962), con 22.6
#M de 2,4-D y 4.7 pM de cinetina por 10 dias y después sobre
el medio basal MS por 20 dias.
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En términos generales, la respuesta embriogénica en una
especie se ve afectada por diversos factores como el genotipo
y edad del inéculo; tipo y concentracidn de sales inorganicas
¥ aditivos organicos: reguladores del crecimiento y
condiciones de incubacidn.

Anteriormente se consideraba que la regeneracién de
plantas de alfalfa__in witro, era controlada por tres
factores: cantidad y tipo de reguladores del crecimiento
utilizados exdgenamente como fuente de auxina, concentracién
de citocinina exdgena y fuente y nivel de nitrégeno en el
medio de regeneracidén (McCoy y Walker, 1984). Sin embargo,
hay otros factores que considerar como son el balance
bioquimico endégeno de diferentes mensajeros, la fisiologia y
sensibilidad del explante inicial y la variabilidad genética
de las poblaciones bajo estudio.

Otras variables gque hay que considerar son: la luz, ya
gque en otros sistemas como el de zanahoria, se han obtenido
buenos resultados al hacer los cultivos en oscuridad (Michler
¥ Lineberger, 1987), el origen del explante y la condicién
fisioldégica del tejido original. En sistemas como el de
zanahoria, se han realizado estudios del efecto de 1la 1luz
sobre el desarrollo embrionario, y se ha encontrado gque en
tratamientos en oscuridad, se produce el mayor numero total
de embriones (Michler y Lineberger, 1987).

Para el <desarrollc se disminuye o eliminan los
reguladores del crecimiento. La germinacién generalmente se
lleva a cabo en un medio sin reguladores. Con respecto a la
fuente de carbono se ha verificado gue el 3 % de sacarosa
usado cominmente en los medios de cultivo es la concentracidn
mas adecuada.

La naturaleza controlable del cultivo de tejidos y la
influencia de factores exdgenos, permite lograr un mejor
entendimiento de los factores gque controlan el desarrollo de
las plantas de reproduccién sexual.

Otros estudios que se han realizado con éstos sistemas
son: Procesos de seleccién in wvitrg. Croughan et. al. en
1978, selecciondé lineas celulares tolerantes a 1 % de NaCl en
el medio de cultivo. Por otro lado, Reisch y Bingham en 1981,
obtuvieron el desarrollo de plantas resistentes a etionina.
Se han realizado también estudios sobre los requerimientos
nutricionales del cultivo, encontrAndose gue se necesita un
minimo de 25 mM de NH'; para la diferenciacién de ES de
alfalfa {(McCoy y Walker, 1984). La adicion de aminoacidos
(caseina hidrolizada), mejora la cantidad y probablemente la
calidad de los ES (Skokut et al., 1985; Meijer y Brown,
1987), especificamente prolina, alanina, arginina y glutamina
(Stuart et al., 1985). Los regquladores del crecimiento se
utilizan para la induccién de la embriogénesis, cominmente se
emplea una auxina o una combinacién auxina-citocinina.
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IXIY.9 ETAPAS DE LA EMBRIOGENESIB SOMATICA EN LA ALFALFA

Existen tres etapas definidas durante el desarrollo
embrionario jn vitro:

III.9.1 INDUCCION

como ya se menciond, el proceso de induccion puede
ocurrir en una de dos formas: directa o indirectamente; en el
primero de los casos, los tejidos de algunas especiles sélo
requieren ser cultivados en un medio basal para iniciar la
generacién de embriones (quizd debido a la presencia de
células determinadas pre-embriogénicamente), en tanto que en
el sequndo los tejidos deben ser colocados en un medio mds
complejo, con reguladores del crecimiento proporcionades
exdégenamente en la proporcién precisa.

La embriogénesis directa, involucra entonces, el cultivo
de células ya determinadas que sdélo necesitan las condiciones
adecuadas para producir ES, sin la intervencién de una fase
de callo.

Por otro lado, en la enmbriogénesis indirecta, 1las
células se reproducen formando callo, las células de estos
tejidos, pueden encontrarse en estado competente y pasar al
estado de determinacion, donde pueden en ocasiones observarse
estructuras proembrionarias.

IXI.9%9.2 DEBARROLLO

En algunos casos como en la alfalfa, el desarrollo de ES
puede lograrse inclusive, en el mismo medio de induccidén
(Meijer y Brown, 1987).

El desarrollo de ES in vitro presenta los mismos estados
morfogenéticos caracteristicos de la embriogénesis sexual
(estados globular, corazdén y torpedo). El estado globular se
caracteriza por presentar una estructura esférica de células
con citoplasma denso, grandes granos de almidén, nucleos
prominentes Y células poco vacuoladas, las mismas
caracteristicas se presentan en células embrionarias sexuales
y meristemdticas. (Sharp et. al., 1980; Dos Santos et.
al.,1983). Posteriormente en los ES se observan centros de
actividad celular que daran origen a los primordios
cotiledonares, en este momento, el embridn adquiere una
tipica forma de corazén, finalmente con la elongacidén de los
cotiledones y el desarrollo del meristemo apical, el embrion
llega a la etapa de torpedo (Ammirato, 1987).
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Fig.

Ax v

No. 2. Representacidén esquematica de la embriogénesis
somatica en Medicago sativa, donde se muestran las etapas
del desarrollo embrionaric y 1las diferentes fases de
cultivo in wvitro. 1) Material vegetativo fuente, 2)
Explantes, 3) Induccién en medio B5 con reguladores de
crecimiento durante 18 dias en fotoperiodo, 4) Formacién
de callos, 5) Desarrollo en medio BS sin reguladores de
crecimiento, 6) Germinacidén, 7) Desarrollo de plantulas,
8} Aislamiento de plantulas para su posterior
transferencia a tierra como material vegetativo fuente.
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III.9.3 CONVERSION

La germinacién o conversidén de los ES es la ultima etapa
del desarrollo de un embrisn para pasar a ser una plantula.
En la conversién de los ES generalmente no se requieren
reguladores del crecimiento y en ocaslones solo disminuir al
50 % las sale de algun medio de cultivo. Desafortunadamente,
la mayoria de los reportes en ES no indican porcentajes de
conversién, ni que porcentaje de las plantulas obtenidas,
sobreviven en condiclones de linvernadero (lo que nos hace
suponer que son bajos). Esto es probablemente debido a que
no se cuenta con un criterio bioquimico que diagnostique la
calidad y vigor de un embrién durante su desarrocllo. Con los
porcentajes de conversion unicamente se comprueba si los ES
obtenidos son de calidad al final de su desarrollo, pero no
indica que factores pudieron haberse cambiado durante el
mismo, para asegurar su conversidén. Este es el objetivo del
analisis de ©proteinas de reserva, utilizarlas como un
marcador bioquimico para determinar las condiciones Ain vitro
necesarias en la obtencidn de ES de alta calidad.

II1.10 DEBARROLLO EMBRIONARIO in vitro vs in vivo

En muchas especies, los embriones obtenidos de semillas
inmaduras, germinan precozuente. Sin embargo, las plantulas
obtenidas a partir de ellos pueden ser anormales (Kohlenbach,
1978) .

El desarrollo de una planta sigue por lo menos, dos
programas principales. El primero de ellos, es un programa
morfogenético en el cual todos los drganos eubrionarics son
formados, y el segundo es un programa de germinacién en el
cual el patrodn de cracimiento es estinulado.

Esta ultima fase, es quiza la mas precaria en la vida de
una planta. Por l¢ que la embriogénesis puede ser vista como
una etapa preparatoria para una germinacién exitosa. En este
punto radica la importancia de mque el enbridn cuente con
altos niveles de material de rescrva. (Dure,1975). En las
leguminosas al igual que en wuchas dicotileddéneas, hay una
absorcion casi total del endospermo durantc la embriogénesis.
De algun modo puede parecer que estas plantas gastan mucha
mads energia en la formacién de scmillas que las
monocotiledéneas y que aquellas dicotileddneas que entran en
latencia con la mayoria de sus reservas aun polimerizadas en
la nucela/endospermo Sin embargo en especies como Pisum
sativum, Pisum arvense, Phaseplus yvulgaxis, Phasecolus
cocecineus, Vicia fab vy Glvcine max se evita el paso de
reempaquetamiento en los cotiledones, ya «que en la
germinacién, 1los hidrolizados de la nucela/endospermo se
mueven hacia el eje en desarrollo (Dure, 1975).
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Las dos fases mencionadas pueden ocurrir sucesivamente
en el tiempo como en el caso de los embriones somaticos, pero
en las angiogpermas y gimnospermas mds evolucionadas, el
desarrollo es interrumpido por la formacién de una semilla en
la cual el crecimiento ha sido disminuide temporalmente. En
estas plantas, hay un tercer programa de desarrollo gque
conduce a la fase de latencia de la semilla.

Esta latencia no se encnentra en el desarrollo de los
embriones somidticos, en estos no hay ninguna fase definida de
acumulacién de macromoléculas de reserva, por lo gque los
embriones somiticos continlan su desarrocllo y germinan
precozmente. El evitar esta germinacién precoz es uno de los
objetivos que se persiguen al tratar de establecer sistemas
de embriogénesis somatica, en los cuales se logre inducir una
alta tasa de sintesis y/o acumulacién de éstas macromecléculas
de reserva y adem&s establecer de manera puntual en el tiempo
esta acumulacioén.

Otro aspecto del desarrollo de las semillas y al que
seria interesante inducir a los ES, se refiere al cambio
metabélico que tiene lugar en el tejido nutricional de
reserva, ya sea en el endospermo o en los cotiledones cuando
ocurre la germinacisn. Las células que han sintetizado
enormes cantidades de proteinas y carbohidratos, durante la
embriogénesis, revierten completamente este ©proceso y
comienzan una hidrdélisis wmuy rapida de éstos mismos
materiales en la germinacién (Dure, 1975).En los embriones
cigéticos, este proceso no es acompafiado de la division
celular de éstos tejidos, y por 1lo tanto, la reversién
metabélica se da en una misma poblacién celular. El nuinmero
celular final del embridn, es alcanzado al inicio de la
ontogenia y el posterior incremento en masa, puede ser
resultado de la expansidén celular y de la deposicion de
almidén y de proteinas de reserva (Dure, 1975).

La embriogénesis en los tejidos callosos, se inicia con
la diferenciacidn de células somdticas que difieren de las
células parenquimatosas vacuocladas gque las rodean, por su
denso contenido plasmatico, su acumulacidén de almiddén y gque
pueden estar cubiertas por una gruesa pared celular. De tales
células se originan otras mds pequedas y con citoplasma muy
denso. Estas se denoninan proembriones y pueden desarrcllarse
cada una en un embrién globular o en una estructura muy
similar que puede desarrollar las diferentes fases
embrionarias y una pléantula. Numerosos embriones, los cuales
se desarrollan de ceélulas somdticas superficiales, son
producidos si se disminuyen o eliminan las auxinas del medio.
Se pueden distinguir 2 eventos fundamentales en el desarrollo
temprano de los embriones somdticos:

1) La induccién de las células con competencia embriocgénica. .

2) La liberacién del estado embriogénico inducido a su total
desarrollo. (Kohlenbach, 1978).
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Hasta ahora, la identificacion de 1los ES ha sido
fundamentalmente basada en observaciones morfologicas;
equiparandola con una secuencia de desarrollo gue es muy
parecida a la encontrada en los embrjones sexuales y que
progresa del estadio globular, al corazon, al torpedo y
finalmente al cotiledonar. Esta correlacién se observa en
estudios de microscopia optica y micreoscopia electrénica., y
se encuentra altamente conservada entre todas las plantas
dicotileddneas. (Dos Santos, et al. 1983).

En estudios de embriogénesis somatica, realizados con
algodén (Gossypium pirsutum), el primer estadio reconocible
es el de globular, y consiste de masas de tejido, de
superficie 1lisa, casi isodiamétricas, que emergen de un
tejido calloso nuy friable y organizado irregularmente. Los
embriones somdticos, durante su subsecuente alargamiento,
muestran un suspensor bien definido y una indentacioén apical,
este estadio es denominado de corazén. La indentacion apical
representa la iniciacién del desarrollo de los cotiledones,
los cuales en el siguiente estadio ~de torpedo-,
desarrollaran cotiledones verdes bien definidos. La
maduracion de los ES involucra la elongacién del eje
enbrionario sin un posterior crecimiento cotiledonar
(Shoemaker et al. 1987). (Fig. 2}.

En la ES, pueden encontrarse otros dos estados
morfogenéticos: el estado de callo organizadeo y el inicio del
estado corazdn.

El primero ocurre con la transformacién del callo a
enbriones globulares e invelucra un periodo de rapida
division celular gque produce densas agrupaciones sin una
epidermis aparente.

El segundo estado morfologico observado en cultivo,
involucra la formacion de wuna hendidura en el embriodn
globular para formar los cotiledones. La circunferencia de la
hendidura debe desarrollar des puntos donde el crecimiento
este restringido. El meristemo apical esta presumiblemente
localizado en el &rea inferior de la hendidura (Sung,1985).

° @0 o0 00006838?8’

GLOBULAR CORAZON TORPEDO COTILEDONAR

Fig. 2.- Estadlos de desarrollo embrionario en la
alfalfa (Tomado de Stuart, et al., 1985).
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IXI.11 S8ISTEMAS MODELO DEL DEBARROLLO EMBRIONWARIO in vitro

En la actualidad, se conoce nmnucho acerca de las
condiciones de cultivo necesarias para la ES en algunas
especles y en algunos sistemas establecidos como modelo

), la ES puede ser inducida y observada en
algunas condiciones definidas, con un buen nivel de sincronia
y con altos niveles de rendimiento y respuesta.

A pesar de estas posibilidades se conoce muy poco acerca
de los eventos moleculares y bioquimicos involucrados en éste
proceso (que tienen un alto valor tedrico y practico).
También, es necesario proveer de alternativas para el
tratamiento de especies que son recalcitrantes a la
aplicacién de las técnicas in Vvitro; para el rescate de
poblaciones; en la mejora de la calidad nutricional de 1la
semilla; para el entendimiento del desarrollo embrionario in
vitrg, y de la movilizacidén de reservas, etc.

Por todo 1lo anterior, para usar un sistema de
embriogénesis somatjica como modelo y estudiar los eventos
biogquimicos tempranos del desarrollo, es necesario establecer
hasta gue grado hay real similitud entre los dos procesos; si
pueden utilizarse marcadores bioquimicos para optimizar las
condiciones de cultive y si algunos factores quimicos
aplicados exdgenamente al medio de cultivo, pueden influir en
la regulacién de la expresién y acumulacidn del material de
reserva.

Las ventajas que presenta la Es de la alfalfa son:

- Como un modelo potencialmente util para el estudio de los
cambios que ocurren a nivel bioquimico durante la
embriogénesis sexual.

- Para el estudio y control del proceso in vitro.

Condiciones ambientales controlables.

- Sistema en el que se pueden alterar diferentes vias
metabdlicas por manipulaciones en el medio.

- Los embriones pueden ser removidos y estan disponibles en
grandes cantidades para estudios biogquimicos detallados.

- El1 procesoc embriogénico ocurre en un corto periodo y ofrece
una gran facilidad de manipulaciodn y escalamiento.

- Puede ser parcialmente sincronizado empleando agentes
exdgenos; para tener poblaciones de células en un nmismo
estado de desarrollo.

~ Posibilidad de inducir latencia en los ES (Ammirato,
1987.) .
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Estas ventajas, son importantes en los estudios de
acumulacién de reservas energéticas a utilizar en el proceso
de conversién y la produccién de semilla clonal a través de
la encapsulacién de ES (Redenbaugh, et al., 1984.), con la
opcién de optimizar el proceso, hacerlo altamente mecanizado
y de bajo costo.

Un criterio de la calldad de los ES, puede ser la
expresion de las proteinas de reserva especificas de 1la
semilla y que son comunes en las leguminosas: (75 y 118)
(Stuart, 1985).

I1I.12 PROBLEMAS EN EMBRIOGENESBIS BOMATICA

Por otro lado, la ES presenta algunas desventajas, las
cuales se han observado y tratado de resolver en algunos
sistemas de embriogénesis jn vitro. Uno de los investigadores
que han sefialado estas desventajas de manera clara es
Ammirato, quien en 1987, enfatizdé algunos de los principales
problemas en ES tales como:

1) El proceso enmbriogénico es repetitivo, el embrién
puede ser centro de embriogénesis y desarrollar embriones
secundarios en la base de la radicula, esto es tambieén causa
de asincronia en las diferentes fases del desarrollo.

2) Pueden existir embriones dobles, triples o en grupos,
que al germinar generan brotes multiples.

3) El desarrollo de los cotiledones puede ser anormal,
poseer uno, dos © m&S en un solo eje embrionario, su
desarrollo puede ser pobre o incluso estar fusionados o
incompletos.

4) El1 embrién cuyo desarrollc fue normal, puede no
germinar o hacerlo parcialmente con aparicién solo de brotes
o raices.

5) Algunas etapas del desarrollo embrionario, pueden ser
muy rapidas, lentas o no presentarse.

6) Al final del desarrollo no se presenta ningun tipo de
latencia, como el gque experimentan embriones de origen
sexual.

7) Finalmente no se han encontrado las condiciones para

que los ES acumulen sustancias de reserva utilizables durante
la germinacidn.
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IIX.13. PROTEINAS DE REBERVA EN SEMILLAS

El estudio de la biosintesis de las proteinas de reserva
(PR) de las semillas, es atractivo, no solo desde el punto de
vista de la importancia de estas proteinas como una de las
principales fuentes de nutrimentos para el hombre y los
animales, sino también porque representan un interesante
modelo de la expresion genética vegetal. Estas PR proveen al
hombre directamente con més de 2/3 de la dieta proteica (55
% atribuidoe a los cereales y 15 % a 1las leguminosas).
(Pernollet, 1985).

Desde 1969, Nitsch, propusé gque el estudio de 1los
aspectos bloguimicos del desarrollo de embriones cigdéticos en
angiospermas, podia ser modelado usando sistemas jin vitro.
Con este fin se han propuesto como marcadores biogquimicos
para el diagnéstico de la calidad de los enbriones somaticos
(ES) en diferentes estadios de desarrollo a las proteinas de
resexva (PR), principalmente a dos de ellas denominadas 118
(leguminas) y 7S (vicilinas), de acuerdo a su coeficiente de
sedimentacion; estas PR son tejido-especificas y muy
abundantes, su sintesis es incrementada durante el desarrollo
(Sung, 1985}, ademds de que sus patrones de expresidn temporal
pueden ser estudiados durante este periodo.

Estas PR de las semillas se acumulan en altos niveles
(aprox. 30 %), pues actuian como reserva alimenticia para el
embrién en desarrollo de semillas sin endospermo tales como
Brassica o _Medicago. Asi, podria esperarse que el incremento
en el nilvel de deposicién de 1las PR representara un
incremento concomitante en el vigor de los embriones
somadticos durante la germinacidén. (Stuart et al., 1988.). Las
PR son reguladas durante el desarrollo lo que las hace mnuy
itiles ya que la medida de los niveles de sintesis de las PR
pueden ayudar a determinar como los nutrimentos, hormonas y
otros paradmetros, controlan el desarrollo embrionaric in

vitro.

El nivel de acumulacion de las PR en los ES es
importante para estudios comparativos de embriones sexuales y
somdticos, cuyo objetivo es saber si los embriones de ambos
sistemas son bioquimicamente sinilares [} sdélo
morfoldgicamente parecidos. Adem&s son expresadas en los ES
(Stuart, et al., 1985).

lLas proteinas de reserva han sido estudiadas por algunos
investigadores (Derbyshire et al., 1976; Mosse and Landry,
1980; Larkins, 1981; Pernollet and Mosse, 1983; Thompson et
al., 1989; Perez and Goldberqg, 1989; DeLisle and Crouch,
1989.), quienes han destacado algunas de sus caracteristicas
mas importantes para el estudio del control de la expresidn
genética en el desarrcllo vegetal:
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a) Su importante funcion de proveer de aminodcidos vy
nitrégano a la pldntula durante la germinacién para
soportar esta primera fase heterotréfica de su desarrollo

b} No tienen otra funcidn conocida mds que la de reserva.

e} Contribuyen con aprox. el 80 % de los compuestos
nitrogenados de la semilla.

d) Su peculiar composicién aminoacidica.

e6) Su localizacién dentro de organelos de reserva especificos
(cuerpos proteicos), durante el desarrollo de la semilla.

£) Su distribucién natural en dos grupos principales
(leguminas y vicilinas en leguminosas y prolaminas vy
glutelinas en cereales), las proporciones relativas de
las cuales difieren marcadamente de unas especies a otras
y en algunas nis son dependientes del genotipo.

g) Son estables durante el periodo de latencia gue separa la
embriogénesis de la germinacion.

h) Son especificamente degradadas durante la germinacidn y el
crecimiento de la pléntula para proveer a ésta de una
fuente de carbono y nitrdégeno.

Se sabe que las PR consisten de series polimérficas de
moléculas 1las cuales son codificadas por familias de
multigenes (Marks and Larkins, 1982; Pedersen gt al., 1982;
Lycett gt al., 1983; Pernollet and Mosse, 1983a; Thompson et
al., 1989; Perez and Goldberg, 1989). La comparacidn de las
estructuras primaria y secundaria de estas proteinas, ha
mostrado patrones muy conservados desde un punto de vista
filogeneético (Pernollet and Mosse, 1983), que se han
atribulide a necesidades estructurales y funcionales muy
especificas.

Las principales proteinas de las leguminosas son
almacenadas en los cotiledones del embridon diploide. Estas
proteinas 1llamadas globulinas son solubles en soluciones
salinas y son principalmente divididas en 1los grupos de
leguminas y vicilinas. Las primeras tienen precursores de 60
Kd constituidos de una subunidad-acidica (40 kD) y una
subunidad basica (Chrispeels 1981). Las vicilinas no sdélo se
originan de la hidrdlisis de un precursor comun mas grande,
sino gue su extremo carboxilo terminal es hidrolizado. A
diferencia de las leguminas, las vicilinas son glucoproteinas
y consecuentemente son glucosiladas post-traduccionalmente en
el reticulo endoplasmico (Davies and Delmer, 1979, 1981;
Chrispeels 1981}). La glicosilacién en si misma no es un paso
esencial en la sintesis de los polipéptidos de vicilina ni en
su ensamblaje en polimeros (Badenoch-Jones gt al., 1981).
Ademds se ha mostrado dque este ensamblaje ocurre tan pronto
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como los mondmeros son sintetizados, evitando el rompimiento
de la cadena polipeptidica. (Pernollet, 1985).

En 1982, Crouch compard la acumulacién de las proteinas
de reserva durante el desarrollo de embriones cigdticos jin
vivo e in vitro de_Brassica papus L. Encontrando que dos
proteinas principales de reserva son sintetizadas durante
éste proceso y que aparecian a diferentes tiempos y en mucho
menor cantidad (10%), en los embriones cultivados jin vitro
que en aguellos cultivados in vivo.

Otro de 1los sistemas en los gque se ha estudiado el
patrén de acumulacidén de las proteinas de reserva, es el de
algodén (Gossypium hirsutum L.), en este sistema, el primer
estadio de desarrollo en ¢que se detectd la proteina madura,
fue el de globular, en una concentracién total de 0,35 % de
la masa proteica total del embridn. En los estadios torpedo
y cotiledonar, se encontraron 3.0 $ y 1.3 %, respectivamente.
En tanto que en el embridn sexual va de 16 a 24 % (Dure y
Chlan, 1981). Estos indices tan bajos, pueden ser explicados
porque la elongacién del eje embrionario no es acompanado en
el estadio cotiledonar por un correspondiente incremento en
el tamafio de los cotiledones. Se encontré también que 1la
maxima sintesis de proteinas de reserva, ocurre en laos
estadios de globular y corazén, asi como la sintesis y
acumulacioén de precursores de estas proteinas (Shoemaker,
1987) .

El patron de sintesis, procesamiento y acumulacién de
las proteinas de reserva, emula al patrén que ha sido
reportado para la embriogénesis cigética, sin embargo, los
embriones somdticos, acumulan menos proteinas y en estadios
de desarrollo mas tempranos. (Shoemaker et al., 1987).

La acumulacidén de proteinas ha sido estudiada en algunas
especies por Dure (1975), Millerd (1975), Chrispeels (1981) y
Boulter (1981). Se ha establecido que la embriogénesis es
remarcadanente constante de una especie de leguminosa a otra.
La deposicién de PR es concomitante con la biosintesis de los
otros productos de reserva durante la fase de expansion
celular del crecimiento embrionario, el cual sigue a la fase
de rapida divisidén celular en la que esencialmente no se
sintetizan PR. En general, la aparicioén de las PR tiene lugar
en el noveno y decimosequndo dia después de la floracidén y la
sintesis maxima esta comprendida entre el decimoquinto vy
decimotercer dia. Sin embargo, esto es variable dependiendo
de las especies, cultivares y condiciones del crecimiento
{Pernollet, 1985).

Otro aspecto importante de 1la Dbiosintesis de las
proteinas de la semilla es gue sirvan como un modelo para el
estudio de la expresion de los genes de las plantas: el
embrién de las leguminosas al igual que el endospermc de los
cereales, son ejemplos de sistemas celulares eucariéticos
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diferenciados, en los cuales un nimero relativamente pegquefio
de proteinas son sintetizadas en exceso sobre otras proteinas

dado gue son el resultado de la expresién de genes
localizados en 1loci diferentes de distintos cromosonmas,
permiten el estudio de 1la regulacién de la expresidn de
familias multigénicas. (Pernollet, 19835).

Durante el desarrollo de la semilla hay un incremento
sustancial en la acumulacién de material de reserva. Puede
haber un periodo de 1latencia, pero si las condiciones son
favorables, la germinacién puede ocurrir y el material de
reserva es usado como una fuente de nitrdgeno y carbono para
la pléntula en desarrollo. El nitrdgeno se encuentra
principalmente en las proteinas y el carbono en la forma de
almiddén o aceite.

Las proteinas de reserva, junto con los carbohidratos,
son sintetizadas durante la formacidén de la semilla. Después
de la germinacién, son hidrolizados y ayudan a soportar los
altos niveles de sintesis proteica de 1la plantula en
creciniento.

Generalmente la tasa de depositacién de proteinas,
incrementa dramiticamente despuds del primer tercio del
periodo de desarrollo (Derbyshire et al., 1976).

Las caracteristicas més importantes de estas proteinas
para el establecimiento del sistema de alfalfa como modelos
son las siguientes:

- Son tejido especificas.

- Estan presentes en grandes cantidades (30 %).

Su sintesis es por un corto periodo.

Su estudio ofrece importantes aplicaciones potenciales.
No tienen una via biosintética larga.

Poco numero de genes involucrados.

Secuencia altamente conservada en las legumincsas.
Técnicas analiticas sensibles y disponibles.

LIS I T |

IXr.13.1. YORMACION DR LOS CUERPOS PROTEICOS.

Las PR se acumulan en organelos subcelulares llamados
cuerpos proteicos. Estos son organelos esféricos rodeados de
membranas, tienen unas pocas micras de diametro, c¢ontienen a
las PR (contenido promedio: B80%) y fitatos. En 1las
leguminosas estos organelos pueden ser observados aun en las
semillas maduras.

Mosse and Pernollet (1983), han planteadoe un proceso
hipotético gue describe la formacidén de cuerpos proteicos en
cotiledones de leguminosas. Por un lado, la 7S una vez que es
sintetizada sobre el reticulo endopldsmico rugoso, seria
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transportada via el aparato de Golgli hacia vacuolas cuya
ultima divisidén seran los cuerpos proteicos.

La formacién de los cuerpos proteicos involucra el
transporte a través de la membrana del RE hacia el lumen.
Esto implica que las PR son sintetizadas por polisomas unidos
a la membrana del RE y que deben ser consideradas como
proteinas secretadas.

IIX.14 ORGANIZACION Y EXPREBION DE LOS GENES DE LAS PROTEINAS
DE RESBERVA,

Pactores que controlan la sintesis de PR en la semilla.

El conocimiento de la proteosintesis a nivel molecular,
sigue siendo insuficiente para explicar todas las
regulaciones observables a nivel macroscdépico, las cuales
modifican la sintesis de las PR de las semillas. Es por ésta
razén, que es importante conocer la influencia de 1la
nutricién de la semilla para entender algunos de los factores
que controlan la sintesis de PR en semillas.

Nutricién de 1la semilla: Mientras que 1los procesos
elementales de 1la asimilacién del carbono, sintesis de
sacarosa, carga y descarga del floema, han sido bien
descritos, hay poca informacién disponible en cuanto a la
proteosintesis en la semilla durante el llenado del grano
bajo condiciones de campo (Pernollet, 1985).

Asi, 1la biosintesis y acumulacién de 1las PR son
determinadas por algunas caracteristicas comunes y algunas
particularidades de diferentes especies. Hasta donde se sabe,
los sistemas proteosintéticos de acumulacidn de diferentes
plantas tienen en comun las siqguientes caracteristicas:

a) Son sistemas altamente productives y eficientes, no
obstante funcionan mediante diferentes mecanismos.

b) Las PR, secretadas dentro de cuerpos proteicos, siguen
modificaciones post y co-traduccionales (remocion de péptidos
sefial) .

c) El control de su sintesis ocurre a nivel
transcripcional.

d) La biosintesis de las cadenas polipeptidicas es
sincrénica para un grupo de proteinas, excepto en los casos
de condiciones de estrés poco frecuentes.

e) La vida de los mRNA’s es larga.
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£) Las alteraciones fenotipicas o genotipicas de 1la
proteosintesis, involucran un control regulatorioco de 1la
transcripciodn.

De cualquier modo, el conocimiento de la regulacidén de
la proteosintesis y de los genes regulatorios contribuird al
mejoramiento de cultiveos, cualquiera gue sea la metodologia
finalmente usada, esto es, pardmetros fisiolégicos,
biogquimicos, genéticos o de bioclogia molecular. (Pernollet,
1985) .

Se ha reportado por Perez y Goldberg en 1989, que los
genes de las PR de semillas son altamente requlados con
respecto al tipe celular en embriones cigéticos y somaticos.
Estos autores observaron que los genes de las células del
embrién expresan proteinas especificas de las semillas
durante las primeras etapas de la embriogénesis y que los
patrones de localizacién de los mRNA de la semilla son
conservados entre especies de plantas distantemente
relacionadas. Ademas de que ¢stos patrones pueden presentarse
ain en la ausencia de tejido seminal no embriogénico que
rodee al embridn.

IXI.15. TECNICAS ANALITICAS PARA EL ESTUDIO DE LAS PROTEINAS
DE REBERVA

Debido a que las proteinas de reserva consisten de
muchas subunidades es posible que muchas formas de la misma
proteina puedan ocurrir en un mismo individuo o en una
poblacién de dindividuos (Derbyshire et al., 1976). La
similitud de la proteina 11S en diferentes plantas, podria
ser debida ya sea a una evolucidén convergente en respuesta a
una necesidad funcional comin © a un ancestro comun,
(Derbyshire et al., 1976). Lo gue nos permite considerar que
el conocimiento de el metabolismo de las proteinas en una
especie, es valido para otras que presentan similitud en la
composicidén polipeptidica de sus proteinas, como es el caso
de algunas especies de la familia Leguminosae.

Las necesidades funcionales mads importantes y que pueden
ser analizadas son:

a} Ser sintetizada en y pasar a través del reticulo
. endoplasmico rugoso.

b) Actuar como un almacén adecuado de nitrégeno, esto es,
tener una composicion amimoacidica, 1la cual mediante
hidrélisis, provea de todos los compuestos nitrogenados
a la pléntula, usando la maquinaria enzimdtica de 1la
misma.
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Algunas de las caracteristicas fisicoquimicas que les
confieren ciertas capacidades rfuncionales a éstas proteinas
de reserva, pueden ser estudiadas empleando algunas técnicas
analiticas especificas como se seifiala en la sig. tabla.

CARACTERISTICA METODO DE ANALISBIS
Tamafio molecular Ultracentrifugacion
Punto isoeléctrico Iscelectroenfoque
Composicidén y peso mole-
cular de las subunidades SDS-PAGE

Estas caracteristicas ya han sido determinadas para
algunas especies, una posterior caracterizacién de 1las
globulinas, involucra la determinacién de su composicién
quimica (por ejemplo, composicidén aminoacidica, contenido de
carbohidratos, etc) y la separacidn, purificacién y
caracterizacién de sus subunidades constituyentes.

En el caso de las proteinas vegetales, hay algunos
problemas para su analisis debido a que éstas proteinas son
muy grandes y complejas, por lo que no es facil aislarlas,
purificarlas y analizarlas, sobre todo en el caso de las
globulinas, 1las cuales se encuentran solubilizadas en un
medio salino.

La agregacién de las moléculas de proteina 1la cual
ocurre durante la precipitacién isoeléctrica lograda por
didlisis o cromatografia, puede por si misma incrementar las
interacciones proteina-proteina a pesar de la presencia de
sal, por lo que se ha recurrido a la presencia de algunos
agentes disociantes en el amortiguador de extraccidn.

La disociacién de la globulinas puede lograrse por
alteracién en el pH y por exposicidén a agentes disociantes,
por ejemplo: wurea, formamida, clorhidrato de guanidina,
detergentes, B-mercaptoetanol y ditiotreitecl. Estos ultimos
dos reactivos, son usados para romper los puentes disulfuro y
los otros rompen los puentes de hidrdgeno.

El ditiotreitol (al 1igual gque el B-mercaptoetanol),
inhibe la formacién de puentes disulfuro entre proteinas con
grupos sulfhidrilo 1libres y por esta razén reducen la
polimerizacién y subsecuente insolubilidad, por 1lo dque
adicionado a 1los amortiguadores de extraccidn, ayuda a
incrementar la cantidad de proteina extraida.

El EDTA es un agente neutro gquelante muy util en 1la
purificacién de enzimas y que también incrementa los
rendimientos de extraccidén de proteinas de semillas, ya que
inhibe 1la actividad de algunas proteasas al gquelar sus
cofactores.
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Los inhibidores de proteasas tales como el
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) son efectivos para
minimizar la proteolisis.

El método mas exitoso para la purificacién de la 11S ha
sido la precipitacién isoeléctrica, dejando a la 75 en
‘suspensién. (Derbyshire et al., 1976).

Las caracteristicas utiles para el analisis de 1las
proteinas de reserva de la alfalfa son:

CARACTERISTICA 78 118

Solubilidad En bajas concentraciones En altas concen-
de sal, y a temperaturas traciones de sal
bajas en amortiguadores en amortiguadores

pH 7.0 pH 7.0.
Peso molecular Entre 180 y 220 kD aprox. 360 kD
Subunidades Acidas o basicas

con PM entre 27 y
37 kD y entre 20 y
24 kD, respectiva-

mente.
Agregacién
Polipeptidica 68 kD (triplete), 52, 47 kD (triplete),
36 y 32 kD. 39, 22 y 20 kD
Distribucién I 23 kD
general de sub- I1 43 kD
unjdades carac- III 47-50 kD
teristicas* v 45-56 kD

v 53-56 kD

* (Derbyshire, 1976)

La proteina con un valor de sedimentacidén de 7S esta
compuesta de una serie de bandas alrededor de 69 kD, y bandas
simples en 52, 36, 32 y 20 kD. La proteina que sedimenta en
115 es compuesta de un triplete en 47 kD, un doblete en 39 kD
y bandas simples en 22 y 20 kD. (Stuart, 1985).

Existe ademds la posibilidad, de que el desarrollo de
algunas técnicas serolégicas para la deteccidén de las
proteinas 11 S y 7 S§ de la alfalfa, puedan ayudar en la
valoracién de la calidad de los embriones somaticos
individuales., El1 establecimiento de tales ensayos, puede
ayudar en la identificacién y optimizacién de los
procedimientos que mejoraran el vigor de los embriones
somaticos. (Stuart, 1985).
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La inmunoelectroforesis puede emplearse para identificar
y cuantificar globulinas, es un excelente método para separar
mezclas de 11S y 7S.(Derbyshire et al., 1978).

En 1981, Crouch y Sussex, demostraron que usando
anticuerpos dirigidos contra las proteinas de reserva de
embriones sexuales, éstas eran detectadas sélo en los ejes y
cotiledones y primeramente en los estadios cotiledonares
tempranos y que se acumulan en una tasa promedio de 26
pg/embrién/dia, durante el tiempo de maxima deposiciédn.
Utilizando la técnica de Rocket inmunoelectroforesis.

El wuso de tales técnicas puede mejorar nuestre
entendimiento de la germinacién precoz de los embriones
somaticos.

Dado que para la induccién de la embriogénesis se
requiere de la aplicacién de auxinas, y para el desarrollo
embrionario subsecuente, este parece ser dafiino; se sugiere
que el proceso nhecesario para la induccién de 1la
embriogénesis es distinto del proceso de la maduracién de
los embriones somdticos (Stuart et 2l., 1985).

Asi factores tales como la aplicacidén del 2,4-D, pueden
evitar la acumulacién de las protefnas de reserva, la cual es
caracteristica de la fase de desarrollo de la embriogénesis
sexual. La consideracién de los procesos que controlan el
desarrollo de 1los embriones somdticos dependerd de la
disponibilidad de ensayos para la identificacién de factores
los cuales afectan el proceso de maduracidn. (Stuart, 1985).

IXY.16. CARBOHIDRATOB

lLos carbohidratos estan presentes como materiales de
reserva en alqunas especies de 1la familia Leguminosae,
principalmente en la forma de almidén y de galactomananos.
Estos materiales son hidrolizados después de la imbibicidn, y
proveen de monosacdridos importantes para la formacidn de
paredes celulares Yy para rutas biosintéticas come 1la
glucolisis (McClearly and Matheson, 1676.). El almidén se
almacena en granulos, en tanto que los galactomananos se
encuentran en las paredes celulares de tejidos como el del
endospermo.

Brown y Huber en 1988, realizaron estudios sobre 1la
movilizacién de reservas y la formacién de almidén en soya.
Confirmando que en la movilizacién de reservas, el almidén se
acumula y después se degrada durante los primeros dias del
crecimiento de 1la plantula (Adams and Rinne, 1980. Brown y
Huber 1988).
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Anteriormente se consideraba gque esta formacidn temporal
de almidén era resultade de un exceso de carbono por la
movilizacion de algunos &e los lipidos presentes en la
semilla (Adams and Rinne 198C), o de otras reservas (Halmer
1985} . sin embarge se ha observado, quz2 durante el
crecimiento inicial de la plantula, (Glicine max L.), la
formacion de almiddén aparentemente puede ser relacionada
cuantitatjivamente a la disminucidén de azucar soluble
{principalnente sacarosa), y no de ciras reservas. Debido a
que en este momento, la movilizacidn de reservas de lipidos y
proteinas, no se ha iniciadc, la formacidén de almidodn parece
ser a expensas de la unica fuente de carbono disponible: los
agUcares solubles. De éste modo, la formacidén de almidén
podria tener un efecto adverso sobre ¢l crecimiento del eje
embrionario, ya que ambos procesos podrian competir por
suministros limitados dz carbono (Brown y Huber, 1988).

En estos estudios también pudo observarse que la
acumulacién de almidén ocurre durante la fase heterotrdfica
del crecimiento de la pléntula. Sintetizado a partir de
azucares solubles. Y también se pudo determinar que la luz no
es un requerimiento para la formacidén de almidon.

La actividad de la enzima hidrolitica especifica del
almiddén la alfa-amil.sa, puede ser un buen indicador de 1la
actividad hidrolitica en el cmbrion, sobre todo al final del
desarrcllo de los embriones somaticos, ya que se ha
demostrado gue los niveles de alfa-amilasa, se incrementan
durante la germinacion. (Ilan y Gepstein. 1581).

IIXI.17. AGENTES INDUCTORES DE LXFRESION ¥/C ACUMULACIOE DE
MATERIALES D2 RESERVA BM BISTEMAS ip vitro

Es sabido que si se retira el embrién inmaduro de una
semilla, y se cultiva en un nedio nutritivo o agqua, detendra
su desarrollo normal y germinara precozmente. Deteniéndose
también la sintesis de proteinas y otros metabolitos
(Eisenberg y Mascacenhas, 1985).

La causa de éste fendmeno puede ser atribuida al cambio
en las condiciones anmbientales a las gqua son sometidos los
embriones inmaduros. En cultivos jp yitro, éstos enmbriones
cigdticos son limitados en su desarrollc porque su entornoe
natural es eliminado, esto implica gue no cuentan con
proteccicén fisica ni con el suministro completo y adecuado de
todos los factores que requieren para su desarrollo y que le
son provistos por su entorno natural. En un caso similar se
encuentran los ES, los cuales estdn formados por el eje
embrionario y los cotiledones, pero no hay ninguna cubierta
seminal que los proteja, éstos embriones también germinan
precozmente, los ES no acumulan material de reserva vy
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dependen del medio nutritive para su sobrevivencia y
desarrollo.

Algunos autores (Sussex and Crouch, 1980. Crouch ¥y
Sussex, 1981, y Quatrano et al, 1983), han propuesto 1la
utilizacién de algunos agentes quinmicos que puedan ser
adicionados exdgenamente a los cultivos jin vitro y que de
alguna manera impidan la germinacidén precoz.

La idea es entonces, tratar de emular las condiciones
ambientales naturales de los embriones cigéticos, estimulando
la inhibicién de la germinacion precoz directamente con
inhibidores de crecimiento o provocando la desecacién gradual
del embrién, permitiendo ademds que la sintesis y acumulacién
del material de reserva, continde. Dos de 1log agentes
quimicos mas utilizados para provocar este efecto son el ABA
y el sorbitol. Un tercer agente que no ha sido reportado con
anterioridad en la literatura, es el extracto de embriones
sexuales inmaduros de alfalfa (EEC), el cual puede ser util
para el suministro de factores importantes en el desarrollo
de los ES en cultivo, que no pudieran ser obtenidos por otro
medio., La utilizacién de este ultimo agente nos lleva a una
situvacién un tanto insegura pero valida, ya que se trabaja
con un medio de cultivo quimicamente indefinido y que puede
presentar problemas de reproducibilidad, sin embargo, es
importante considerar que éste es uno de los primexos
trabajos realizados con este enfoque y que los resultados que
se pueden obtener son de mucho interés.

IIT.17.1 ACIDO ABBCIBICO:

El ABA es un pequeiio &cido monocarboxilico (Mr 264.3, pK
4.8) que se disocia en diferente grado en los distintos
compartimentos celulares. La forma protonada permea
libremente a través de las membranas, donde el anidn
disociado es impermeable. Consecuentemente, la distribucién
entre los diferentes compartimentos es determinada por la
diferencia en pH entre los mismos encontrandose que entre
mayor sea la diferencia, mayor sera la cantidad de ABA que se
acumule en un compartimento alecalinec (Blair gt 2l., 1988).

Se ha demostrado que el ABA 1induce cambios en 1la
permeabilidad para aniones y agua en las células guarda y
afecta en la conduceidn de iones y agua en las raices. (Blair
et al., 1988). Ademds ha sido referido por algunos autores,
que incrementa la sintesis y acumulacion de proteinas de
reserva e inhibe la germinacién precoz en los embriones
cultivados in wvitro (Sussex et al. 1980, Crouch y Sussex,
1981, y Quatrano et al. 1983). Pues al ser aplicado éste al
medio de cultivo, los embriones no germinan.

Durante la embriogénesis, el contenide de ABA de los
embriones incrementa con el peso fresco de la semilla y
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decrece durante la fase de naduracién. El ABA puede también
estar involucrado en la acumulacion el almidén.

En 1985 Bray y Beachy, estudiaron la regqulacién de 1la
expresién genética especifica por aplicacidén naxdégena de ABA
durante el cultivo jin vitro de cotiledones inmaduros de soya
(Glycine max L. merr. cv Provar). Encontrando que la adicion
de ABA, producia un incremento en la concentracién de
sacarosa en el medlo de cultivo, se causaba un incremento en
la concentracioén de ABA y el mismo efecto en la subunidad 8
de la 7s.

El mismo efecto se ha logrado con otros agentes, como
sorbitol o flurifona, lo que puede indicar que puede haber
otros factores ademas del ABA que regulen la sintesis de
proteinas embrio-especificas, o gque no es el efector unico.

Seguin Eisenberg y Mascarenhas en 1985, la aplicacidn
exdgena de ABA, evita la germinacidn precoz en todos los
estadios de desarrollo. Las concentraciones menores de 1077 H
(concentracién éptima}, son parcialmente efectivas. El
crecimiento (incremento en peso fresco), de embriones en un
estadio de desarrollo intermedio, fue dependiente de ABA y
tales embriones reguieren de ABA para continuar la sintesis
de proteinas de reserva durante el cultivo.

Por otro lado se ha visto que la respuesta de las
diferentes especies a este agente, depende también del estado
de desarrollo en que se encuentren, los embriones Jjévenes no
germinaran precozmente, pero los que se encuentren en un
estadio de desarrollo mds avanzado si lo haran en presencia
de ABA (Elsenberg and Mascarenhas, 1985).

Una hipdtesis de Morris, et al. 1988 es que es razonable
suponer gue tanto la concentracidn de ABA enddgena, como el
estado hidrico del tejido materno, actuan en la regulacion de
la movilizacidén de agua del embrion y por esta razon,
controlan la germinacion precoz jip vivo, Los niveles
cambiantes de ABA durante el desarrolle del embridén, reflejan
cambios en el estado hidrico del tejido materno y el gradc de
inhibicidn requerido por el embrién para evitar la
germinacidén precoz. Esto postula una retroalimentacidén entre
la presion de turgencia del embrisn y la sintesis de ABA
{(Pierce y Raschke, 1980). El ABA inducido pocdria disminuir la
extensibilidad de la pared celular y evitar la expansion
celular. La expresion continuada de aguellos genes requeridos
para el desarrollo del embrién deben ser regulados por una
retroalimentacién similar basada en la inhibicion de 1la
expansion cvelular.

La diferencia en los niveles de ABA de los embriones en
cultivo puede ser debida a que los niveles de ABA del indculo
sean altos o bajos y por esto puede ser necesario
incrementarlos o no.
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Recientemente se ha venido trabajando con la hipétesis
de que la inhibicidén de la germinacién y el mantenimiento e
incremento de la sintesis de proteinas de reserva puede estar
desacoplada de los altos niveles de ABA, sugiriendo que el
ABA probabalemente no es el efector primario regulador de
este proceso (Zeevart and Creelman, 1988; Finkelstein and
Crouch, 1986).

III.17.2 BORBITOL:

Como ya se menciond, la desecacién es una  parte
importante del proceso de maduracién, ya que mientras los
embriones germinan precozmente, se observa una mezcla de
proceso embrioénicos y germinativos, el secado prematuro y la
subsecuente rehidratacién de los embriones inmaduros de trigo
y frijol por ejemplo, resulta en un cambio en el desarrollo
potencial de crecimiento germinativo y embrionico
(Finkelsteln y Crouch, 1986).

El estrés hidrico, puede ser emulado en cultivo,
utilizando sacarosa, las altas concentraciones de éstos
osmSticos, pueden inhibir la germinacién y estimular 1la
sintesis de proteinas de reserva embrio-especificas en
embriones en estadios cotiledonar Joven, cuando estan
empezando apenhas a acumular reservas, emulando efectivamente
el entorno del embrién sexual, se ha demostrado gue este
fendémeno es mejor emulado por las altas corcentraclones de
osmético y mas rdpidamente que por el ABA (Finkelstein, R. R.
and Crouch, M. L., 1986). Sugiriendo cque el bajo contenido de
agua es probablemnte el factor mas importante en regular la
transicion a la latencia en las etapas finales del desarrollo
embrionario.

En relacién a los 3 agentes osméticos utilizados para
estos estudios, se ha visto que probablemente producen un
efecto osmético ne nutricional. Los tres evitan la
germinacién blogqueando la movilizacidén del agua, pero aun nc
esta claro como es gue esto afecta a la expresidén genética.

Sin embargo, se ha sugerido que el ABA y los osnéticos
pueden actuar de manera conjunta yYa que el estrés osmético
resulta en la liberacidén en el medio de una gran cantidad de
ABA. bDurante la deshidratacion, la pérdida continua de agua,
causa una contraccion de las paredes celulares y el
plasmalema se mantiene sostenido contra 1la pared. Esta
situacién (citorrisis), es similar a la encontrada en un
tejido tratado con un osmético que no penetre las paredes
celulares. Cuando el turgor es cero, el relajamaiento del
plasmalema y los cambios conformacionales asociados pueden
ser la sefial para la sintesis de ABA (Zeevart and Creelman,
1988). .
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II1X.17.3 BXTRACTO DE EMBRIONES EEXUALES IWMADUROE DE ALFPALYA
{EEC) .

Este extracto, no ha sido empleadc con anterioridad por
otros investigadores, sin embargo es muy positle que contenga
algunos de los factores nacesarios para regular el desarrollo
embrionario in vitro de manera similar a como lo regula jn

ViVD.

La utilizacién de éste extracto es arriesgado ya que
debido a que nos lleva a tener medics de cultivo quimicamente
indefinidos, el control gue podemos tener sobre el desarrollo
embrionario es incompleto. Sin embargo, puede ser de utilidad
saber si es capaz o no de favorecer o producir la respuesta
deseada.

Una vez gue se tenga conocimiento de si las respuestas
posibles a obtener con éste agente son favorables, seria
interesante tratar de alslar pocoe a poco el factor que las
provoca.

Este enfogue de alguna manera, Jjustifica la utilizacidn
del extracto, ya que nos puede llevar al aislamiento de algun
factor o algunos compuestos importantes en la regulacidn de
la expresidén genética de los embriones somaticos, que seria
muy util para entender como ocurre la regulacidn del
desarrollo embrionario en los embriones sexuales in vivo.
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IV. MATERIALEE ¥ METODOS

Como ya se ha mencionado, en la alfalfa se han logrado
establecer sistemas confiables de micropropagacién, via
enbriogénesis somatica empleando el pecioloc come explante.
Sus ES facilitan el cultiveo por su tamado (2 a 5 mm) y pueden
ger obtenidos en relativamente poco tiempo (5 a 7 semanas).
En la actualidad se cuenta ya con bastantes antecedentes de
su comportamiento in vitro (Brown and Atanassov, 1985; Dos
Santos et al., 1983; Meijer and Brown, 1987; McCoy and
Walker, 1984; Johnson 1981; Novak y Konécna, 1982; Stuart et
al., 1985},

IV.1 HATERIAL VEGETATIVO:

En este estudio se trabajé con semillas de alfalfa
{ sativg L.), variedad Reagenlander y plantas de la
linea A7034, proporcionadas por el Plant Research Center of
Agriculture de cCanadd y cultivadas en la Cd. de México en
condiciones de invernadero desde 1987.

Para 1la obtencién de 1los inéculos, se seccionaron
peciolos de las plantas de alfalfa A7034 mencionadas, los
cuales fueron deshojados y mantenidos sumergidos en agua para
evitar su desecacion y posteriormente desinfestados
superficialmenta dentre de la campana de flujo laminar.

IvV.2 CULTIVO in vitro:

IV.2.1. Xedios empleados:

Los medios de cultivo basales que se emplearon fueron:
MS (Murashige y Skoog, 1962), MS modificado (Meijer y Brown,
1987) y BSe (Villegas y Brown, 1987, modificado de Gamborg et
al., 1968). La composicién de estos medios se muestra en el
Apéndice II.

Los medios mencionados fueron esterilizados por
autoclave a 15-17 lbs/pulg“ de presidn y 121°C de temperatura
durante 20 minutos y después de gelificar a temperatura
ambiente eran mantenidos en refrigeracién por un periodo
maximo de 3 meses.

IV.2.2., Desinfestacién dal material vegetativo:

El tejido se sumergié en una sol. acuosa de etanol al 70
% durante 30 segundos Yy posteriormente en una solucién de
hipoclorito de sodio en agua con una concentracién final
tedrica de 1.2 % de cloro activo (ver preparacién de la
solucioén en el apéndice I), durante 8 minutos, transcurrido
este tiempo, se elimind el cloro con 4 & 5 porciones de 125
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ml de agua destilada estéril; hasta que no hublerz olor
perceptible a cloro. La desinfestacién se realizé dentro de
una campana de flujo laminar.

IV.2.3. Manejo del material vagatativo:

El nanejo del material vegetativo, fue realizado en
condiciones asépticas dentro de una campana de flujo laminar
marca VECO unidad GHFL Al2 y se trabajé con materia%
quirirgico esterilizado por autoclave a 15-17 1lbs/pulg
durante 60 minutos. Este material se mantuvo sumergido en un
tubo de ensayo de 25 mm X 200 nm, con aprox. 30 ml de etanol
al 70 % y se flamed en un mechero Bunsen cada vez gue era
sacado del tubo.

IV.2.4. Inoculacidn:

Los peciolos desinfestados fueron transferidos a cajas
de Petri estériles dentro de las cuales se vertia un poco de
agua destilada estéril, en éstas cajas los pecioclos se
seccionaron con  bisturf{ y se wmanipularon con pinzas
estériles. Los fragmentos (6-9 mm), se inocularon en frascos
de vidrio de 50 x 30 mm o de 50 x 25 mm, con 8-10 ml de medio
de cultivo y a una densidad de 7-9 explantes/frasco.

IV.2.5. Condiciones de incubacidn:

La incubacién de 1los cultivos se llevé a cabo en
condiciones de fotoperiodo luz-oscuridad de 16/8 horas a una
temperatura de 25°'C % 5°C, la iluminacién fue proporcionada
por lé&mparag fluorescentes de 39 watts OSRAM (luz de dia),
colocadas a 30 cm de distancia de los frascos de cultivo.

IV.2.6. Protocolo de cultivo in vitro:

El protocolo de cultivo que se utilizé, estd basado en
trabajos anteriores realizados con embriones somaticos de
alfalfa A7034 en los cuales se desarrollé un sistema que
permite 1la separacién de 1las dos fases (induccién y
desarrollo), durante el desarrollo embrionario, utiljzando
dos diferentes medios de cultivo (Pefla, 1988 y Fuentes,
1989) .

a) Induccién:

Los peciolos fuercn sembrados en medio B5 suplementado
con 1.0 mg/l de 2,4~D, 0.2 mg/l de cinetina, 30 g/1 de
sacarosa, 1.75 g/l de casaminoidcidos y 9 g/1 de Bacto agar y
fueron cultivados durante 18 dias en condiciones de
fotoperiodo (16/8) y a 25°'C de temperatura.
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b} Dasarrollo:

A los 18 dias de cultivo, los peciolos con su respectiva
formacidén de callo, se transfirieron en condiciones asépticas
a medio B5 suplementado con 30 g/l de sacarosa, 1.75 g/} de
casaminodcidos y 9 g/) de Bacto agar, los callos fueron
disgregados parcialmente (para incrementar rendimiento} e
inoculados en frascos de vidrio de 50 x 30 mm, con una
densidad de 4-6 callos/frasco o en frascos Gerber a una
densidad de 8-10 callos/frasco, en este medio fueron
cultivados por 24 dias en condiciones de fotoperiedo Yy
temperatura estdndar.

Durante este tiempo se evaludé la respuesta, rendimiento
Yy crecimiento del cultivo, de acuerdo a las siguientes
férmulas:

4 de callos con embriones g. embriones
RESPUESTA = meme () eeccmccaneme——
# callos totales. # de callos
§ total de embriones g. embrlones
RENDIMIENTO = o —-— -
# callos qg. callo

g.calleo c/embriones
CRECIMIENTO = -
# callos

De todos los callos con embriones obtenidos al final del
desarrollo, se tomé una parte control (aprox. 12 callos),
para los ensayos de germinacidén; el resto de los callos
fueron separados de los embriones somdticos y a éstos se les
determiné el peso fresco y seco, después de lo cual se
utilizaron para extraccién, cuantificacién y andlisis
electroforético de las proteinas de reserva.

IV.2.7. Garminacion de embriones somidticos (EB):

Transcurridas las 6 semanas totales Qe cultivo (42
dias), fueron evaluadas la respuesta y rendimientos finales y
los embriones somaticos se transfirieron a frascos Gerber o
Magentas con medio MS al 50 % en sales, suplementado con 15
g/l de sacarosa y 8 g/l de Bacto agar. Se transfirieron de 15
a 20 ES/frasco. Los embriones elegidos para germinacién,
fueron aquéllos que presentaron la morfologia caracteristica
del estadio cotiledonar o del torpedo maduro (con longitudes
aproximadas de 2 a 4 mm). Los indices de germinacidn (%), se
evaluaron a los 30 y 60 dias después de transferir los
embriones.
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Las plantas generadas por estos embriones somdticos se
mantuvieron in viirc o se transferian a tierra, siendo de
cualquier modo reutilizadas para nuevas siembras in vitro:
por lo que se siguid un proceso de seleccidén recurrente.

IV.3. BSBEPARACION DE EMBRIOKEE SOMATICOS POR CENTRIFUGARCION
EN GRADIENTEE DE DENBIDAD DIBCONTINUA DE SBACRROSBA:

Dado que el desarrollo embrionario jn vitro (e_in vivo),
es asincrénico, la poblacion de embriones a un tiempo es
heterogénea, lo cual dificulta manipular estadios
embrionarios particulares. Para resolver esto, se propuso la
centrifugacién en gradientes de densidad discontinua de
sacarosa, para separar los diferentes estadios embrionarios
por su densidad ya que ésta depende de su condicidn
fisloldégica.

Se hicieron algunos ensayos para establecer 1la
concentracién de las soluciones de sacarosa a emplear y se
encontré que con la preparacion de un gradiente con
concentraciones de sacarosa en agua al 30, .50, 70 y 90 %
(p/v), se lograba una buena saparacién de 105 embriones de
diferentes estadios de desarrollo.

IV.3.1 Preparacién de los gradiontes:

Se prepararon 4 soluciones de sacarosa en agua destilada
o en solucién de azida de sodio al 0.01 % (si eran preparados
grandes volumenes), a concentraciones de 30 %, 50 %, 70 % ¥
90 % (p/v) (Ver preparacién de soluciones en el Apéndice
III). La preparacion de los gradientes se hacia poco antes
de iniciar el ensayo (cosecha), y las soluciones de sacarosa
se mantuvieron a baja temperatura (4°C).

Las soluciones de sacarosa se colocaron en tubos de
centrifuga de 2.8 mm de diametro x 10.3 mm de longitud, de la
siguiente manera:

- 10 ml de la solucién de sacaresa al 90 %, se colocaron
en el fondo del tubo, utilizando una pipeta velunétrica.

- Luego se adicionaron con una pipeta Pasteur y por la
pared del tubo, 10 ml de la solucidén de sacarosa al 70 %, muy
cuidadosamente (para no romper la interface).

- Enseguida y de la misma manera, se adicionaron 10 ml
de la solucidn al 50 %. Y finalmente, 10 ml de la solucidén al
30 %.

Una vez preparados, los tubos (con un volumen total de
40 ml), se mantuvieron en posicién vertical durante no mis de
2 horas antes de introducirlos a la centrifuga (a temperatura
ambiente el gradiente se pierde rapidamente).
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IV.3.2. Cosacha 4e callos con embriones somiticos

Se disgregaron mecanicanente
tamizaron a través de una
material en una caja de

conteniendo agua destilada.

aprox. 30 callos y se
tamafno 30, lavande el
de 90 mm de diadmetro

-
Fraccién de ES

Eliminacién del
exceso de humedad

Registro del peso fres-
co total de los ES

Aplicacién de la muestra
en la superficie del gra-
diente preparado en tubos
de centrifuga.

Centrifugacidn a 1500 x g
durante 10 minutos.

Separacioéon de c/fraccién
con una pipeta Pasteur de
punta recortada

(didm. aprox. 7 mm).

1
La fraccién de callo
fue obtenida de aprox. 40
nl de agua destilada.

Centrifugacidn a 1500 x g
durante 8 min.

Eliminacion del sobrena-
dante por decantacidn.

Eliminacién del exceso de
humedad de la pastilla
formada por las células
del callo.

Determinacién del peso
fresco total.

La fraccion de callo
asi obtenida se reservé
para posterior anidlisis
de proteinas.

Las fracciones se lavaron con aqua destilada a
través de una malla tamafo 60 para elimina la
sacarosa. Luego se elimind el exceso de agua

Determinacién del peso fresco de cada fraceidn en

platillos individuales tarados.

1
50 mg de ES fueron separados y secados
en estufa a 50°C durante 24 horas para
para determinar su peso seco.

Extraccién de proteinas de cada fraccidn.



IV.4. EXTRACCION DE PROTEINAS DE SEMILLAS Y ES8 DE ALFALFA
A7T034

En un mortero de porcelana previamente congelado con
nitrogeno liquido, se pulverizé de 1 a 2 g de semillas de
alfalfa, en presencia de aprox. 60 ml de nitrégeno liquide
hasta la obtencién de un polve fino, el cual se transfirié a
un homogenizador de vidrio esmerilado con macho de teflén
previamente congelado y mantenido sumergido en hielo durante
la prueba, el polvo se transfirid cuantitativamente lavando
el mortero con pequeiios volumenes del amortiguador de
extraccidn a utilizarse.

En el caso de los ES, éstos fueron macerados
directamente en un homogenizador de vidrio esmerilado de §
ml o de 1 ml, si la cantidad de ES era muy pequefia (por abajo
de 200 mg), en cualquier caso, el homogenizador con el macho
de tefldén fue mantenido sumergido en hielo durante toda 1la
prueba. La extraccién se efectud adicionande pequeios
volumenes del amortiguador de extraccién al homogenizador con
los ES y macerande con un taladro casero (aprox. 2500 rpm),
se maceré durante 30 segundos, descansando durante 10
segundos, el tiempo total de macerado fue de 2 minutos.

La extraccién de las diferentes clases de proteinas se
realizé utilizando sus caracteristicas de solubilidad:
Albuiminas : Proteinas solubles en soluciones acuosas.
Globulinas: Proteinas solubles en soluciones salinas.
Prolaminas: Proteinas solubles en soluciocnes alcoholicas.

Glutelinas: Proteinas solubles en soluciones de &cidos o
bases diluidas.

También se utilizaron sus caracteristicas fisicoguimicas
para su aislamiento y purificaciodn parcial.

Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga
bupont Instrument Sorvall RC-5V refrigerated super speed
centrifuge con un rotor SS-34 de 4.25 pulg. de didmetro.

Los protocolos de extraccién empleados son los siguientes:
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IV.4.1 PROTOCOLO PARA LA EXTRACCION DE PROTEINAS DE RESBRVA
EN SEMILLAS D2 Medicago sativa L.

Pesar de 1 a 2 g de semillas

Pulverizar en un morterc congelado y con la ayuda de
nitrégeno liquido

Extraer con 10 volumenes de amortiguador I

Homcgenizar en un homogenizador de vidrio esmerilade con
macho de tefldn, durante 3 minutos totales (1 min
de homogen. y 10 segundcs de descanso)

Centrifugar a 2100 x g 307

¥
Extraer la pastilla
con amortiguador IIx

Centrifugar a 2100 x g 307

3
Sobrenadante con la la.
fraccidén de albuminas
guardar en congelacién.

I
Extraer la pastilla
con amortiguador IV

Centrifugar a 2100 x g 30°

)
Sobrenadante con la
fraccidén de globulinas
guardar en congelacion

Posterior separacién de
proteinas 78 y 118 por
precipitacidén isoeléc~
trica.

t
Extraer pastilla con
amortiguador V

Centrifugar a 2100 x g 307

T
Sobrenadante con la
fraccién de prolaminas
guardar en congelacién

Eliminaé precipitado
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Sobrenadante con la
fraccién de glutelinas
guardar en congelacion



# El1 amortiguador 1II1 es recomendado en la bibliografia para
ser utilizando en sustitucién del 1I o adicionalmente a este,
para incrementar el rendirciento de la extracciédn (Stuart,
1985), sin embargo, para nuestro caso, no fue del todo
favorable ya gue el rendimiento en 1la extraccidon se
incrementd en un 5-8 % solamente y los patrones obtenidos
mostraron la presencia de un dgran nimero de bandas
contamipantes, por éstas razones las extracciones de
globulinas fueron realizadas empleando unicamente el
amortiguador II.

NOTA: Sigquiendo el protocolo anteriormente descrito, se
hicieron miltiples extracciones con diferentes pesos

iniciales de semillas para determinar el grado de
reproducibilidad de la técnica.

1IV.4.2 EXTRACCION DE LAS GLOBULINAB 78 Y 118
Dializar contra amortiquador VI* durante 24 horas

a temperatura ambiente c/agitacién constante

Centrifugar a 2100 x g 30’

La pastilla principalmente Dializar sn contra
constituida por la 11S, agua desionizada con
se redisuelve con amorti- EDTA 10 mM y PMSF
guador II y se conserva a 200 uM durante 24
-20°C. horas a 4°'C.

Centrifugar a 2100 x g 30’

La pastilla principalmente Sobrenadante.
constituida por la 78, se Guardar encongela-
redisuelve con amortigua-~ cién.

dor 1I y se conserva a -20°C.

* Ver preparacién de amortiguadores en el Apéndice IV,
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IV.4.3.
EMBRIONES BOHATI

PROTOCOLO DE BXTRACCION DE PROTEINAS DE RESERVA DE

rIC08 DE ALFALFA.

Macerar cada fraccidn enmbrionaria en homogenizador de

vidrio esmerilado

con macho de tefldn

con 1x volumen de amortiguador X.

Macerar con un taladro

casero (aprox 2500 rpm), .

durante 30 segundos y descansande 10 segundos, durante
2 minutos. Adicionar 1x volumen de amortiguador I.

Decantar el homogenado en
lavar el homogenizador con
y decantar también e

Marcar los viales y

viales de plastico de 1 ml.
1x volumen de amortigquador I
) lavado en otro vial.

agitarles en vdértex

Centrifugar en microfuga los viales equilibrados

durante

2 minutos

El sobrenadante corresponde

a la fraccidén de albuminas,

colectarlo y medir el volumen, guardar en congelacidén.

(Hacer 2
La pastilla se resuspende en

Agitar

lavados} .

1x volumen de amortiguador II

en vértex

Centrifugar en microfuga durante 2 minutos
Dar 2 lavados con amortiguador 1II

la fraccidn soluble corresponde a las globulinas, wmedir el

volumen extraido y congelar.

(Hacer 2 lavados).

Congelar pastilla
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IV.5. CUANTIFICACION DE PROTEIHAS:

La cantidad de proteina presente en cada una de las
fracciones extraidas fue cuantificada mediante el método de
Bradford (1576), utilizando azul de coocmassie G-~250. (Ver
preparacién de soluciones en el Apéndice V).

METODO:

Se prepararon por triplicado soluciones patrdn de BSA
(albumina de sueroc bovino), en agua bidestilada a
concentraciones de 0, 20, 40, 60, 80 y 100 ug/i100 ul de
acuerdo a 1la tabla 1 adicionandc 5.0 ml de reactive de
Bradford. El contenido de cada tubo fue agitado
inmediatamente en un vértex y todos se dejaron reposar aprox.
15 minutos, se procedia entonces a leer la absorbencia de
cada muestra en un espectrofotometro Beckman Mod. DU-65
ajustado a 595 nn.

Las lecturas fueron tomadas contra un blance de
reactivos, preparado con 100 xzl de agua destilada y 5.0 ml de
reactivo de Bradford y utilizandoe celdas de vidrio o
plastico.

Para las nmuestras, se procedid de la misma manera, o si
éstas tenian una alta concentracién de proteina (lo que
provoca una intensa coloracidén, que impide la lectura
confiable de la muestra en el espectrofotdmetro), se diluia
con amortiguador I en el casc de albuminas y II en el caso
de globulinas. Una vez obtenidas las lecturas, se hacia
referencia a la curva tipo obtenida con las lecturas de 1la
soluciones patrén, para determinar la concentracién de
proteina de las nmuestras.

TABLA 1. ORDENES DE DILUCION DE LAS HUESTRAS

Dilucidn Fraccion extraida
1:100 Para todas las fraccidénes extraidas de
embriones somaticos
. 1:50 2da. fraccion de globulinas
1:20 la. fraccién de globulinas Yy 2da.

fraccion de albuminas

1:10 la. fraccién de albuminas.
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ELABORACION DE LA CURVA PATRON:

[BSA] (pq) o 20 - 40 60 BO . 100
4l de BSA (1 mg/ml) O 20 40 60 80 100|
51 agua desion. 100 a6 80 0 20 o
vel. reactivo (ml) 5 5 5 5 5 5
de Bradford

Tabla 2.- Volimenes de dilucidn de las soluciones para
cuantificacién de proteinas por Bradford.

1os resultados de la curva patrén fueron promediados y
utlizados para la elaboracién de gréf;cas y andlisis de
regresién lineal, calculdndose 1la pendiente, ordenada al
origen, indice de correlacidén y baricentro. Una vez realizado
el ajuste de la recta y con la ecuacién de ésta, se calculd
la concentracién de proteina presente en cada una de las
muestras,

Las concentraciones calculadas de albuminas y globulinas
en las diferentes fracciones fueron utilizadas para 1la
elaboracién de tablas cuyos componentes fueron:

a) Fraccidn embrionaria

b) Lectura de la absorbencia

e¢) Concentracidén calculada con la ecuacidén de la recta de la
curva tipo de BSA (1 mg/ml) en ug proteina/ml.

4} Volumen colectado en la extraccién para esa fraccion

@) Peso fresco de la fraccion embrionaria correspondiente

£} Concentracidn en mg proteinasg. de tejida, calculada de la

siguiente manera:

Conc. en mg proteina/ml x volumen extraide (ml)

Peso fresco de la fraccidn extraida (g).

g) ul necesarios de cada extracto de proteinas para tener una
solucién cuya concentracién fuera de 42 ug/35 pl (en semillas
se usé una concentracidn de 420pg/350 xl). Estos valores
fueron utilizados en la preparacidén de las muestras para la
electroforesis en geles de poliacrilamida y SDS {SDS-PAGE}.
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1IV.6. CARACTERIZKCIOH DE LAS PROTEINARE DE REBERVA:
IVv.6.1. ELECTROFORESIS EM GELEB DE POLIACRILAMIDA Y 8DS.

Para determinar el patrén polipeptidico de las proteinas
presentes en 1la semilla y en las fracciones embricnarias
obtenidas, con 1las diferentes condiciones experimentales
propuestas, los extractos correspondientes fueron analizados
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y SDS al
12 ¥ de PAA (tamafio de poro de 0.288), en condiciones
reductoras y empleando el sistema de anmortiquadores de
Laemmli (1970), en una camara de electroforesis vertical
marca Hoefer Instruments Mod. 2001 con capacidad para dos
geles de 14 cm X 16 cm y en otra camara para electroforesis
en minigeles de 82 mm x 73 mw marca Hoefer Instruments Med.
SE 200 Mighty Small vertical slab gel unit No. de serie 2359.

Preparacién da los goles para SDS-PAGE
Geles de 14 x 16 cm Minigeles
(15 cm -20 cm)
GEL CONCENTRADOR:

Acrilamida:Bis
(33.5 ¥ p/V)..vennanneeas 205 ml .(30:0.8 % p/V)...0.835 ml

Tris HCL 1M - AR
PH 6,8.(2%)ccvevarnrernsea8e? Mloa(IX) v onednessdie04625 ml

SDS 10 % (P/V)-vevoveneeessB0 plouisin.
Agua desionizada..........6.2 ml....

Desgasificar

PSA 10 % (D/V)iveravoieasas 7570105
TEMED. eusavessosacaoeaeasa?B floa,

GEL DE CORRIDA:

Acrilamida:Bis ) <
(30:0.8 % p/V)esusnsavvens10.0 mls

Tris HCl 3M ER
PH B.B..ovevereiereienesed3.76 ml,%

SDS 10 % (P/V)eeeseneesss 0,30 Bl
Agua desionizada..........10.9.ml

Desgasificar

PSA 10 % (P/V)eevesasasaess150 uls
TEMED.e.oveivennransesnnsssslb gl

NOTA: Ver preparacién de soluciones en el Apéndice VI,

51




Preparacién de las muestras para BDS8-PAGE:

Una vez que se calcularon los volumenes requeridos para
tener una concentracién de 42 ug/35 pl en cada una de las
muestras de ES5 y de 420 ug/350 gl para las semillas, se
adicionaron:

E8 Bemilla
Amortiguador de muestra
(c/B~mercaptoetanel al 2%).e.vv00e20 Bloveessoea100 pl
Agua destilada c.b.p..cccieneiesee35 Bloio,....350 pl

Posteriormente se agitaron las muestras y se hirvieron
durante 2 minutos, se agité nuevamente y se hirvié por 5
minutos mas. De ésta manera, las muestras gquedaron listas
para ser aplicadas a los geles; en el caso de los de 20 cm ¥
20 cm cada carril se cargé con 80 pl de muestra y en el caso
de los minigeles, los carriles se cargaron con 15 pl de
muestra; se utilizaron marcadores de bajo peso molecular de
10,000 a 100,000 D, los cuales se prepararon mezclando 10 pul
de so0l. concentrada de marcadores marca Blo-Rad (No. Cat.
161-0304), 140 pl de agua desionizada y 50 pl de amortiguador
de muestra, el volumen aplicado de marcadores por carril fue
de 15 pul para los geles de 14 cm X 16 cm y de S5-8 ul en el
caso de los minigeles.

Los marcadores de bajo peso molecular empleados fueron:

Proteina Paso molecular
Fosforilasa B 95,500 kD
Albumina de suero bovino 66,200 kD
Ovoalbumina 45,000 kD
Anhidrasa carbénica 31,000 kD
Inhibidor de tripsina 21,500 kD
Lisozima 14,400 kD

Condiciones de corrida:

La corrida electroforética fue a 27 miliamperes x gei
durante 4 horas y de 30 mA x 75 minutos para los minigeles.

El teriido y desteriido de los geles se realizé como se indica
en el apéndice VII.

Determinacidén del patrén polipeptidico de las
diferentes fracciones proteicas.

La determinacién del peso molecular de cada uno de los
constituyentes proteicos representados por las bandas
obtenidas en 1la electroforesis, fue realizado en algunos
casos con densitogramas obtenidos en un espectrofotémetro
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Beckman Mod..y en otros por evaluacidn directa, midiendo las
distancias recorridas entre los puntos de origen y el frente,
‘refiriendo éstas a los valores de una grafica construida por
regresién lineal de el log. de los pesos moleculares de los
marcadores de pesc molecular y las distancilas recorridas por
cada uno de ellos. La foérmula utilizada para obtener los
pesos moleculares fue la siguiente:

P.H. de la muestra = antilog( (D) (m)}+(b}]

donde:
m = pendiente de la curva construida con el log., de los
marcadores de bajo P.M.

b = ordenada de la curva construida con el log. de los
marcadores de bajo P.M.. :

Estos patrones polipeptidicos con sus respectivos pesos
moleculares de cada muestra fueron registrades y comparados
con los caracteristicos de las proteinas 115 y 7S obtenidas
de semillas.

Iv.6.2. IBOELECTROENFOQUE

CAMARA: BioRad 1415
Fuente de poder: BioRad Mod. 1420
Recirculador: Lauca K-2/R

NOTA: Los geles para isoelectroenfogue se prepararon con
un espesor de 3 mm.

A un matraz Kitasato se ensambld un filtro Millipore de
0.22 pm, el cual estaba conectado a una jeringa de 10 ml, se
adicionaban loc sigquientes reactivos en el orden gque a
continuacién se indica:

Glicerol al 50 % 3 ml
hgua 4.5 ml
Anfolinas

pH 3-10 0.1 ml
pH 4-6 0.2 ml
pH 6-8 0.2 ml

La mezcla fue filtrada y se adicionaron 4 ml de una
mezcla de acrilamida-bis acrilamida (30 %-8 %), se filtré y
desgasificé durante 20 minutos.

Una vez desgasificada la solucidn, se agregaron 5 pl de
TEMED y 15 pl de persulfato de amonio al 10 % (recién
preparado).Se mezcld perfectamente y se adiciondé rapidamente
a una placa de vidrio perfectamente limpia. Se dejo gelificar
durante 30 minutos.
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El gel se precorrié para establecer el gradiente a2 2000
V durante 30 minutos.

En el extremo negativo del gel, se colocd una tira de
papel filtro humedecido con NaOH 1 M y en el extremo positivo
una tira de papel filtro humedecido con H3zPO4 1 M. Durante la
precorrida y corrida se debia mantuvé una temperatura de 4°C.

Se colocaron después cuadritos de papel filtro alineados
en el centro del gel, sobre los cuales se aplicé un volumen
de 30 pl de cada muestra. Se realizé entonces la corrida a
2000 V durante 2 horas. Una vez transcurrido éste tiempo se
transfirio la placa de vidrio con el gel a un recipiente en
donde se cubrio con sclucién de acetato de calcio 40 mM
durante 10 minutos, de ésta manera fue separado el gel de la
placa de vidrio y se tuvo mucho cuidade en su manejo para no
perder el extremo Acido y basico.

Posteriormente se retird la solucidén de acetato y se
procedid a teiir el gel.

IV.6.3. ELECTROFORESIS EN DOBLE DIMENSIOM (O‘Farrel)

Para la electoforesis en doble dimensién, las soluciones
fueron preparadas como se jndica en el Apéndice VIIIX.

La primera parte de éste método se refiere a la 1°*
dimensién que permite la separacién de las proteinas por su
punto isoceléctrico.

Se emplearon tubos de vidrio de 14 cm de longitud, los
cuales fueron cortados de pipetas volumétricas de 5 ml rotas.
Los tubos se lavaron con mezcla crémica, enjuagados con agua
destilada, lavados nuevamente con cloroformo, enjuagades con
agua destilada y secados con calor,

Los tubos limpios se marcaron a 11.5 cm de longitud.

Preparacidén del gel:

Para 10 geles Para 4 geles
5.5 g UREA 1.84 g
1.33 ml Sol. D 0.46 m}l
2,0 ml Sol. E 0.66 ml
2.0 ml AGUA 0.66 nml
0.4 ml Anfeolinas 5-7 pH 0.133 ml
0.1 ml Anfolinas 3~10 pH 0.033 ml

esgas c con vacio dura 0 tos
7 ul Persulfato de amonio 10 % 4 pl

15 ul TEMED 6 pl
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Los tubos fueron sellados en un extremo con parafilm vy
eran llenados con las soluciones del gel hasta la marca con
la ayuda de una jeringa, las burbulac gue ocasionalmente se
forman, fueron eliminadas con una aguja caliente.

La selucidn del gel en cada tubo, era aplanada con 10 gl
de agua, que se colocaron por la pared del tubo evitando asi
la formacién de burbujas. Una vez hecho esto, los geles se
dejadoron polimerizar durante 2 horas a temperatura ambiente.

Una vez ocurrida la polimerizacién, se retiré el
parafilm, los tubos se colocaron en la cémara y los geles se
lavaron en los extremos superior e inferior con agua
destilada, despueés toda el agua se retiré, utilizando tiras
de papel filtro.

Se colocaron entonces por la paredes 15 pl de
amortiguador A y 15 pl de amertiguador K, despues los tubos
se llenaron completamente con amortiguador del catodo (NaoOH
0.02 M desgasificado exhaustivamente). La camara inferior se
llend con amortiguador del 4nodo Yy 1la superior con
amortiguador del citodo, checando que no hubiera fugas.

Los geles se precorrieron dentro del cuarto frio durante
los siguientes tiempos:
15 minutos a 200 V
30 minutos a 300 V
60 minutos a 400 V

Después de precorrerlos, se lavd la superficie de los
geles y se secaron. Se colocaron entohces las nuestras
previamente disueltas en amortiguador A, agitandolas en
vértex y centrifugadas. Se sobreponian 10 sl de amortiguador
K.

Los tubos y la cémara superior fueron 1llenados con
amortiguador del catodo (NaOH 0,02 M) y los geles se
corrieron a 400 V durante 20 horas.

Una vez hecha la corrida los tubos fueron retirados y
los geles lavados en la superficie con agua, éstos se sacaron
de los tubos mediante una Jjeringa o con una bomba
peristdltica y fueron recibidos en 5 ml de amortiguador O
(cuidando de no perder de vista los extremos dcido y basico),
se equilibraron en ésta solucién durante 1 hora.

NOTA 1: En el caso de gue la segunda dimensidn no se
realizara inmediatamente, los geles eran congelados a -70°C.

NOTA 2: En el case de que la 2da., dimensién no se
realizara y se quisiera tefir el gel de isolectroenfogue,
éste se debla recibir directamente en agua y pasarse a una
solucién para remover anfolinas preparada de la siguiente
manera:
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Metanol 50 ml

TCA 100 % 8.33 ml
Ac. sulfosalicilico 28.66
Agua 116.66 ml

Los geles se mantuvieron en ésta solucién durante 10
minutos agitando suavemente, hasta adquirir una coloracion
blanca, posteriormente fueron enjuagados, teifildos durante 60
minutos y desteriidos (Las soluciones de tefiide y destehido,
se describen posteriormente).

Los geles de poliacrilamida y SDS para la 2da.
dimensidén, fueron preparades de la misma manera que ya se
describié anteriormente con un espesor de gel concentrador de
1 cm. Sobre éstos geles se colocd un poce de solucion P
(caliente) y el gel de isocelectroenfoque, el cual fue
posteriormente cubierto con mis solucién P.

La corrida electroforética se inicié a 14 mA hasta que
las proteinas pasaran al gel de corrida y después se dejé
correr a 28 mA durante 5 horas.

Los geles fueron retirados de la cadmara de
electroforesis y se tifReron durante 1 hora en una solucién de
Azul de coomassie al 0.1 %, etanol 50 % y &clido acético al 7
3. El destefiido de los geles se realizd en una solucidén de
dcido acético al 8 T y etanol al 25 % en aqua.

IV.6.4. ANALIBIS INMUMOELECTROFORETICO DE LAS PROTEINAS DE
RESERVA

La ultima prueba analitica para el caso de las proteinas
fue la de "Rocket" inmunoelectroforesis, para lo cual se
obtuvieron anticuerpos especificos contra las proteinas 11S y
7S obtenidas de semillas de alfalfa.

Obtencidn de anticuerpos policlonales vs. proteinasg de
reserva de alfalfa

Ccon el objetivo de obtener anticuerpos tejido-
especificos vs. las proteinas de reserva (gleobulinas), éstas
fueron extraidas de semillas de alfalfa purificadas,
desnaturalizadas y dializadas (para eliminar el agente
reductor B-mercaptoetanol). Después de ser preparadas de esta
manera, fueron inoculadas a conejos, para la posterior
obtencién de anticuerpos policlonales contra dichas
proteinas; los sueros obtenidos con éstos extractos fueron
capaces de reconocer antigenos preferencialmente acunulades
en las semillas, en los embriones somdticos y ocasionalmente
en los callos embriogénicos.
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Dasnaturalizacidén do proteinas de reserva para inmunizacién
de conejos:

Se calculdé la cantidad (en pl), de los extractos de
proteinas de semillas (previamente centrifugados en microfuga
durante 5 minutos), necesaria para obtener concentraciones
finales de 2.0 y 1.0 mg/ml, éstas soluciones fueron
desnaturalizadas utilizando 500 gl de un amortiguador de
muestra sin azul de bromofenol (ver apéndice IV), y aforando
a 1 ml con agua, a ésta solucion se le adicionaban 25 pl de
B-mercaptoetancl.

Posteriormente las muestras se hirvieron durante 2
minutos y se agitaron en vortex, después se hirvieron
nuevamente durante 5 minutos y se agitaron. Una vez
denaturalizadas, las mnuestras se dializaron contra aqua a
temperatura ambiente durante toda la noche, para eliminar el
B~mercaptoetanol. Las muestras se resuspendieron finalmente
en solucién fisioldégica, quedando listas para ser inoculadas
a los conejos.

INMONIZACION

Se inmunizaron 4 conejas (2 para cada uno de los
extractos proteicos correspondientes a la 11 S y a la 7 S),
con dosis iniciales de 2 mg/ml de proteina con adjuvante de
Freud completo, inyectando en el dorso del animal de manera
subcutanea. A los 7 dias se inoculd el antigeno a una dosis
de 1 mg/ml con adyuvante de Freud incompleto en la region
vecina a los granulcomas formados como respuesta a la primera
inmunizacién, Posteriormente se inoculs a los 15 dias 1la
misma dosis, por via intravenosa inyectando en la oreja, esta
operacidén se repitié 15 dias después. 7 dias después de la
ultima inmunizacién, se realizé el primer sangrado por la
oreja, obteniéndose alrededor de 25 ml de sangre por coneja.

Posteriormente se hicieron reinmunizaciones con la misma
dosis y por via intravenosa inyectande en la oreja vy
sangrando por la arteria de la misma a los 7 dias de cada
reto. Finalmente se hicieron sangrados a blanco.

De la sangre obtenida de cada coneja, se inducia 1la
formacién del coadqulo a baja temperatura o en estufa a 37°'C y
el suero era limpiado centrifugando a 858 x g por 10 minutos.
Este era conservado a -4°C en viales de pléstico de 1 ml bien
identificados.

Las pruebas preliminares de éstos sueros fueron por
Quchterlony, inmuncdifusién radial en placas (portackjetos)
de agarosa al 2 % con perforaciones de 2.5 mm de diametro y
revelando con azul de coomasie R-250. Los sueros con los
titulos mas alteos, fueron empleados para el "Rocketh®
inmuncelectroforesis.
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IV.6.5. “ROCKET" IHKUNOELECTROFPORESISB:

Preparacidn ds las muestras para "Rocketh
inmunoelectroforesis:

(Ver preparacidén de soluciones en el Apéndice IX).

De una muestra nativa de2 globulinas de semilla (no
reducida con B-mercaptoetanol), con una concentracién de
proteina conocida de 1 mg/ml, se hicieron diluciones
sucesivas 1:2 para cobtener concentracicnes de 1250, 625, 312,
156, 78 y 39 ng/5 ul, utilizando solucién de boratos 0.1 M pH
8.6 como diluyente. De éstas soluciones se prepararon 100 gl
de cada wuna, adicionandoles 2 gl de scol. de azul de
bromofenol Yy se conservaron en viales de plastico en
congelacién. Posteriormente se utilizaron para hacer una
curva tipo y se colocaron en cada placa de ensayo como
referencia.

Las muestras de globulinas de embriones somdticos a
analizarse, se prepararon colocandoc 25 gl del extracto nativo
en viales de plastico con 25 wl de solucidén de Borates 0.1 M
pH 8.6 y 2 ul de sol. de azul de bromofenol. En algunos casos
en los que los inmunoprecipitados formados eran muy pequenos,
la corrida se repitid para esas mnuestras y Se usaron
directamente, sin dilucidén. O en el caso contrario en que el
exceso de antigeno provocaba deformacidén de los “"Rockets", el
antigeno era diluido.

Procadimiento:

Sobre un soporte de acrilico de 25 x 25 cm, nivelado
horizontalmente con la ayuda de una burbuja, se colocd una
placa de vidrio de 10 cm x 10 cm perfectamente limpia, sobre
la cual se virtieron 15 ml de solucién fundida de agarosa al
1.5 % (p/v) en solucidén de boratos 0.1 M pH 8.6, conteniendo
150 pl de antisuero anti-globulina disuelto para dar una
concentracién final de antisuero de 1.0 % (v/v). La agarosa
se depositd y se extendié réapidamente con una pipeta
precalentada ligeramente en un mechero; con la ayuda del
mismo se eliminaron 1las burbujas de aire que quedaran
atrapadas en la superficie.

La agarosa se solidificé a temperatura ambiente y
posteriormente se perforé con un sacabocados de 2.5 mm de
diidmetro marca BioRad, conectado a vacio mediante una
manguera, Se hicieronn 12 pozos a 1 cm del borde inferior de
la placa, con una separacidén de aprox. 6 mm entre cada uno de
ellos, para esto se utilizé como gquia, una plantilla de
cartulina con la posicién deseada de los pozos.

La placa perforada, fue entonces colocada scbre el
soporte horizontal de una cdmara de inmunocelectroforesis,
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cuyos depositos fueron previamente llenados con 650 ml de
solucion de corrida cads uno (Boratos 0.1 M pE B8.6). Se tenia
especial cuidado de que los pozos gquedaran alinszados
paralelamente con los depdsitos.

El sistema de enfriamiento de la camara, fue conectadoc a
la llave de agua corriente y el agua fue drenada a través de
la cédmara, hacia la tarja.

Las muestras con azul de bromofenol, fueron colocadas
rapidamente en los pozos (para evitar la difusion). La
aplicacién fue de 5 ul en cada pozo y no se colocd muestra en
los pozos laterales.

La solucidén de los depdsitos de la cédmara, fue conectada
con los extremos del gel mediante almohadillas de algocddén de
10 x 10 ¢m envueltas en gasa y previamente humedecidas con la
misma solucidn.

Se cerrd entonces la cadmara y se conectd a la fuente de
poder, la cual encendida, se ajusté a 50 Volts durante 4
horas (en el caso de hacer el ensayo con geles en
portaobjetos se ajustd a 20 volts durante 90 minutos).

Una vez terminada la corrida electroforética, la placa
se retiré de la cdmara y las proteinas no innmunoprecipitadas
se extrajeron, sumergiendo los geles en 1000 ml de NaCl 0.1 M
durante toda la noche y posteriormente en 1000 ml de agua
bidestilada durante 2 horas. Luego los geles se comprimieron
sobre la mesa, durante 15 minutos entre dos toallas de papel
desechable (sanitas), con la ayuda de un objeto de
aproximadamente 1 Kg de peso; posteriormente se colocaron
dentro de un horno a 60°C durante 20 minutos o hasta que
estuvieran completamente secos.

Tenido y dosteiido de los "Rocket's:

Los geles secos fueron tenidos por inmersicén durante 15
minutos en la sol. de tincién (ver Ap. IX). Posteriormente
eran enjuagados con agua corriente para eliminar el exceso de
colorante y sumergidos en sol. destedidora, solamente el
tiempo necesario para eliminar el fondo azul.

optimizacidn del sistema de PRocket" inmunoelectroforesis

Para realizar la inmunocelectroforesis se requirié de
hacer algunas pruebas para establecer las concentraciones
optimas de anticuerpos y antigenos a usar, asi como la
corriente y los tiempos de corrida para obtener los mejores
"Rocket's.

Estos experimentos fueron los siguientes:
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1) Efecte de cantidades variebles de antigeno
(globulinas de semilla de slfalfa) y una cantidad fija de
antisuero (anti-globulinag), sabre la altura de los
inmunoprecipitados en "Rocket”.

2) Efecto de cantidades pmayores a 1250 ng de antigeno
(globulinas de semillas de alfalfa), con una cantidad fija de
suerc de conejo anti-globulinas, sobre la altura de 1los
inmunoprecipitados en "Rocket",

3) Efecto de cantidades variables de suero de conejo
antiglobulinas, sobre la altura de innunoprecipitados en
"Rocket”s con una cantidad fija de antigeno (globulinas de
gsewmillas de alfalfa).

4) Efecto de cantidades variables de antlsuero de conejo
(anti-globulinas) y una cantidad fija de antigeno carbamilado
(globulinas de semillas de alfalfa}, sobre la altura de los
inmunoprecipitados en "Rocket.

S} Efecto de la carbawilacién el antigeno (globulinas de
semillas de alfalfa), sobre la altura de los
inmunoprecipitades en ™Rocket" con cantidades wvariables de
antigeno.

Una vez reallzados éstos experimentos y encontradas las
mejores concentraciones de antigenos y anticuerpos, asi como
optimizado 1las condiciones de corrida, se realizaron los
ensayos para cl andlisis de ios extractos de proteinas de
embriones somdticos obtenidos con las diferentes condiciones
experimentales,

IV.6,6. DEPERMINACION DE ACTIVIDAD HIDROLITICA DE
ALFA~ANILASA

Otras biomoléculas, como los carbohidratos, pueden ser
muy utiles para realizar el seguimiente del desarrollo
embrionario y sus diferentes aspectos, sin embargo el
analisis de 1lous cambios en éstas no ha sido abordado
plenamente en sistemas de embriogénesis somatica in vitre.

En este trabajo, se trats de determinar si ocurren
cambios importantes en los niveles de almidén durante el
desarrollo embrionario, la evaluacién de esto fue realizada
de forma indirecta, ya que se determino mediante cambios en
los niveles de actividad de la enzima alfa-amilasa, presente
en las fracciones de albuminas de los extractos de proteinas
de diferentes estadios de desarrolle.

La estimacidén de los niveles de actividad enzimadtlca fue
realizada en placas de agar al 2.0 % p/v, conteniendo almiddn
al 0.2 % p/v, la presencia y actividad de la alfa-amilasa,
fue evidenciada por 1los halos formados en las =zonas de
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aplicacién de extractos de albiminas de ES, al ser revelados
después de su incubacién con solucién de yodo-yoduro de
potasio (Ver preparacién de esta solucion en el Apéndice X).

Preparacién de placas de zgar-almidén para la ceterminacién
da alfu~mnlilasa

Se prepararon 400 ml de una solucién de almiddén al 0.2 %
en amortiguador de fosfatos pH 6.0 (Solucién 1). De ésta
solucién se transfirieron 150 ml a un matraz aforade de 200
ml, donde se le adicionaron 20 ml de una solucién de CaCl;
200 mM, se mezcld y aford con la misma solucion 1 para tener
una concentracidén final de 20 mM de CaCl, (Sol. 2).

A 200 ml de las sols. 1 y 2, se les adicionaron
respectivamente 4.0 g de agar {concentracisén final 2.0 %), se
calentaron hasta disover completamente el agar, y se
colocaron aproximadamente 10 ml de cada solucioén en cajas de
Petri de plastico o vidrio de 50 mm x 15 nm. Una vez
solidificado el agar se perforaba con un sacabocados de 4 mn
de diametro. Los pozos eran dispuestos de forma circular a
1.5 cm del borde de la caja y uno en el centro. En cada pozo
se colocaron 5 ul de cada una de las muestras de los
extractos de albuminas de los embriones somdticos Yy en el
centro 5 pl de alfa-amilasa purificada de aleuronas de
semillas de trigo con una potencia de 10 U/ml y a una
dllucién de 1:20. Concentracioén {inal:2.5 U/5 ul.

Las placas se incubaron en una estufa a 37°C durante 12
y 24 horas. Una vez terminado el periodo de incubacién, se
revelaba la hidrdlisis del almidén (en forma de halos
blancos), presente en la plrca mediante solucidén de Yodo-
Yoduro que se mantuvo en la caja por espacio de 10 minutos.
Una vez revelados los halos se midieron directamente con el
uso de una escala milimétrica, el diametro alcanzado por
¢éstos tanto en el control como en las muestras problema, fue
registrado y comparado con los obtenidos para la misma
muestra pero con diferentes tiempos de lncubacién.

Esta determinacién indirecta de la actividad de alfa=-
amjlasa, fue uitil sobre todo para ubicar los momentos de
actividad metabdlica de los embriones en diferentes estadios
de desarrollo.
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IV.7. CINBTICA DE DEBARROLLO.

IV.7.1 CONDICICNES EXPERIMENTALES:

Se hicieron varias siembras in vitro de peciolos con un
tamafio de lote de entre 200 y 300 explantes, para inducir
embriogénesis somatica. Se propusé que las siembras fueran
efectuadas con una frecuencia de 3, 6 6 9 dias (dado que las
cosechas se harian cada 3 dias) y de acuerdo a un esquema de
siembras como el siguiente:

Siembra Cogechar

1 Estadios de desarrollo avanzados.
Dias 39 y 42, fotoperiodo, oscuridad y control

2 Estadios maduros.
Dias 33 y 36, fotoperiodo, oscuridad y control

3 Estadios tempranos.
Dias 27 y 30, fotoperiodo, oscuridad y control

4 Estadios iniciales.
Dias 21 y 24, fotoperiodo, oscuridad y control

5 Callos a termino de induccién.
Dias 15 y i8, fotoperiode y control.

6 Peciolos con callos de formacidén temprana.
Dias 9 y 12, fotoperiodo y control.

7 Peciolos hinchados
Dia 6, fotoperiodo y control.

8 Peciolos.
Dia 3, fotoperiodo y control.

Asi, los embriones que se obtuvieron en las primeras
siembras, se dejaron continuar en desarrollo para cosecharlos
en los estadios de desarrollo mwas tardios (dia 42), y las
Ultimas siembras fueron realizadas para obtener las cosechas
correspondientes a la fase de induccién (formacidén vy
proliferacién de callos).

Las cosechas realizadas consistieron en tomar el numero
de callos que tuvieran un peso total de entre 1.5 y 2.0 g. En
el momento de la cosecha, fueron evaluados los indices de
respuesta, rendimiento (a partir de los 21 dias o una vez gue
los embriones ya eran evidentes) y germinacién (desde los
estadios de torpedo joven, para evaluar germinacidén precoz):
se procedié entonces a separar los diferentes estadios
embrionarios por centrifugacisén en gradiente discontinuc de
sacarosa, determinando su peso fresco Yy seco; cada estadio
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embrionaric fue sometido a extraccién de proteinas de reserva
de acuerdo al protoceolo antes menclonade. En las fracciones
de albuminas y globulinas de cada estadioc de desarrollo, se
determind el contenido da proteinas por Bradford y su
composicién polipeptidica por SDS-PAGE, utllizando marcadores
de bajo peso molecular.

Este anadlisis fue realizado simultaneamente para los
embriones obtenidos en fotoperiodo ¥y en oscuridad.
Posteriormente, los extractos de proteinas de los diferentes
estadios embrionarios de los diferentes dias de cultivo,
fueron analizados por "Rocket" inmunoelectroforesis y también
fue determinada la actividad hidrolitica de la alfa-amilasa
presente.

El protocolo de cosechas utilizado para este experimento
fue el siquiente:

Se seccionaron de 40-50 peciolos de alfalfa A7034 de plantas
mantenidas en condiciones de invernadero.

Se procedié a la desinfestacidn de los peciolos en etanol al
70 % durante 30 segundos y posteriormente en hipoclorito de
sodioc al 1.2 § durante 8 minutos.

Los explantes fueron inoculadcs en medic Bg de induccion
(c/reg. de crecimiento) y cultivades en fotoperiodo durante
18 dias.

Las cosechas se iniciaron desde el dia de cultivo # 3
y se contindo cosechando cada 3 dias hasta el dia de
cultivo # 42.

A los 18 dias el lote fue dividido en 2 partes iguales.

Los callos obtenidos en la induccidén se
transfirieron a medio Bs de desarrolloc (s/reg. de
crecimiento) y se continto cosechando cada 3 dias.

La mitad del lote se cultiveé La otra mitad se culti-
en condiciones de vé en condiciones de
fotoperiodo durante 24 oscuridad, durante 24
dias, dias.
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Una vez concluida la primer serie completa de cosechas,
se hicieron repeticiones de éstas, durante los tratamientos
de manipulaciones de medio con los controles de los mismos y
con lotes de repeticién, contiandose con un total de 3
repeticiones promedio para cada cosecha.

Con 1los datos obtenidos de este experimento, se
elaboraron graficas de respuesta, rendimiento y crecimiento,
se determiné también el % en peso de cada fraccién
embrionaria en el cultivo después de ser separadas por el
gradiente de densidad discontinua de sacarosa, el contenido
de proteinas de los extractos de albuminas y globulinas de
todas las muestras obtenidas durante la extraccién de todas
las fracciones embrionarias, la relacién albuminas/
globulinas, asi como el seguimiento de los cambios en el
patrén polipeptidico de las fracciones protelcas embrionarias
obtenidas y su comparacién con el patrén caracteristico de la
semilla. También se evaluaron los cambios durante el
desarrollo en el tipo de proteinas sintetizadas mediante el
analisis en "Rocket" inmunoelectroforesis.
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1v.8. MANIPULACIONES DE MEDIC

Una vez gque se determinaron los cambios en los niveles
de proteinas y patrones polipeptidicos de las mismas en los
diferentes estadios del desarrollo embrionario mediante 1la
cinética de crecimiento, se ubicaron 1los momentos mads
importantes de sintesis y degradacién de las proteinas de
reserva durante el cultivo ipn vitrp. Con estos datos se
disefiaron los experimentos de manipulacicnes de medio, para
los cuales se consideraron 3 agentes gque Eueron aplicados
exdgenamente al nedio de cultivo: ABA 107 , 6orbitol a
concentraciones de 2, 8 y 12 % y extracto de embriones
sexuales inmaduros a una concentracion de 2 g/l .

IV.8.1 BORBITOL

En el caso del sorbitol, se decidié trabajar con 3
diferentes concentraciones: 2, 8 y 12 %, las cuales son
similares a las reportadas por otros autores que han
trabajado con diversas especies y con las cuales han obtenido
resultados satisfactorios con respecto a 1la calidad vy
cabtidad de las proteinas de reserva obtenidas (Finkelstein y
Crouch, 1986). Y por otro lado, para poder ubicar de manera
general el rango de concentraciones en los gque se encontrara
un efecto en los niveles de proteina, que posteriormente
pudiera ser utilizado para establecer un rango de
concentraciones mas preciso (en el caso de que fuera
favorable el efecto).

Con los resultados de la cinética de crecimiento se
determiné el cambio en el contenido de proteinas de reserva
con respecto al tiempo y se pudo ubicar los momentos en gue
seria mas favorable la exposicidén del tejido a éste agente.

El sorbitol, fue introducide en la fase media inicial
del desarrollo {3 dias antes de alcanzar los maximes niveles
de sintesis), con el fin de que una vez que los embriones
somaticos ya estuvieran sintetizando grandes cantidades de
proteinas de reserva, se provocara la deshidratacion del
tejido y se inhibiera su crecimiento, disminuyendo su peso
fresco e incrementando su pesc seco. Esto fue planeado
teniendo en mente que los embriones somaticos pueden seguir
sintetizando proteinas de reserva en condiciones de déficit
hidrico, como lo reportan algunos autores (Finkelstein vy
Crouch, 1936).

. El protocolo de cultivo para este experimento fue el
siguiente:.
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STIEMBRA EN MEDIO DE INDUCCION
18 DIAS EN FOTOPERIODO

TRANSFERENCIA A MEDIO DE DESARROLIO Bs S/R
CULTIVO HASTA EL DIA 28 EN FOTOPERIODO

CAMBIO A MEDIO DE DESARROLLO SUPLEMENTADO CON
SORBITOL MAS 3 % DE SACAROSA, EN FOTOPERIODO

CONTROL 2 % SORBITOL % SORBITOL 12 § SORBITOL

la. COSECHA A 1O0S 35 DIAS
andlisis# de las muestras y ensayos de germinacidn

2da. COSECHA A LOS 42 DIAS

andlisis* de las puestras y ensayos de germinacidn

Analisis* de las muestas: Germinacioén
Separacién en gradiente Medio MS al 50 %
Peso seco y fresco en condiciones de
Cuantificacién de proteinas fotoperiodo.
Patroén electroforético

Inmunodeteccion
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IV.8.2 ACIDO ABBCIBICO

En cuanto al ABA 1075M (P. M.: 264.31), se trata también
de un agente y de una concentracidn recomendada por varios
autores, gue han trabajado sobre los efectos que causa éste
4cido sobre la inhibicién de la germinacion precoz. La idea
en nuestro caso fue introducirlo antec de 1la fase de
degradacidén o disminucion en los niveles de las proteinas de
reserva, los tiempos fueron estimados de acuerdo a los
resultados obtenidos en la cinética de crecimiento, la cual
permitié ubicar los momentos criticos de sintesis vy
degradacién de las proteinas. Se propuséd realizar la
exposicién del tejldo al agente por periodos de 7 dias (no
se tenfan muchas bases para determinar si éste tiempo era muy
largo o corto), consecutivos en el tiempo. El disenar el
experimento de esta manera, tuvo como objetivo el tratar de
evitar la pérdida de las proteinas sintetizadas en el momento
y las vya existentes, asi como 1la germinacién precoz;
considerando que en la bibliografia se reporta que con este
agente se detiene momentdneamente el desarrollo embrionario.
En el caso de los embriones somaticos, se trabajo ademas en
condiciones de oscuridad, por haber antecedentes de
fotodescomposicién del ABA. Esto se realizé envolviendo 1los
frascos de cultive experimentales y controles en papel
alumunio y colocadndolos en cajas de cartén dentro del cuarto
de cultivo a la temperatura ya descrita.

El unico antecedente de la utilizacién de este agente en
el sistema de alfalfa, fue realizado anteriormente por Peja
en 1989, En este trabajo se trate de determinar si habia
cambios importantes en los niveles de proteinas de reserva
mediante algunas manipulaciones de medio como ABA a 6.5 mg/l,
Sacarosa 33 % + Manitol 66 %, PEG 1000 al 10 %, en
condiciones de fotoperfodo y con tratamientos de oscuridad
sin ningun agente, ademdas se hizé combinacidén de éstos
tratamientos. Sin embargo en los resultados de éstos
tratamientos con manipulaciones de medio, no se obtuve una
mejoria en cuanto a los niveles de proteinas de reserva en
relacién con los controles cultivados en condiciones basales,

El disefic de este experimento considerando los tiempos
de cultivo es presentado a continuacion.
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SIEMBRA EN MEDIO DE INDUCCION
18 DIAS EN FOTOPERIODO

TRANSFERENCIA A MEDIO DE DESARROLLO Bgs S/R
CULTIVO HASTA EL DIA 28 EN FOTOPERIODO

~ 1
CAMBIO é MEDIO CON CONTINUACION DEL CULTIVO
ABA 1077 M EN MEDIO DE DESARROLLO
HASTA EL DIA 35.
COSECHA DE MEDIC LOTE CAMBIO MEDIO CON
EL DIA 35. ABA 1077 M.

Analisis% y germinacidn.

COSECHA DEL RESTO DEL COSECHA EL DIA 42
LOTE EL DIA 42, Anadlisis y germinacién.
Anadlisis y germinacién.

NOTA: EL CONTROL SE LLEVO A CABO COMO EN EL EXPERIMENTO

ANTERIOR.
Anadlisise de las muestas: Germinacién
Separacién en gradiente Medio MS al 50 %
Peso seco y fresco en condiciones de
cuantificacién de proteinas fotoperiodo.
Patrén electroforético
Inmunodeteccién
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IV.8.3 BXTRACTO DB EMBRIONES BEXUALES INMADUROS

otro de los agentes que se propusé utilizar fue el
Extracto de Embriones Cigdéticos inmaduros (EEC). El uso de
los EEC, fue planeado considerando que se trataba de emplear
en medio quimicamente indefinido. Sin embargo, esto es
justificado de alguna manera, mediante la hipétesis de que si
los embriones somaticos germinan precozmente y no acumulan
cantidades importantes de proteina debide a la carencia de
algun agente meodulador que no puede estar presente en el
cultivo ipn vitre (dadas las condiciones de éste), entonces
la aplicacién de un extracto de embricnes sexuales que
obviamente debe contener todos estos agentes moduladores,
podria producir algun efecto en los niveles de proteinas y en
la germinacién precoz. Se considerd ademas que la fraccién de
albiminas era la mids indicada para utilizarse dado que en
esta fraccion se encuentra una gran cantida de moléculas de
bajo pesoc molecular, entre las cuales seria mas factible
obtener éstos agentes moduladores.

Se planed introducir este agente, desde la transferencia
de los embriones somaticos del medio de induccidén al medio de
desarrollo. Se traté de llevar el desarrollo jin yitro de
manera paralela al desarrollo ipn yivo, incubando los ES
durante la la. semana de desarrollo en medic suplementado con
EEC de 15 dias p.a., la 2da. semana de desarrollo, los ES
fueron incubados en medio suplementado con EEC de 30 dias
p.a., Y la 3a. semana de desarrolle los ES fueron incubados
en medio de desarrocllo suplementado con EEC de 45 dias p.a.

Para la obtencidén de los EEC, fue necesario asistir al
INIFAP Campo Agricola Experimental "El Horno" con el M. en C.
Luis Castro Acero; quien di¢ las facilidades para disponer de
inflorescencias de alfalfa y posteriormente de vainas de
alfalfa de la variedad mexicana Puebla 76, a los 15, 30, 45 y
60 dias después de la polinizacidén, Estas vainas fueron
abiertas manualmente en el laboratorio y se extrajeron 1las
semillas inmaduras,las cuales fueron pesadas y utilizadas
para extraccién de proteinas. Los extractos asi obtenidos
correspondientes a la fraccidén de albuminas, se emplearon en
la preparacion de los medios de cultivo a una concentracién
de 2 g/l de medio. Hubo dos tratamientos del extracto: uno
que fue esterilizado por autoclave y otro que lo fue por
filtracidon a través de membranas de 0.22 upm, ya que se temia
que de haber algun compuesto regulador importante, éste fuera
termoldbil.

El  protocolo de cultivo para este experimento es el
siguiente.
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SIEMBRA EN MEDIO DE INDUCCION
18 DIAS EN FOTOPERIOQODO

TRANSFERENCIA A MEDIO DE DESARROLLO Bg S/R
CULTIVC HASTA EL DIA 21 EN FOTOPERIODO

CAMBIO A MEDIC DE DESARROLLO SUPLEMENTADO CON
EEC DE 15 DIAS p.a. CULTIVO HASTA EL DIA 28

COSECHA DE 1/3 DEL LOTE
EL DIA 28.
Andlisis® y germinacidn

TRANSFERENCIA DEL RESTO
DEL LOTE A MEDIO DE DE-
SARROLIO SUPLEMENTADOQ

CON EEC DE 30 DIAS p.a.
CULTIVO HASTA EL DIA 35.

COSECHA DE 1/3 DEL LOTE
EL DIA 35.
Analisis y germinacion

TRANSFERENCIA DEL RESTO
DEL LOTE A MEDIO DE DE-
SARROLLO SUPLEMENTADO

CON EBEC DE 30 DIAS p.a.
CULTIVO HASTA EL DIA 35

COSECHA DEL RESTO DEL
LOTE EL DIA 42.
Andlisis y germinacidn.

Anadlisis#* de las muestas: Germinacién
Separacién en gradiente
Peso seco y fresco
Cuantificacién de proteinas
Patrén electroforético
Inmunodeteccidn

Medio MS al 50 %
en condiciones de
fotoperiodo.

NOTA 1 : EEC: EXTRACTO DE EMBRIONES SEXUALES INMADUROS
A UNA CONCENTRACION DE 2 g/l.

NOTA 2: EL CONTROL SE CORRIO COMO EN LOS EXPERIMENTOS
ANTERICRES.
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IV.9. APENDICES
APENDICE 1
¢én de la solucjoé oclorito sodio a .
v/v_de cloro activo:
De una solucién comercial de hipoclorito de sodio con
una concentracién de 6.0 % de clecro activo, tomar 30 ml y
transferirlos a una probeta graduada de 100 ml, diluir y
aforar a 100 ml con agua destilada.

La concentracién final de ésta solucidn es de 1.2 § v/v
de cloro activo.

APENDICE II

Medios de cultivo empleados:
MACRONUTRIMENTOS MS MS modif. Bse
(mg/1) (mg/1) (mg/1)
NH4NO3 1650 400 -
KNO4 1900 03538 2528
MgSO4 . 7THR0 370 370 500
2P0, 170 - -
NaH,PO4.Hp0 - - 150
NH4Ho POy = - =
(NH4)S? cit. dibasico - -~ 2827
CaCl,.H,0 332 332 151
MICRONUTRIMENTOS
KI 0.88 0.88 0.75
HaBO3 6.2 6.2 3.0
MnSOg .Hz0 16.9 16.9 10.0
ZnsS0g4.7H,0 8.5 8.5 2.0
HayMoOg4.2H30 0.25 0.25 0.25
CuS04 . 5Hz0 0.25 0.25 0.25
CoCl,.6Ha0 0.25 0.25 0.25
Na,EDTA 37.3 37.3 37.3
FeS04.7H30 27.8 27.8 27.8
APENDICE III
[e) s _solu 053 e ente:

Pesar con exactitud la cantidad de sacarosa especificada
en la tabla siguiente de acuerdo al % de sacarosa en solucidn
que se va a preparar:
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% deseade Cant. de sacarosa

30 % 0 g
50 % 50 g
70 % 70 g
90 % 90 g

En matraces Erlenmeyer individuales de 200 ml, disolver
la sacarosa con 80 ml de agua destilada y bajo agitacion
magnética {en el caso de la solucidén al 90 %, puede ser
necesarioc aplicar calor).

Transferir cada solucién a matraces aforados de 100 ml o
a probetas graduadas de 100 ml, medir el volumen y adicionar
pequefios volumenes de agua a los matraces Erlenmeyer para
lavar las paredes, adicionar estos lavados a las probetas o
matraces volumétricos y aferar con agua destilada.

APENDICE IV

S t e (¢]
precipitacidn de proteipas:
Amortiguador I Fosfatos 50 mM, PMSF 200 uM y EDTA 10 nmM.
pH 7.0.
Amortiguador II Fosfatos 50 mM, PMSF 200 uM, EDTA 10 mM

y NaCl 1 M pH 7.0.

Amortiguador III Fosfatos 50 mM, PMSF 200 uM, EDTA 10 mM,
NaCcl 1 M y DTT 10 mM. pH 7.0.

Amortiguador IV Fosfatos 50 mM, PMSF 200 uM, EDTA 10 mM,
en propanol al 70 %. pH 7.0.

Amortiguador V Fosfatos 50 mM, PMSF 200 uM, EDTA 10 mM
y NaOH al 0.1 N pH 7.0.

Amortiguador VI Acetatos 50 mM, PMSF 200 uM, EDTA 10 mM
Yy Nacl 1 M. pH 4.75

APENDICE V

Soluciones y Reactivos para Bradford:
Se toc, e bum de sue i H

. Pesar con exactitud 100 mg de albumina de suero bovino
Sigma y disolver con agitacisén magnética en 60 ml de agua

bidestilada, diluir y aforar en un matraz volumétrico de 100
ml. Conservar en refrigeracion.
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e ord;
Preparar una solucién disolviendo 0.1 g de azul de
Coomassie G-250 en 50 ml de etanol al 9% %. Agregar 100 ml de

HaPO4 al 85 % y aforar con agua bidestilada a 1000 wml,
filtrar y guardar en oscuridad.

APENDICE VI
SOLUCIONES PARA S8D8-PAGE:

AMORTIGUADOR DE MUESTRA CON AZUL DE BROMOFENOL:

Componentes para 100 ml conc final
(% v/v)
Tris-HCl iM pH 6.8 10.32 ml 10.32
§Dbs al 25 % 10.0 ml 10.0
Glicerol 2,5 ml 2,5
Azul de bromofenol 3.0 ml 3.0

AMORTIGUADOR DE MUESTRA SIN AZUL DE BROMOFENOL:

Componentes para 100 ml Cconc final
{3 v/v)
Tris-HCl1 1M pH 6.8 10.32 ml 10.32
SDS al 25 % 10.0 mi 10.0
Glicerol 2.5 m} 2.5

AMORTIGUADOR DE CORRIDA:
Solucid tock 10 ra litros:

En un matraz aforado de 1000 ml, colocar 120 g de Tris
Base, 576 g de Glicina y 40 g de SDS, mezclar con aprox. 600
wl de agua desionizada y aforar con el nismo solvente, pH
aprox. 8.4,

APENDICE VII

e s de eles de - :

La tincion se realizd, dejando los geles dentro de un
recipiente tapado y cubiertos con solucién de metanol-acido
acético durante toda la noche, posteriormente se destiferon
con otra solucién de metancl y &cido acético.
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APENDICE VIII:

on de soluc es [+
Sig ‘Fa

NOTA: Usar Urea, Acrilamida y Bisacrilamida recristalizadas.

a amortiquador de Lisis Para 10 ml

9.5 M Urea 5.749g

2 % (p/Vv) 0.2 ml

1.6 % Anfolinas 5-7 pH 160 pl

0.4 % Anfolinas 3-10 pH 40 pl

5.0 % B-merﬂaptoetanol 500 pl

Filtrar a través de un filtro Millipore de 0.22 pm. y
guardar en alicuotas congeladas.

1] Solucion P Para 100 ml
28.38 % Acrilamida (p/v) 28.38 g
1.62 % Bisacrilamida (p/v) 1.62 g

Filtrar y guardar a 4°C.
E Sclucidn B
10 ¥ v/v Nonident p-40 en Hp0

I Amortiquador de}l dnodo

HaPO4 0.01 M
g n uado, cato

NaOH 0.02 M (0.8 g/l) (Desgasificar exhaustivamente).

K Solucion K Para 10 ml
9.5 M Urea 5.4 g
0.8 % Anfolinas 5~7 pH 80 pl
0.2 % Anfolinas 3-10 pH 20 pl

Filtrar y guardar en alicuotas congeladas

o mort ador O
10 § Glicerol 100 ml
5 % B-mercaptoetanol 10 ml
2.3 % SDS 9.2 ml (SDS 25 %)
0.0625 M Tris-HCl pH 6.8 6.25 ml (Tris 1M pH 6.8)
Filtrar.
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P . Solucid

1 g de agarosa
100 ml amortiguador O
20 mg de azul de bromcfenol

Guardar a 4°C.

APENDICE IX:

Preparacién de soluciones para el "Rocket" inmunoelectro-
foresis:

Solucid: tos 0O

Disolver 9.276 ¢ de &cido boérico en 1000 ml de agua
bidestilada, ajustar el pH a 8.6 con NaOH 1 H y aforar a 1500
ml. Almacenar en una botella de polipropileno de 2000 ml a
4°C.

a3 cfeno :

Disolver 1.0 g de azul de bromofenol en 10 ml de
solucién de boratos 0.1 M pH 8.6. Almacenar en un vial de
vidrio con tapdén de rosca a temperatura ambiente.

u e _Coomassje a S

Mezclar 1.0 g de azul de coomassie brillante R-250 en 90
ml de etanol, 20 ml de 4cido acético glacial y 90 ml de agua,
con agitacion constante. Filtrar a través de papel Whatman
No. 1 Almacenar en una botella de polipropileno de 250 ml a
temperatura ambiente.

Solucién destefiidora:

Mezclar 90 ml de agua, 20 ml de 4cldo acético glacial y
90 ml. de etanol en la campana extractora. Almacenar a
temperatura ambiente en una botella de polipropileno de 250
ml con 1/3 de carbén activado.

Nacl 0.3 M:
Bisolver 2.92 g de NaCl en 200 ml de agua bidestilada y

aforar a 500 ml. Almacenar a 4°C en una botella de
polipropileno de 500 ml.
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e ac de arosa .5 %

Mezclar 0.45 g de agarosa tipo II Sigma No. Cat. Ae6877,
con 30 ml de amortiguador de boratos 0.1 M, pH 8.6 en un vasc
de precipitados de 40 ml. Fundir 1la mezcla en un horno de
microondas con tres o cuatro periodos de irradiacién a maxima
intensidad durante 10 segundos cada vez, sin dejar que llegue
a ebullicidén. Agitar con una varilla de vidrio delgada hasta
que quede un fluido cristalino. Mantener la agarosa fundida
tapada en un bafio a 57°'C para evitar su gelificacidn.

APENDICE X.

-YO o, pa cas de aga

almidon:

Disolver 1.0 g de yodo y 3.0 g de yoduro de potasio en
50 ml de agua bidestilada.
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V. PESULTADOS Y DIBCUSIOK

V.1 S8ISTEMA DE EMBRIOGENESIS SOMATICA DE LA ALPALPA in vitro

12 obtencidén de embriones somatlcos (ES), a partir de
peciolos de plantas de alfalfa A7034 cultivadas en
condiciones de invernadero, resulté ser satisfactoria con el
método de desinfestacion utilizado, ya gque se obtuvo una
rapida generacién de ES con indices altos de respuesta {(hasta
88 %) y rendimiento (hasta 27 embriones/callo), e indices
bajos de contaminacion.

Nuestros resultados ademds confirman los de trabajos
anteriores realizados por otros investigadores, quienes
refirieron tiempos de cultivo cortos y reproducibles para la
embriogénesis somdtica en alfalfa (Villegas, 1988; Penfa,
1989).

Las 1indices de respuesta obtenidos en el presente
trabajo con ésta variedad fueron de 79.86 % * 8.07 %, en un
promedio de 12 siembras en condiciones de cultivo basales
realizadas antes de iniciar la fase experimental. El objetivo
de éstos ensayos fue establecer las condiciones de cultivo
estandar y los resultados factibles a obtener con éstas
condiciones.

Los resultados de éstas siembras, nos indican que
contamos con indices de respuestaz altos (desde 70 % hasta 88
% aprox.). Sin embargo durante la fase experimental, se tuvo
una variacidén en la respuesta de los lotes control de entre
56 a 88 % de callos con embriones, lo qgue nos hace considerar
gue este es un pardmetro sensible a los cambios en las
condiciones de cultivo. Asi como un buen indicador en 1la
evaluacién de las ventajas y desventajas de los diferentes
tratamientos probados en los experimentos de manipulaciones
de medio.

En el caso de las variaclones observadas en la respuesta
de los lotes control utilizados durante los experimentos,
cabe sefialar gue las condiciones de cultive no fueron
exactamente las mismas durante tode el periodo de trabajo
experimental ya que se detectaron algunas variaciones de
temperatura importantes en el cuarto de cultivo durante las
diferentes estaciones del afo. Sin embargo, éstas variaciones
de temperatura no pudieron ser controladas totalmente, dadas
las condiclones de las instalaciones en las que se trabajé.

Por otro lado, nosotros consideramos que la variacidn en
los 1indices de respuesta es también determinada por la
variabilidad intrinseca del tejido; éste factor es muy
importante de ser considerado ya que no es totalmente
controlable, sobre todo cuando se estd trabajande con
explantes extraidos de plantas obtenidas después de unc o
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dos ciclos de recurrencia por lo menos, como fue en nuestro
caso.

los ciclos de recurrencia, se refieren a que se estd
partiendo de plantas de alfalfa obtenidas de ES, los cuales a
su vez han sido obtenidos de plantas generadas por otros ES o
a partir de una planta obtenida de la germinacién de una
semilla. Los resultados después de 2 6 3 ciclos de
recurrencia denmuestran un incremento en la capacidad
embriogénica o generacién de un mayor nuimero de embriones por
explante; esto nos haria pensar que guizd fueraz méds
conveniente utilizar plantas obtenidas a partir de varios
ciclos de recurrencia y tener respuestas maximas. Sin embarge
esto no es recomendade por la literatura ni por la
experiencia ya que después de varios ciclos de recurrencia la
capacidad de generar embriones se pierde totalmente. Este
fendmeno es interpretado por algunos autores comc un
empobrecimiento de la capacidad embriogénica de estas
plantas, sustentada por un cambio en su variabilidad
genética.

Los indices de rendimiento alcanzados con el sistema de
embriogénesis somdtica en alfalfa A7034 en condiciones
basales, fueron aproximadamente de 21 embriones/callo en un
promedio de 12 siembras, obteniéndose una variacién de * 3
embriones por callo, lo que indica que el comportamiento del
pardmetro es reproducible y muy satisfactorio. El conteo de
éstos embriones estuvo basado exclusivamente en los ES mas
desarrollados, desde estadio torpedo joven hasta cotiledonar.

El rendimiento esta relacionado con la respuesta, sin
embargo en callos ubicados en un nismo frasco de cultive
podian encontrarse callos con 2 6 3 embriones, en tanto gue
el callo vecino presentaba de 20 a 25 embriones. La formacidn
diferencial de embriones en tales casos puede tener varias
causas, como el grado de exposicién y orientacién de 1los
embriones a la fuente de luz, a la regioén del callo donde son
generados, al grado de inmersidn de éste en el medio cultivo,
etc. Sin embargo nosotros no realizamos ensayos para
establecer si alguna de éstas causas era determinante en
nuestros cultivos aungue consideramos que la variabilidad
intrinseca del tejido es un factor muy importante. Los
rendimientos en nuestro sistema fueron satisfactorios vy
ademds en algunos casos pudo presentarse la generacién
secundaria de ES, lo que incrementdé aun mis los indices de
rendimiento.

Si bien los niveles de rendimiento alcanzados son
satisfactorios, se utilizaron algunas estrategias para
incrementar aun mas los rendimientos de los cultivos de
embriogénesis somatica primaria. Esto se realiz¢ durante 1las
fases de resiembra; esto es, en la transferencia de 1los
callos de la fase de induccidén a la fase de desarrollo y
durante la transferencia de los callos del medio de
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desarrollo al medio de germinacién. En el primero se
disgregaba suavemente ¢l friable tejideo calloso, con ayuda de

una espatula incrementando la superficie de calloc en
contacto con el medio de cultivo, lo que redundaba en una
mayor produccién de emnbriones. Asimismo, durante la

transferencia en condiciones asépticas de 1la fase de
desarrollo a la de germinacién, se tomaban s6lo los embriocnes
maduros y los demds, que dgeneralmente se encontraban en un
estadio de desarrollo menos avanzado, se dejaban continuar en
desarrollo. Una vez que éstos maduraban, eran transferidos al
medio de germinacidn, en éstos casos era posible transferir
embriones de un mismo callo, hasta tres veces, obteniéndo un
total de embriones para germinacién de por 1o menos 35
embriones por callo.

La tabla con los resultados obtenidos para los cultives
en condiciones basales, se muestra a continuaciédn:

SIEMBRA REBPUESTA RENDIMIENTO

(x) (%)

1 82.7 20

2 56.0 22

3 81.5 22

4 73.2 19

5 85.9 18

6 82.6 20

7 79.5 27

8 88.6 23

9 84.3 18

10 81.7 17

11 83.4 20

12 78.9 23
PROMEDIO 79.858 21
DESV. BT. 8.069 3

Fig. No. 4. Resultados de respuesta y
rendimiento para 12 lotes de callos de alfalfa,
cultivados en condiciones basales durante el
desarrollo embriogénico in vitro.

El tiempo de obtencidén de ES es variable, sin embargo a
los 36 dias de cultivo se cuenta ya con aproximadamente un 36
% de embriones en estadio de torpedo maduro y aproximadamente
un 40 % de embriones en estadio cotiledonar, ambos son
susceptibles de germinar normalmente por lo mencs en un 50 %.

En cuanto a la heterogeneidad del cultivo, ésta estuvo
siempre presente, observandose la presencia de diferentes
estadios de desarrollo a un mismo tiempo de cultivo en 1la
misma poblacién de callos, en este sentido se consideraron
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diferentes factores involucrados, tales como la-variabi}idad
intrinseca del tejide wtilizade, la superficie del callo en
contacto con el medioc de cultivo, la cercania de los frascos
a la fuente de luz, etc., siendo el primero de éstos quizd el
mds importante.

las caracteristicas morfolégicas de los ES en estadios
de desarrollo avanzados como el cotiledonar tardio,
involucran la presencia y/o desarrollo de raices, Asi como el
crecimiento evidente de los cotiledones. Sin embargo el
desarrollo radicular en el medio de germinacidén fue mas bien
pobre y en condiciones basales no se obtuvo un desarrollo
vigoroso gque pernitiera el mantenimiento de las plantulas
durante largo tiempo. En general solamente el 10 % de las
plantas germinadas in vitro, alcanza a desarxrollarse en
tierra hasta los 50 cm de altura, después de aproximadamente
6 meses de cultivo.

Los porcentajes de germinaciéon en los ES fueron altos al
inicio Qdel cultivo. Para las 12 siembras reallizadas se
obtuvo un indice promedioc de 58.6 % t 6.49 % a los 15 dias,
sin embargo, este porcentaje se redujé a 29.42 % + 7.94 %
después de 30 dias.

Los resultados son los siguientes:

S8IEMBRA GBRMINACION GERMINACION
15 DIAS (%) 30 DIAS (%)
1 59 32
2 60 33
3 58 22
4 71 42
5 66 35
6 52 36
7 63 40
2] 59 29
9 60 26
10 52 18
11 45 17
12 58 23
PROMEDIO 58.58 29.42
DESV. 8T. 6.49 7.94

Fig. No. 5. Resultados de germinacién (%), a
los 15 y 30 dias, después de transferir a medio de
germinacién, para 12 lotes de callos de alfalfa,
cultivados en condiciones basales durante el
desarrollo embriogénico in vitro.
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El desarrollo de éstas plantas en condiciones de
invernadero, es lento y requiere de cuidados, sin embargo una
vez establecida, la pléantula puede 1llegar inclusive a
floracién normal.

V.2. SEZPARACIQON DE ENBRIONES SOMAYTICOS POR CENTRIFUGACION EN
GRADIENTES DE DENSIDAD DIBCORTINUA DE SACARQSA.

Dado que se trabajdé con grupos de ES en todos los
estadios de desarrolle y no era confiable atribuir 1los
resultados obtenidos a algqun estadlo en particular, se
planted la necesidad de separar los diferentes estadios
embrionarios, con el fin de hacer una evaluacién m&s precisa
y confiable de su contenido de proteinas, Se propusd 1a
utilizacién de gradientes de densidad discontinua de gacarosa
en los cuales se colocaron los ES cosechados y fueron
centrifugados y ubicados dentro del gradiente de acuerdoc a su
densidad especifica.

Para esto, se realizaren alqunos ensayos con el objetive
de determinar cuales eran las concentraciones de sacaraosa
dptimas para una buena separacién de los embriones, se
encontré que éstas fueron las sigulentes: soluciones acuosas
de sacarosa al %0 %, 70 %, 50 % y 20 %} p/v.

busiatiid Se encontré ademds que los en-~

3 { Ly briones van disminuyendo su den-
L sldad espacifica a medida que su
x desarrollo embrionario continuda;
esto es esquematizado en la pre-
181 L, 4 sente figura. La utilidad de éste
nétodo de separacidn,demostréd ser
wuy importante, ya que la separa-
133 A1) A cidén lograda en los gradientes
fue clara y precisa y también re-
nx gultd ser un método sencillo que
re separa de manera copfiable los
embriones cuya condicién fisiole-
gica es diferente aun cuando su

R \\\\::11// i tamafio puede ser el mismo.
s i v

Pig. No. 6. Gradiente de densidad
discontinua de sacarosa, donde
se indica la relacidn entre la
concentracién de sacarosa y los
diferentes estadios de desarrollo
enbrionario.

-

- DLAANNOG CHBRIONARD .
¥
>
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V.3. REPRODUCIBILIDAD DEL METOUDQ DE EITRACCIOE DE PROTEIHAS
DE REBERVA EN SEMILLAS Y EMBPIONEB BOMATICGS DE ALPALYL.

Se obtuvo la reproducibilidad del método de extraccidén
de las proteinas de reserva presentes en semillas de alfalfa
el cual fue eficiente y selectivo como se observa en los
geles de SDS-PAGE. Las extracciones fueron realizadas con
diferentes cantidades de semillas completas o pulverizadas
con nitrégeno liquido, obteniéndose los resultados mostrados
en la figura No. 7.

los pesos de semillas utilizados fueron seleccionados
congsiderando que el mismo método de extraccién seria empleado
para los ES y que estos estarian disponibles en cantidades
muy pequeiias.

Cabe seflalar que se utilizaron dos lotes diferentes de
semillas de alfalfa enviadas de Canadd, con las cuales se
abtuvieron resultados diferentes. Con el primer 1lote, se
iniciaron los experimentos de extraccién y caracterizacién de
proteinas, siendo los resultados muy satisfactorios, sobre
todo en cuanto a los valores obtenidos para la relacién
&lbuminas/globulinas y a 1la 1limpieza de 1los patrones
polipeptidicos encontrados. Una vez agotado el primer lote,
se continué el trabajo con un segundo lote con el que se
obtuvieron variaciones en los resultados que demostraron un
mayor contenido de 4lbuminas que de globulinas en éstas
semillas, por lo que la relacién A/G se incrementd. Asimismo,
encontramos una mayor contaminacién de bandas de alto peso
molecular en los patrones polipeptidicos de las proteinas 75
Y 11S, que no se presentaron con el primer lote como se
muestra en la figura No. 8.

Las diferencias en los niveles de albuminas vy
globulinas, se seflalan en la figura No. 7, en la cual,
podemos observar que para el primer lote de semillas, se
obtuvieron relaciones de A&lbuminas vs. globulinas con un
promedio de 1.80 para muestras de 100 mg y para el segundo el
promedio fue de 3.36, también en nuestras de 100 ng.

En esta figura se observan importantes diferencias en
los valores obtenidos para cada ensayo, ya que se observa gue
el mayor contenido de albuminas (en mg de prot./g de tejido),
se encontré en las extracciones del 2do. lote con 200 y 300
mg de semilla (aprox. 180 mg prot./qg de tejido), en tanto que
el contenido de globulinas se mantuvo nmuy similar en las
extracciones del 2do. lote (aprox. 3.60 mg prot./g de
tejido), de esta manera hubo una notable diferencia en 1la
relacién A/G, debida principalmente a 1las diferentes
concentraciones de albuiminas extraidas, las cuales también
fueron irrequlares, sobre todo en los lotes de semilla de 50
Y 100 mg. Bste efecto puede deberse a que se trabajdé con
cantidades y volumenes minimos por lo que cualquier pérdida
de material que quedara adherido en las paredes de los viales
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L0TE DE SEAILUAS ARH AT - GROGRIMAS
qmg) 7 (e pret/g tej.d | R prot/y te).)

50 »g 180.68 356,68 “.93
126.34 34.8 3.63
Promedio 153.50 35.76 4.28
Desy. st. 33.41 1.30 0.92
100 =g 73.39 41,62 1.76
C(ler, lote) 3.7 38.30 .77
naN 39.80 1.83
.63 39.49 1.81

Promedio 72.91 .80 1.80 i
Desv. at. 0.91 1.37 0.03
100 sg 142.16 £3.80 .5
{2do. lote) 142,46 43.80 L
142.16 £3.80 3.3
147.38 45.09 3.7
143,24 %2.78 3.35
146.81 41.92 3.50
Promedio 143.98 43,53 3.3
Desv. st. 2,45 1.08 0.10
200 my 133.81 53.22 3.465
183.81 $3.22 3.45
183.81 535.22 3.45
181.64 %8.01 3.78
195.88 47,94 .09
199.12 7.7 3.08
189.20 48,20 3.93
147.36 34,39 429
191.58 &7.70 .01
182.65 40.15 4.55
139,85 35.13 5.40
190.65 37.4% 5.09
Promedio 187.54 46.56 4.1
Desv. st. 4.59 (Rl 0.66
300 mg 182.62 54.79 3.33
155.36 39.45 3.94
Promedio 168.99 47,92 3.63
Desv, st 19.28 10.85 0.43

Fig. Mo, 7. Hivetes de albiminas y globulinas expresados en mg de protefna/g de tejids
obtenidos en extratciones sucesives de semillas de alfalfe, utilizando 50, 100, 200 y
300 mg. En ésta tabls tovbién se muestra {a relacién aibuminas/globulinas obtenfda en ca-
da uns de éstas extroccionts, Baf como et promedic y desviacién esténdar de los datos
cbtenidos.
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Y tubos o por salpicaduras, tenia un efecto importantisimo en
la cantidad final de proteina obtenida. Es evidente también
que aste efecto disminuye a medida gua se incrementa 1la
cantidad de semilla utilizada.

81 bien hay diferencias evidantes en los niveles de
proteinas, consideramos que éstas son justificables y gque
ademds entre los ensayos se puede apreciar cierta regularidad
en los resultados.

Una vez validado 8l método de extraccidén en la semilla,
se procadidé a su utilizacidn con las muestras de EB.

s 1"s 15

"
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giam
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'8

¢
rs

fi

1
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ler. lote 2do. lote

Fig. No. B. patrones polipeptidicos de las
globulinas extraidas de semillas de alfalfa
obtenidas de dos lotes de semills diferentes.

La extracecidn diferencial de las proteinas 7 8 y 11 8,
sa realizé a partir de la fraccién extraida de globulinas y
en @l caso de la proteinz 11 & no hubo ningtin problema ya que
el método utilizado es especifico, pues involucra una
precipitacion isoeléctrica con amortiguador de acetatos pH
4.75, con el que se obtienen patronmes polipeptidicos muy
limpios. Bin embargo en el caso de la 7 8§, se presentaron
algunos problemas, pues como ya se mencioné, en el primer
lote de sgemilla se obtuviercn patrones polipeptidicos nuy
clarces y limpios y en el segundo lote se presenté una gran
contaminacién de bandas de alto peso molecular, asi como de
algunas que son especificas de la 11 8. Este problema se
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resolvié parcialmente al realizar maltiples didlisis del
sobrenadante de la fraccion de globulinas después de la
extraccidén de la 11 S, contra el amortiguador de acetatos pH
4.75 que precipita a la 11 S y deja en el sobrenadante a la 7
§, ésta altima es separada por insolubilidad mediante
precipitacidén por didlisis contra agua.

La separacién de alicuotas durante la extraccién fue
obtenida a partir del homogenado total, de las diferentes
fracciones de albuminas (la, 2a y 3a), de las diferentes
fracciones de globulinas (la, 2a y 3a), de las fracciones de
prolaminas y glutelinas (en los casos en que se realizé la
extraccién completa de proteinas), de proteina residual y del
botén., Todas estas fracciones, también fueron cuantificadas
también mediante Bradford.

En los casos en los que se reallzé la extraccicn
completa, se tomaron muestras del homogenado, de las
fracciones de albuminas, globulinas y de la fraccién del
botdn.

V.4. CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

Con relacién a la cuantificacidén, podemos menciocnar gque
el método de Bradford fue inicialmente elegido porque es un
método utilizado por varios autores para la cuantificacidén de
globulinas de semillas y embriones cigdticos de leguminosas
(Crouch, 1982; Crouch y Finkelstein, 1984), y porgue es un
método que ne cuantifica proteina mediante la presencia de
grupos aromdticos coms el de Lowry, Sino mediante 1la
presencia de grupos amino y por lo tanto es mds preciso Yy
confiable.

Sin embargo, con el fin de demostrar que realmente era
el método mas util para nuestro trabajo se realizaron ensayos
en los que se demostrd la linearidad de la absorbancia vs. la
cantidad de proteinas.

Se hizo la preparacion por duplicado de soluciones de
proteinas de reserva a concentraciones conocidas de 10, 20,
30, 40 y 50 ug/ml, las cuales fueron cuantificadas por el
método de Bradford y el de Lowry. Con éste ensayo, se
demostrd que el comportamiento de la absorbancia era lineal
Y con una correlacidén de 0.5986 para la 11 § y de 0.992 para
la 7 S siguiendo el método de Bradford. En contraposicidn,
utilizando el método de Lowry se encontré un comportamiento
no muy lineal para la 11 S, con una correlacién de 0.986 y
practicamente no lineal para la 7 S, con la cual se obtuvo
una correlaciéon de 0.9008. Las graficas que muestran los
resultados de este experimento se muestran en la figura 9.
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Fig. No. 9. Linearidad de los mnétodos de
cuantificacién de proteina Bradford y Lowry
empleados para la fraccién de globulinas de
semillas de alfalfa.

Mediante este ensayd, se demostrd que el comportamiento
de la curva en la reqgidén de las concentraciones a analizar
fue mas lineal con el método de Bradford que con el de Lowry.

V.5, CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS DE RESERVA EN SEMILLAS
Y EMBRIONES SOMATICO8 DE ALFALPA.

Uno de los objetivos mds importantes de este trabajo fue
el de menitorear la presencia y actividades de sintesis y
degradacion de las principales proteinas de reserva en ES de
alfalfa. Estas proteinas como ya se menciond, pertenecen a la
familia de 1las globulinas y ya han sido bloguimicamente
caracterizadas en un gran numero de especies de leguminosas.
Dos puntos basicos de esta primera parte experimental y cuyos
resultados ya fueron mostrados fueron:

- Demostrar que las proteinas de reserva que se
presentan en los ES, son las mismas que las que se encuentran
en la semilla.

-Que el método de extraccién fuera reproducible vy,

- Que el metodo de cuantificacién de éstas proteinas
fuera el mas adecuado.

Otro punto importante fue:
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- Demostrar que las proteinas de reserva dque se
presentan en los ES, son las mismas que las que se encuentran
en la semilla, para lo cual se utilizéd la caracterizacidn
electroforética e inmunoelectoforética (Rocket), de las
proteinas que correspondieron a los patrones establecidos
para las globulinas cuyo coeficiente de sedimentacién era 7s
y 11§.

Para todas las muestras de albuminas y globulinas, se
realizo el analisis electroforético de las diferentes
fracciones muestreadas mediante electroforesis en SDS-PAGE,
por isoelectroenfoque y por electroforesis en doble dimensién
(0’Farrell).

V.5.1. BELECTROFORESIS BN 8DB-PAGE!

Mediante este andlisis se pudo apreciar la diferente
composicién de todas las fracciones prctexcas y sus patrones
caracteristicos en los que también se apreciaron los cambios
mencicnados entre los dos lotes de semilla utilizados.

En los geles puede observarse que las fracciones de
glutelinas y prolaminas son muy pobres en cantidad y
componentes proteicos comparados con las albuminas vy
globulinas, Los resultados de estos ensayos también
demuestran que en el botdn queda una cantidad importante de
proteinas que parecen corresponder a la 11 § (ver figura 10).
6 7 B 9 10 uwun
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Fig. No. 10. Patrones electroforéticos de las diferentes
fracciones proteicas obtenidas de semillas de alfalfa.
Albuminas (Carriles 2 a 4) Globulinas (5 y 6), 75 s/DTT (7).,
78 ¢/ DTT (8 y 11), 1.1 S s/DFT (9), 11 S c/DTT (10),
Glutelinas (12), Prolaminas (13)
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La caracterizacién de las proteinas de reserva en 1los
embriones sexuales se realizd determinando los patrones
polipeptidicos de estas proteinas mediante densitogramas vy
por cilculo directo de las distancias de migracién con
relacién a los marcadores de bajo peso molecular tratados en
condiciones reductoras al igual que las muestras.

Para determinar estos patrones polipeptidicos, se hizo
un ajuste por regresioén lineal de las distancias promedio de
los marcadores de bajo peso molecular vs. el log de su peso
molecular correspondiente, como se muestra en la figura 11.

P.M. B8EMILLA EMBRIONES SOMATICOS
(kD) (GELES DE 14 X16) (MINIGELES)
Dist. prom. besv. st.| Dist. prom. Desv. st.

(mm} (mm) (mm) (mm)
92.5 17.17 3.92 13.18 2.69
66.2 30.50 7.28 21.714 5.91
45.0 44.08 3.77 31.68 8.50
31.0 59.43 7.63 46.86 8.22
21.5 77.50 13.17 56.86 4.48
14.4 96.75 5.51 68.214 3.51

Pig. No. 11. Distancias promedio de los diferentes
marcadores de pesc molecular empleados para los ensayos de
caracterizacién de las proteinas de reserva tanto en
extractos de semillas geles de (14 x 16), como de ES
(minigeles).

El andlisis de regresién lineal fueron obtenidos con el
logaritmo en base 10 del peso molecular de cada marcador;
estos datos se wuestran a continuacidn:

LU
PESO MOLECULAR log P.M.
(kD)
92.5 4.966
66.2 4.821
45.0 4.653
31.0 4.491
21.5 4.332
14.4 4.158
J]
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Los resultados de la regresién 1lineal fueron 1los
siquientes:

8EMILLA EMBRIONES 8OMATICOS
PENDIENTE - 95.1869 - 69.8416
ORDENADA 489.734 358.94
I. CORRELACION 0.99632 0.99789

Una vez definida 1la ecuacién de la recta para cada gel
en particular, se determiné el peso molecular de cada banda
en el gel mediante la siguiente formula:

Peso molecular = antilog «-==—=--w--

donde:

DM = Distancia migrada en el gel por cada banda de la
muestra.

b = Ordenada al origen.

m = Pendiente de la recta.

Cabe sefialar que este cdlculo se realizd de manera
particular para cada gel, considerando en cada caso sus
respectivos marcadores de peso molecular con el fin de evitar
alteracién de los resultados por 1la variacién de 1las
condiciones de corrida electroforética intrinsecas de cada
ensayo.

La comparacién de los patrones polipeptidicos de 1la
proteina 11 S, se realizd sobre un promedio de 26 geles de
SDS~-PAGE, y sobre un promedio de 23 geles de SDS-PAGE para
la 7S.

Ios resultados de este andlisis para las proteinas de
reserva de las semillas condujeron a los patrones
caracteristicos seflalados en las figuras 12, 13, 14 y 15.

En estas figuras se muestran los patrones
caracteristicos de las globulinas de semillas y de las
proteinas 7S y 115 que nosotros encontramos, ademas estos
patrones son comparados con los encontrados por otros autores
para la alfalfa y los de otras especies de lequminosas. En
esta tabla se observa que hay una gran similitud entre ‘lo
reportado en la literatura con nuestros resultados, lo que
indica que el  método de extraccién y de analisis
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ALSUNTHAS GLOBUL IXAS s Stuart s
2 SERILLA SENILLA SEMILLA 1985 { Xrochko
100 100
96, 9 (03
9% 90 [
8, 82, 81 ¢1)
8¢
78
8, 75 )
70 n
9 6
8 &, 65
0 59 60(0) 40, 63
: ST s7, 38, 54 56
53
50 . .
AP T 8 (0 &7, 49 47 1
: [ &, 42, 41 42, 45 @
%0 : 40, &1 40 %0
Tss 35 (D) 35, 37, 38 (1)
a LH 2 32,33 (0)
20 30
B 2 27
B 2, % F43 22 23, %
20 19 18, 19, 20 (D) 19, 20 (0 0 20
16 15, 16 15, 16
1% 13 13
10
¥ BAKDAS: 15 15 13 4 5
# BANDAS
SIMILARES: 10 4 H
X SIMILITUD 56.60% 100% 100%

Fig. No. 12. Tabla comarativa an in que st restran los valores de peso molecular
de las diferentes bandas obtenldss por SOS-PAGE, para la globuling 11 5 de semillas
de alfalfa, comparadas con los valores de P, M. reportsdos por otros investigsdores
para éstas protefnas, En ésta tzbla se indica sdemis el ndmeroc de bardas similsres
y el X de simnjlitud entre éstas fracciones y tas obtenidas por (os otros autores.
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£3-81 <D
0
7 ”
0
o 67, 69 ®
& &
60 60 (0) 58, 60 s
57-54 55-54
53 52
50
TR 8, 49 7 47, 49
441 45-42 s
w0
38, 3 3 39
35 @)
30 32, %31 32, 31 »
27 2
, 22 %, 2 2
20 20418 (1) 20, 1 2 20
16, 15 15
13 13
10
i5 16 [] 8

: § BANDAS 2

Fig. No, 13, Tabla conparativa de los valores de peso motecutar de los
pol {piptdos componentes de las globulinas 7 S en esbriones somiticos
y seaillss de alfalfa,
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TGRS ] LT E [, 118
. B8 VARIOS ‘ : i
27 E5TADIOg
[
s &
”
0
6 &7, &
& 65
] 60 (D) 38, 60
57-54 55-54
s2
50
43 (D) 48, 49 I 47 (N
Lol 4542 3
40 41
38, 36 38 39
35 (0) 36
30 32, 30 %-31 32
2z Fig
%, 22 2%, 22 2 22
20 20-18 ¢1) 20, ¥ 20
1, 15 15 16
13 13
10
8 BRIDAST - 15 16 [ 7

Fig. ¥o, 16, Tabls comparativa de los valores de peso molecular de L
pol Ipéptides componentes de s globulinas 11 § en enbriones somd-
tlicos y semillas de slfalfa.

.- GLOBULINAS GLOBULINAS -~ 7s 11s
« E$ . SENELLA L
$7.14% 35.00% 76.92%
33.30% 30.00% 69,23%

Fig. No. 15 rabla camparative de tos X de gimilitud entre los
patrines pol ipeptidicos sbtenides con {os extractos de glodbu-
Linas 7S y 11 S de semlilns y embriones sométicos de alfalfa,
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De acuerdo a los resultados mostrados, las qlobulinas
en los ES conmparten alrededor de un 65 § de bandas con las
globulinas de semilla y en el caso de las proteinas 11 S y 7
S, observamos que para la 11 S se comparte entre un 70 y 75 %
de bandas y para la 7 S aproximadamente un 70 % con respecto
a las 7 Sy 11 S de semilla.

Cabe sefialar que las primeras extracciones de ES fueron
realizadas alrededor de la 5a. semana de cultivo y los
extractos fueron obtenidos a partir de 1la poblacidén
embrionaria completa encontrada, esto jmplica que se tomaron
ES de todos los estadios de desarrollo presentes en el
cultivo a este tiempo, lo que puede enmascarar un poco el
contenido real de proteinas de reserva que ge prasentan solo
en algunos estadies de desarrollo de los ES. Esto provocd
también una gran heterogeneidad en la distribucidn de las
bandas, ya que se encuentran en un solo carril todas las
diversas formas de las proteinas que se suceden durante el
desarrollo embrionario.

Estos resultados indican que los ES contienen é&stas
proteinas, sin embargo los patrones no son totalmente
equivalentes ya que es posible que a este tiempo de cultivo
las proteinas no estén totalmente conformadas y se encuentren
subunidades o polipéptidos ain no integrados en las proteinas
maduras, sino mads bien en proceso de sintesis o agrupacién.

De cualquier manera la correlacién de las diferentes
subunidades en los ES con las de la semilla es interesante y
el anadlisis de su composicién en los diferentes estadios de
desarrollo se detalla en los resultados del experimento de
cinética de desarrollo.
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V.5.2. IBOELECTROENFOQUE:

Los patrones de bandeo obtenidos para los extractos de
globulinas 7 S y 11 S de semillas de alfalfa al ser
analizados por isoelectroenfogque, demostraron gue la proteina
7 5 estd constituida por 6 bandas principales cuyos puntos
isoceléctricos se ubican en un rango muy cercano, en tanto que
la proteina 11 S, presenta alrededor de 10 bandas
principales, 2 de las cuales se ubican en la regién negativa
del gradiente de punto isoeléctrico, en tanto que las demés
se encuentran en la parte positiva del mismo, éstos
resultados confirman leos reportes de otros investigadores que
mencionan que 1la protefna 11 S estd constituida por dos
subunidades principales, una &cida y otra bésica.

Los resultados de nuestros ensayos se muestran en las
Pigs. No. 16 y 17.

V.5.3, ELECTROFORES8IS EN DOBLE DIMENBION (O’Farrell):

Este método que involucra la separacién de los
componentes proteicos de acuerde a su punto isoeléctrico (ia.
dimensién) y por su peso molecular {2da. dimensidn), con ésta
técnica se logré una mejor separacién de las subunidades
componentes de las proteinas de reserva y se demostrd que las
principales subunidades de ambas proteinas tienen un punto
isoeléctrico diferente y por otro lado gue el peso molecular
de cada una de ellas es similar a los obtenides en los geles
de SDS~PAGE simples.

Los resultados obtenidos con esta técnica se muestran en
las Figs. No. 18 y 19.

Los ensayos de lsoelectroenfoque y electroforesis en
doble dimensién no fueron realizades en los extractos de
proteinas de ES sino sélo utilizados en la caracterizacién de
las proteinas de reserva en las semillas al inicio de 1a
presente investigacién.

Una vez definida 1la presencia e identidad de 1las
proteinas de reserva de la semilla y en los ES, nuestros
esfuerzos se encaminaron a conocer cual era el cambio de los
niveles de éstas proteinas de reserva durante el desarrollo
de los ES, monitoreando los cambios en sus patrones
polipeptidicos por electroforesls en SDS-PAGE en una
dimensién, para éstos experimentos, se realizé una cinética
de desarrollo que involucré un analigis completo de 1las
caracteristicas de los cultivos embriogénicos y de los ES, de
los cuales se realizaron cosechas cada 3 dias durante los 42
dias totales de cultivo ip vitro.
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Fig. .No. 17. Isocelectroenfoque de las proteinas 7
8 y 11 8 de semillas de alfalfa, realizado en
tubo, se indican los extremos acido y basico
¥ se pueden apreciar claramente el niumero de
polipéptidos componentes de diferente punto
isoeléctrico.
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Fig. Wo. 18. Gel de electraforesis en doble dimension (O'Farrell)
correspondiente a la fraccion 75, del eatracto de globulinas de
semilias ce alfelin.
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Fig. No. 19, Gel de electroforesis en dobie dimensién (O'Farrell)
correspondiente a le fraccion 115, del extracto de globulinas de
semitlas de alfstfa,




V.6. CINETICA DE DESARROLLO EMBRIONARIO

V.6.1.EVALUACION DB LAS CARACTERISTICAB MORFOLOGICAS DEL
CULTIVO.

Como ya se menciond, las cosechas fueron realizadas cada
3 dias. La evaluacién de las caracteristicas merfoldgicas de
los ES cultivados jin__vitroe, estuvo de acuerdo a las
detalladas anteriormente, pudiéndose observar todo el
desarrollo desde la siembra del indculo, hasta la formacidn,
crecimiento y germinacién de los ES.

En la alfalfa el desarrollo embrionario jin wvitro en
condiciones de fotoperiodo se desarrolla de manera muy
similar al caso de oscuridad, salvo que en éste ultimo caso,
los embriones obtneidos son blanquecinos y mas bien
redondeados, lo que representa un desarrollo cotiledonar mas
pobre que en el case de fotoperiodo, A continuacién se
describe el desarrollo de los embriones en fotoperiodo.

DIA DE CULTIVO MORFOLOGIA DE LOS CALLOS8 Y/O EMBRIONES

[} Peciolo de color verde intenso, de
consistencia dura y con una longitud
aproximada de 8 mm.

3 Indéculo de color verde de consistencia
dura, ligeramente deshidratado y con
regiones de color blanco en las zonas
de corte.

6 Inéculo de color verde mas intenso que
muestyra ligero abultamiento en la zona
central y regiones de color amarillo
claro en los bordes de las zonas de
corte.

9 Inéculo de color verde muy intenso con
notable abultamiento en el centro del
mismo. En este tiempo se inicia la
proliferacién celular.

12 Indculo de color verde, muy hinchado en
la regién central con alta prolifera-
cién celular en las zonas de corte o
en reqgiones localizadas de ruptura del
tejido, sobre todo en la regidn central
del explante y en algunos casos en los
extremos del inocule. En la incipiente
masa callosa se presentan grupos de
células verdes y amarillas.
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15

18

21

24

Inéculoe con rapida proliferacison
celular y avanczada formacien de calio,
la. pequefa masa callosa presenta un
aspecto friable y color amarillo crema
Todavia hay grupos de células verdes.
En algunos casos se observan algunos
puntos pequenos de color verde claro
y consistencia dura gque corresponden
a los primercs estadios de desarrollo
de los ES.

Callo bien formado de color amarille
crema de aspecto friable, se continuan
presentando grupos de células verdes.
En esta etapa, son mas evidentes y nu-
merosos los precoces ES en desarrollo
los cuales presentan un aspecto durc y
un color verde claro. Asi como una moxr
fologia was definida y caracteristica
de los estadios de globular y corazdn.

En éste tiempo, se realiza la transfe-
rencia de 1los callos del medio de in-
duccisn (Bs con reguladores de creci-
miento), 2 medio de desarrollo (Bs sin
reguladores de crecimienta).

Callo completamente desarrocllado, de
aspecto friable y color amarillo claro
que presenta una franca formacion y
proliferacién de ES, los cuales se pre
sentan inicialmente sdélo en la superfi
cie del callo, éstos ES son de una cop
sistencia dura y color verde intenso.
Generalmente se presentan en grupos.

En este momento se encuentran ya ES en
los estadios de desarrollo de globular
y corazdn.

Callo completamente desarrollado de as
pecto friable, consistencia suave y co
lor amarillo claro con una gran canti-
dad de grupos ES en toda la superficie
y algunos ES en estadio de torpedo de-
sarrollados aisladamente.

El aspecto de éstos ES es bastante evji
dente, se presentan como estructuras
con dos centros de crecimiento, uno
basal y otro apical. Los ES son de
color verde y consistencia dura.
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27

30

33

36

39

Callo friable de color amarillo claro
con una gran cantidad de ES en toda la
superficie aérea del callc y en algunas
cavidades del mismo. Los estadlos de
desarrollo de los ES preserntes a éste
tiempo de cultivo corresponden princi-
palmente a los de globular y corazdn,
1o que indica gue la fase de embriogé-
nesis primaria continua.

Calle friable de color amarilleo con
gran proliferacién de ES de color verde
y consistencia dura, los cuales a par-
tir de este tlempo inician su elonga-
cién. los estadios de desarrollo pre-
sentes a este tlempo, corresponden a
los estadios de torpedo tardio, torpe-
do maduro, torpedo joven y corazén -
globular, siendo éstos dos Ultimos los
predominantes., A partir de éste tiempo
se pueden obtener ES susceptibles de
germinar y generar plantas normales.

Callo friable de color amarille con
nunerosos ES, de los cuales los
principales estadios de desarrollo son
los de torpedo maduro, torpedo tardio
y corazén-globular que indican que a
éste tiempo continua la generacién o
formacién de ES. Los ES en estadio de
torpedo son grandes, de color verde y
consistencia dura con el extremo apical
separado en dos pequefios cotiledones.

Callo de color amarillo de apariencia
friable cuyos ES a este tiempo corres-
ponden a los estadios de desarrollo de
torpedo tardio, torpede maduro, torp.
joven y corazén-globular, siendo otra
vez, éstos dos udltimos los predominan-
tes. En los ES en estadios de torpedo
se observa una mayor elongacién y cre-
cimiento de los cotiledones los cuales
se separan y son cada vez mas evidentes

Callo friable de color amarillo con ES
en todos 1los estadios de desarrollo
incluyendo el cotiledonar, casi en la
misma proporcién entre si. En éstos
estadios, los ES maduros presentan una
clara separacidén de los cotiledones,
los cuales se elongan y engrosan. La
longitud y el volumen de los ES a éste
tiempo son maximos. En algunos casos
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puede observarse que en este momento,
la casi totalidad de la poblacion de
ES corresponde al estadio cotiledonar,
1o que indica el final de la fase de
desarrollo ezbrionario: lo anterior
puede ser debido a la variacidn en al-
gunas condiciones ambientales como la
temperatura.

42 Callo de color amarillo un poco deshi-
dratado con ES e¢n todos los estadios
de desarrollo siendo predominante el
estadio cotiledonar, los demads esta-
dios se presentan en la misma propor-
cion; se nota un incremento en la po-
blacidén de ES en estadio corazdén-glo-
bular.

V.6.,2., EVALUACION DE LA RESPUESTA EN LOS CULTIVOB DE
EMBRIONRES BOMATICOS.

Para determinar la cantidad de callos gue presentaron
formacién de ES en cada c¢esecha de la cinética, se
determinaron los mg de embriones en pesc fresco del total de
callos cosechados, de cuyo cociente se obtuvieron los mg de
ES obtenidos por calls, de ésta manera se pudo apreciar si la
capacidad embriogénica cambiaba con el tiempo y de que manera
lo hacia.

Los resultados obtenidos con ES cultivados en medio de
desarrollo basal y bajo condiciones de fotoperiodo vy
oscuridad a partir del dia de cultivo 21 (que es cuando se
presentan las poblaciones enbrionarias), hasta el dia de
cultivo 42, se muestran en la figura No. 20.

1os resultados en esta figura, muestran de manera clara
que a medida gque el desarrollc avanza, la respuesta o
capacidad embriogénica del cultivo se incrementa partiendo
desde 10.1 mg de embriones /# de callos en el dia 21 hasta
54.2 ng de embriones /# de callos en el dia 39, éstos indices
decaen un poco hacia el dia de cultivo 42 (48.6 mg de
embriones /# de «callos) para el caso del cultivo en
condiciones de fotopericdo, lo que nos haria suponer que en
la fase terminal del desarrollo la capacidad de generar
embriones de los callos no se mantiene, sin embargo dada la
heterogeneidad del cultivo y 1la particularidad de cada
siembra, no podemos utilizar sdlc estos datos para hacer
ninguna aseveracién y si remarcar la necesidad de mas ensayos
para demostrar si la tendencia sugerida es real o no.

Para los cultivos en oscuridad se observa un incremento

similar en la respuesta que va desde 7.7 mg de embriones /#
de callos en el dia de cultivo 21 hasta 57.83 mg de embriones
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/% de callos en el dia de cultivo 36, sin embargo para el dia
39 se observa una baja importante en la respuesta (38 mg de
embriones /¢ de callos), gque para el dia 42 incrementa
nuevamente a 51.1 mg de embriones /§ de calles. Estos
resultados en oscuridad indican 1lo contrario a los de
fotoperiodo, ya que aparentemente en las fases terminales del
desarrollo, la capacidad embriogénica se mantiene en niveles
altos que sin embargo, pueden ser debidos a una nueva
generacién de embriogénesis somatica.

RESPUESTA (CINETICA DE DESARROLLO}

(45,
7
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9
DiAS BE CULTIVO

Figura No. 20, Respuesta de los cultivos de
ES expresada en mg de embriones/4 de callos para
las cosechas del dia de cultivoe 21 al 42 en

condiciones de fotoperiodo Y oscuridad
correspondientes al experimento de cinética de
desarrollo.

V.6.3. EVALUACION DE EL RENDIMIENTO EN LOS COULTIVCS DB
EMBRIONES BOKMATICOS.

Este importante pardmetro indica el nimero de embriones
por callo que se obtuvieron durante el cultivo in vitro y que
fue determinado estimando el peso fresco en mg que aportan
los ES por cada g de callo, siendo entonces sus unidades, mg
de embriones/g de callo.
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La evaluacidn del rendimiento se realizo en cada cosecha
desde el dia de cultivo 21 al 42, tanto para los lotes en
condiciones de fotoperiodo como en oscuridad. Huestros
resultados se muestran en la figura No. 21.

REHDIKIENTOS (CINETICA DE DESARROLLO)
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Fig. No. 21. Indices de rendimiento
expresados en mg de cmbriones/g de callo de las
cosechas de ES cultivados en condiciones de
oscuridad y fotoperiodo desde dia de cultive 21 al
42.

1os resultados obtenidos para éste parametro indican que
el desarrollo embrionario continda, 1la cantidad de ES
formados increwmenta yendo desde 239 mg de embriones/qg de
callo en el dia de cultivo 21 hasta 443 mg de embriones/g de
callo en el dia 33, sin embargo se observa un ligero
decaimliento en los niveles de rendimiento que llega hasta 389
mg de embriones/g de callo en el dia de cultivo 42 en el caso
del cultivo en condiclones de fotoperiodo. Para el caso del
cultivo en oscuridad, se observa que el rendimiento sigue un
comportamiento similar, iniciando en 202.3 mg de embriones/g
de callo y alcanzando su maximo ligeramente después que en el
caso de fotoperiodo ( 434 mg de embriones/g de callo en el
dia de cultivo 36), el posterior decaimiento en el
rendimiento también se observa llegando a ser de 362.8 mg de
embriones/qg de callo para el dia de cultivo 42.
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burante tode el desarrollo embrlionario,: se observa que
los niveles de rendimiento son altos y que en general el
periodo de cultivo de 33 a 42 dias presenta un comportamiento
regular.

V.6.4., EVALUACION DEL CRECIMIENTO EM LOE CULTIVOS DE
EMBRIONES BOMATICOS.

El crecimiento de los cultivos en genaral entendido como
el cambio en peso fresco de los callos fue evaluado pediante
Yy expresado como los mg de callo con embriones/# de callo),
éste parametro indica el cambio en peso fresco de los callos
con embriones, que pueden representar indirectamente 1la
proliferacién celular de los callos y el incremento en numerc
Y peso de los ES. Este parametro al igual que los anteriores
fue determinado en los callo obtenidos en las cosechas de ES
cultivados en condiciones de fotopericdo v oscuridad a partir
del dia de cultive 12 (desde gue la formacion de callos es
apreciable), hasta el dia de cultivo 42 para el caso de los
cultivos de fotopericdo y del dia de cultive 21 al 42, para
el caso del cultivo en oscuridad. (ver Fig. No. 22).

CRECIKIERTO (CINETICA DE DESARROLLO)
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Fig. No. 22. Indices de crecimiento
expresados en mg de callos con embriones/# de callo
de las cosechas de ES cultivados en condiciones de
oscuridad del dia de ocultivo 21 al 42 y en
fotoperiodo del dia de cultivo 12 al 42.
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En el caso de éste pardmetro se observa gue los indices
de crecimiento incrementan progresivamente con el desarrolle
embrionario, sin embargo, se observa que para los cultivos en
oscuridad, el crecimiento va desde 38.0 mg de callos con
embriones/# de callo, hasta 143.0 mng de callos con
embriones/# de callo para el dia de cultivo 42, y en el caso
de los cultivos de fotoperiodo va desde 6.72 mg de callos con
embriones/{ de callo en el dia de cultivo 12 hasta 126.6 mg
de callos con embriones/§ de callo en el dia de cultivo 39,
es interesante notar que el crecimiento en los cultivos de
oscuridad parece ser mayor que en los de fotoperiodo y que el
incremento en los niveles de éste pardmetro es subito hacia
el dia de cultivo 30 y que después se mantiene en niveles
altos de una manera regular ya que el incremento no es
progresivo.

V.6.5. ¥ EN PESO DE LAS DIFERENTES FRACCIONES EMBRIONARIAS

Se obtuvo la separacidén de las diferentes poblaciones
embrionarias por centrifugacion en gradientes de densidad
discontinua de sacarcsa, y cada una de 1las fracciones
embrionarias fue pesada con el fin de determinar la
proporcién en pesc fresco de cada una de ellas en el cultivo.
De esta manera, se pudieron evaluar los cambios en la
contribucién en peso de los diferentes estadios de desarrcllo
durante el cultivo, desde el dia 21 hasta el dia 42, en las
cosechas de los callos cultivados en condiciones de
fotoperiodo y oscuridad. Los resultados obtenidos en cada una
de éstas cosechas son expresados en porcentaje y se muestran
en las figuras 23 y 25 para fotoperiodo y en las 24 y 26 para
oscuridad.

Dias de ESTADIO DE DESBARROLLO
cultivo Cor-Glob | Torp. j. Torp. m. cot. j. Cot.
(%) (%) (%) (%) (%)
21 49.0 31.73
24 75.81 24.19
27 73.86 26.14
30 51.42 23.43 14.6 10.70
33 48.26 7.66 13.95 25.57
6 39.37 35.26 14.64 11.05
39 23.95% 14.45 20.63 17.72 25.38
42 37.67 16.09 13.62 15.45 17.18

Fig. No. 23. % de peso fresco de los diferentes estadios
embrionarios obtenidos de los dias de cultive 21 al 42,
durante 1la cinética de desarrollo en condiciones de
fotoperiodo.
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Dias de ESTADIO DB DESARROLLO
cultive Cor-Glcb | Torp. 3. Torp. m. Cot. j. Cot.
(%) ) (%) (%) (%)

21 42.239 26.78
24 66.60 33.40
27 65.73 34.77
30 24.77 14.87 15.37 28.88
a3 15.29 10.11 12.12 45.51
36 28.94 8.44 8.13 40.7 )
39 23.35 14.70 11.44 16.16 34.34
42 47.15 12.06 12,53 15.57 12.68

Fig. No. 24. % de pesc fresco de los diferentes estadios
embrionarios obtenidos de los dias de cultivo 21 al 42,

durante la cinética de desarrollo

oscuridad.

en

condiciones de

¥ EN PESO FRESCO DE LOS DIFERENTES ESTADIO8 EMBRIONARIOSB
EN FOTOPERIODO
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Fig. No. 25,

de fotoperiodo.
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% de peso fresco expresado en % de los
diferentes estadios embrionarios de ES cultivados en medio de
desarrollo basal del dia de cultivo 21 al 42, en condiciones
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Fig. No. 25. 3% de peso fresco expresado en % de los
diferentes estadios embrionarios de ES cultivados en medio de
desarrollo basal del dia de cultivo 21 al 42, en condicienes
de fotopericdo.

En las figuras mencionadas se observa que los estadios
de desarrollo tempranos (cor-glob) , se presentan como
fraccidén importante hasta el dia de cultivo 30, y que al
inicio del desarrollo embrionario, se presentan estadios de
desarrollo mas avanzados, estos resultados pueden deberse a
gue durante la induccion se generan los ES y para la cosecha
de 21 dias estos se han desarrollado ya hasta los estadios de
torpedo, por lo que las primeras poblaciones observadas en
desarrollo son estas y no las de corazon. Se observa tambien
gue la heterogeneidad del cultivo se incrementa a medida que
el desarrollo embrionario continuea y gque las fracciones
embrionarias predominantes son las de globular-corazén Yy
torpedo de los dias de cultivo 24 a 36. Asi la formacion y
desarrollo masivo de los embriones se da cen este periodo.
Hacia el final del cultivo (dias 39 y 42), se observa la
presencia de embriones maduros en estadic cotiledonar en un
porcentaje importante (25 a 34 §%).

V.6.6. CONTENIDO DE PROTEINAS EN LA8S8 DIFERENTES FRACCIONES
EMBRIONARIAS.

Los resultados de la cuantificacién de las fracciones de
albtiiminas y globulinas en los extractos de peciolos y de las
diferentes fracciones embrionarlas para las cosechas desde 3
a 42 dias en condiciones de fotopericdo y de 21 a 42 dias en
condiciones de oscuridad se muestran a continuacidén:

106




En las figuras anteriores se cbserva qgue en el caso de
fotoperiodo las albuminas (Fig. No. 31), incrementan
fuertemente sus niveles a partir del dia de cultivo 30 y
alcanzan su maximo en el dia de cultive 36 en los estadios de
corazén-globular (9.82 mg de proteina/g de tejido} y torpedo
(22.44 mg de proteina/g de tejido), después de este dia,
inicia una baja en concentracién que llega hasta 0.373 mg de
proteina/g de tejido para la fraccidn de corazon-globular vy
10.258 mg de proteina/g de tejido para la fraccidén de
torpedo. En el caso de los embriones en estadio cotiledonar,
sus niveles de albuminas inician siendo bajas en el dia 33
(4.64 mg de proteina/g de tejido) e incrementan hasta 12.69
mg de proteina/g de tejido) para el dia de cultivo 42. De
esta manera se observa gque durante la fase mnedia del
desarrollo in vitro se da una alta sintesis de albuminas que
probablemente se requieren para la maduracién de los ES, los
cuales en el estadio cotiledonar presentan un incremento en
la concentracién de estas proteinas que si bien es menor que
en el caso de los embriones en estadio torpedo, muestran gran
cantidad de albuminas que para este momento pueden no ser
convenientes pues, podrian facilitar la degradacion de otras
estructuras o moléculas ya formadas como las globulinas.

En el caso del cultivo en oscuridad (Fig. No. 33), se
observa un comportamiento muy similar al de fotoperiecdo,
observandose que en estas cosechas los niveles de albuminas
incrementan también a partir del dia de cultivo 30 y alcanzan
su maximo para el dia 36, pero en este caso las fracciones
embrionarias que presentan gran cantidad de albuminas son la
torpedo (18.28 mg de proteina/g de tejido) y la cotiledonar
(15.282 mg de proteina/qg de tejido en el dia 33), después de
lo cual se observa una baja en la concentracion de 1las
albuminas de ambas fracciones que llega a 13.042 mg de
proteina/g de tejido en la torpedo y a 8.641 mg de proteina/g
de tejido en la cotiledonar. De esta manera, parece que el
desarrollo en oscuridad favorece un rapido desarrolloc y
maduracién de 1los embriones y 1la formacidn de una ran
cantidad de albtiminas en estos, las cuales al final del
cultivo también experimentan un descenso en su concentracién
que sin embargo no es tan importante como en el casoc de
fotoperiodo, en donde los niveles de albuminas son en general
mayores que los de oscuridad.

En la cuantificacién de las globulinas de los cultivos
en fotoperiodo (Fig. No. 32}, se observa que las
concentraciones de estas proteinas inician un incremento
importante en sus niveles en la fraccion de torpedo desde el
dia de cultivo 27 (5.24 mg de proteina/g de tejido) y
alcanzan su maximo en el dia de cultivo 33 (7.585 mg de
proteina/g de tejido) que después desciende hasta 4.314 mg de
proteina/g de tejido en el dia 42, Asi el comportamiento de
las globulinas es similar al de las globulinas, que alcanzan
su  maximo después de las primeras. El descenso en
concentracién de las globulinas puede también ser explicado
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ALBMIRAS

(ng de protelne/g de tejice)

FOTGPER 10O
- BIR PECIOLD EALLD ToR-CLOw. : TORPEDD. COT JLEDORAR
0.048%
L 04
. 0%
12 Ry
[E] Y
18 t.78
21 L 1.8
F .25 .87
Fid 8.289 B4 3.53
3 0.29% .07 K
a3 0.3 .96 B2 &84
3 0.3 .82 44 5.22
e.5 I8 4l 7.9
0.% 37 .26 12.7

Fig. No. 27. Miveles de slbumines de

log extrsctos de los diferentes estadios

de desarcallo de €5, cwltivacdos en medin de desarrollo banal cei die de cultive
3 at 42, on condiciones de fatoperioda,

GLOBN JNAS.
{nQ de protelnarsg de teido)
FOTOPER {COO
- DIA PECIOLO [T COR-GLOB TORPEDD OUT 1LEDORAR

3 0.035
& 0.05
9 0.05%
2 0.362
5 0.324
8 0.29
1 0.26 .1 -
o & .59
7 0,044 2 .26
0 9.19 .0 L1 a.¢
)] 6.23 1.98% 7.59 2,16
34 0.25 1.62 (N. ] 2.28
[ a.27 1.1 5£.52 2.085
Z 0.2% 0.34 (353 0.52

Fig. Wo. 28. wiveles de globuiinas de los extractot de los diferentes estadias
de dessrrollo oe £S, cultivades en medio de desarratio basal del dis de cultive
3 al 42, en condictones or fotoperfoda,

108



ALBURE KAS
(mg de protefna/g de tejido)

oSO IDAD
CDIA S CALLD COR-FR08 TREDG - D071 LEXBAR

2! R4l .98

24 R 206

27 0.25 .47 .81

3 0.31 2.85 5.68 5.0

33 0.3 3.1 10.45 15.28
36 0.311 2.92 18.28 9.8

39 0.67 1.985 1642 4.97

42 0.51 0.315 13.04 8.64

Fig. No, 29, Niveles de albiminas de los extractos ce los diferentes
estadics de desarrollo de ES, cultivados an medio de desarrollio bassl
det dfa de cultivo 21 at &2, en condicliones de oscuridad.

GLOBULLNAS.
(g de protefnasg de tejido)
0SORIDAD
L BIA CALLD OoR-CLO8 TORPEDD COTLLEDORAR
21 0.6 .57
24 0.38 A7
27 0.031 0.4% .98 0.41
30 0.041 0.57 B4 .63
S
33 0.104 0.845 .98 .83
35 0.09 1,22 4,62 3.66
39 0.05 1.55 4.15 3.5
42 0.2 1.7 1.28

Fig. Wo. 30. Niveles ce globulinas de los extractos de los diferentes
estadios de desarrotlo de ES, cultivedos en medio de desarroilo basal
del dfa de cultive 21 al 42, en condiciones de oscuridad.

109



CINETICA DE ALBUMINAS
FOTOPERIODO

Mg PROTEINA/G DE TEHDO

s0k SR
18k -

10

i :

3 8 9 ® 18 1B 21 24 27 30 33 3 3 42
. TiAS DE CULTIVO

—— PECIDLO ~~ CALLO ~+~ COR-GLOB
-5~ TORPEDO ~= COTH.EDONAR
Fig. No. 31, Niveles de albuminas en ES
cultivados en medio de desarrollo bhasal del
dia de cultivo 3 al 42, en condiciones de
fotoperiodo.

CINETICA DE GLOBULINAS
FOTOPERIODO

mg DE PROTEIMA/G OE TRJIOD

[+ g g g T T g T v T + T

3 8 ] 12 15 18 21 24 27 30 33 38 39 42
148 DE CULTIVO

— PRECIOLO ~= CALLO = COR-gLOB

—#= TORPEDO ~~~ COTHLEDONAR

Fig., No. 32. \Niveles de globulinas en ES
cultivados en medio de desarrolle basal del .
dia de cultiva 21 al 42, en condiciones de

fotoperiodo.
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CINETICA DE ALBUMINAS
: OSCURIDAD

~ !novthA/g o€ VEJmo

21 524 27 30 33 38 ag 42
QIAR DE CULTIVD
——CALLO —— COR-GLOB —=-TORPEDO - COTILEDONAR
Fig. ©do. 33. Niveles de albuminas en ES

cultivados en medic de desarrollo basal del

dia de cultivo 3 al 42, en condiciones de
oscuridad.

CINETICA DE GLOBULINAS
OSCURIDAD

mg PROTEINA/G DE TEJIDO

21 24 27 30 33 36 39 42
- DIAS DE CULTIVO

——CALLO — COR-GLOB —— TORPEDO <~ COTILEDONAR

Fig. No. 34. HNiveles de globulinas en ES
cultivados en medio de desarrollo basal del
dia de cultivo 21 al 42, en condiciones de
oscuridad.
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por los altos niveles de albuminas presentes a este tiempo de
cultivo y demuestra que hacia el final del cultivo, las
globulinas formadas Yy acumuladas se pierden por algun
fenémeno de degradacidén o de deficiencias en su acumulacidn.

Las globulinas de los cultivos de oscuridad (Fig. No.
34), muestran un comportamiento similar al de fotoperiodo,
aunque en este caso las fracciones embrionarias gque presentan
niveles mas importantes son la torpedo y cotiledonar al igual
que el caso de las albuminas en estas condiciones, en etse
caso también el incremento en concentracién se da a partir
del dia de cultive 27 (2.978 mg de proteina/g de tejido para
el estadio de torpedo y 0..413 mg de proteina/g de tejide
para el estadio de cotiledonar) y alcanzan sus mdximos en el
dia 33 (4.98 mg de proteina/g de tejido en el estadio de
torpedo y 3.826 mg de proteina/g de tejido en el estadio
cotiledonar). El posterior descenso de estas proteinas llega
hasta 1.68 ng de proteina/g de tejido en el estadio torpedo y
1.284 mg de proteina/g de tejido en el estadio cotiledonar.
En general se observan mayores niveles de globulinas en el
tratamiento de fotoperiodo que en el de oscuridad, por lo gue
los posteriores experimentos de manipulaciones de medio
fueron disefados en fotoperiodo (a excepcion del de ABA el
cual es fotolabil).

V.6.7. RELACION ALBUMINAB/GLOBULINAB

La proporcion entre los niveles de albuminas vy
globulinas de las diferentes fracciones embrionarias y en
cada dia de cosecha fueron evaluados con el fin de determinar
la importancia de 1los niveles de globulinas en mg de
proteina/g de tejido con respecto a los niveles de albuminas.
Los resultados obtenidos en este parametro se muestran en las
Fig. No. 35, 36, 37 y 38.

En estas figuras se observa que la relacién A/G de los
cultivos en condiciones de oscuridad y fotoperiodo no muestra
un tendencia definida durante el cultivo, ya que se observa
una gran irregularidad en los niveles alcanzados por cada
estadio de desarrocllo que parece acentuarse nas en el caso de
los extractos de callos y de embriones en estadio cotiledonar
en oscuridad (Fig. HNo. 38) y en los extractos de peciolo,
callo y de embriones en estadio corazén-globular en
fotoperiodo (Fig. Ko. 37).

Sin embargo, podemos decir de manera general, que los
indices de la relacién A/G, tienden en ambas condiciones a
ser muy altos, encontrando valores naximos en cultivos en
oscuridad de hasta 12. 85 (en embriones cotiledonares), en
tante que en fotoperiodo, los mdximos alcanzados fueron de
6.68 (en embriones corazdn-globular), lo que representa una
diferencia de casi el doble entre éstos tratamientos. -
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RELACION ALEUMIMAS/GLOBULIHAS
CINETICA OF DESARROLLO EMORIONARIQ

FOTOPER OO0

DIAS DE €STADI0 DE DESARROLLO
CULTIYD PECIOI0 | CALLD COR-GLOR TORPEDD COTILED.
1.4
0.98
0.961
1 3.99
1 446
1 6.9%
2 6,684 1.923
2 2.77 1.108
27 6. 118 585 0.673
30 1,958 T8 1.385
33 1.6z 506 1.82 b
36 1.61 062 46 .289
39 0.71%9 2.5 2.59 2783
[¥] 0.619 1.09 2.46 -

Fig. Mo. 35. Retocian slbiminas/globul Inas pars tes fracciones embrio-
nariag de los lotes de ES cultivados en medio de deserrollo hesal del
dia de cultive 3 ot 42, en condiclones de {otoper(oda,

RELACION ALBUMINAS/GLOBUL INAS
CIMETICA DE DESARROLLO EXBIIOMARIO

DEOURIDAD

UIAS OF ESTADIQ DE DESARROLLO

SuLT1vo CALLO COR-GLOB TORPEDO COTILED,
8
1 4.554 3.492
3 5.13 1.76
7 7.99 6.05 1.21%
30 AT 5.009 4TS 12.85
3% B4 3.68 .098 .37
36 57 2,385 57 S0
39 13.118 1.28 3.67 56
42 1.807 1.76 .73

flg, Mo, 34. Relacidn situminss/globul inas para los fracciones
enbrionariss de los lotes de ES cultivados en medio de desarro-
(1o bassl del dfa de cultivo 18 al &2, en cordiciomes de oscu-

ridad,
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ALBUMINAS/GILOBULINAS FOTOPERIODO

B coTiLED.
O rorrEDo

@ cor-GLO8

REL. AfG

B calto

PECIOLO

3 6 9 12 15 18 2% 26 27 30 33 36 39 42
DIAS DE CULTIVD

Fig. No. 37. Relacién albuminas/globulinas de los extractos
de callo, peciolo, estadios corazén-globular, torpedo y
cotiledonar de ES cultivados en medio de desarrollo basal
del dia de cultivo 3 al 42 en condiciones de fotoperiodo.

o E3 w

50 3
Blas 2 ATV
Fig. No. 38. Relacidn albuminas/globulinas de los extractos

de callo, estadios corazén~globular, torpedo y

cotiledonar de ES cultivados en medio de desarrollo basal
del dia de cultivo 21 al 42 en condiciones de oscuridad.
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- V.6.8., PATRONES POLIPEPTIDICOS DE LAS PROTEINAR DE LOS
DIPERENTEE ESTADIOER DE DEBARROLLO EMBRIONARIC.

Del analisis electroforético por SDS5-PAGE de 1las
diferentes fracciones enbrionarias obtenidas en cada ura de
lasg casechas realizadas, s optuvieron los patrones
polipeptidicos de las fraccicnes de albuminas y globulinas
que se nuestran en las sigulentes fotografias de los geles
obtenidos. Estos fueron elaborados cen los extractes de los
diferentes dias de cosecha de rcada estadioc de desarrollo en
particular, de manera que se pucden observar los canbios de
los patrxones del nismo estadio de desarrollo los diferentes
dias de cultivo y tanbiédn las ciferencias en los patrones de
los estadios de descsrrolle entre si, a cualquier tiampo de
cultivo.

CULTIVO EN FOTOPERIODO

ESTADIOQ CORAZON-GLOBULAR

En la Fig. No. 39 se muestra la fotografia del gel con
los patrones polipeptidicos obtenidos para los extractos de
albuminas y globulinas del estadio corazén-globular. Estos
patrones mnuestran alta contaminacién de bandas de diferente
peso molecular, esto probablemente sea debido a que hay
arrastre de globulinas en el amortiguador no salino y de
albuminas en el amortiguador salino, S5in embargo a pesar de
esta contaminacidén puede chservarse en los patrones
correspondientes a las globulinas la predominancia por grosor
e intensidad de algunas bandas, las cuales son apenas
visibles en el extracto a los 30 dias y son mas evidentes y
claras en los extractos de los dias de cultivo 33, 36, 39 y
42, siendo los extractos de 36 y 39 dias, leos mas
importantes.

Estas bandas importantes tienen un P.M. aproximado de
60, 48, 40, 32, 23 y 18 kD y con relacion al patrén
caracteristico de las globulinas 7 S y 11_S, presentan un 100
% de similitud, ya que las mismas bandas se presentan en los
extractos de semilla; sin embargo, dada la alta contaminacidn
de los extractos y que probablemente a este tiempo de cultivo
quizéd no se encuentren totalmente formadas estas proteinas de
reserva, no podemos decir que corresponden totalmente a la 7
S y 11 8 de semilla en éstos embriones somaticos, por lo que
es necesario realizar el analisis de #&stas fracciones por
Rocket inmuncelectroforesis y asi determinar precisamente si
las proteinas con éstos  patropes polipeptidicos son
reconocidas por los anticuerpos obtenidcs contra las
globulinas de las semillas de alfalfa.
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RP! JOVEH

En la Fig. No. 40 se pueden apreciar los diferentes
patrones polipeptidicos correspondientes a las fracciones de
albuminas y globulinas de los embriones en estadio torpedo
joven, las cuales no muestran la gran contaminacidén observada
en los extractos del estadio de corazén-globular,
posiblemente debido a gque en este estadio de desarrollo, las
proteinas presentes cuentan ya con caracteristicas quimicas
que facilitan su separacidn y extraccion

En los extractos de globulinas de este estadio de
desarrollo se ocbserva claramente la conformacisn progresiva
de las globulinas del estadio corazon-globular al torpedc
joven y en los patrones de éste correspondientez a los dias
de cultive 30 y 36, se observa 1la presencia de bandas
caracteristicas de las globulinas de semilla que corresponden
a polipéptidos caracteristicos de las proteinas 7 S_y 11 S.
Algqunos de éstos polipéptidos presentes en los extractos
analizados muestran un P. M. aproximado de 60, 55, 506, 45,
42, 40, 27 y 23 XD y en general muestra un 83.3 % de
similitud con el patron de ambas proteinas presentes en los
extractos de semilla.

El efecto gue antes se habia mencionado de una pérdida
de éstas proteinas hacia el final del cultivo es muy claro en
el gel de éstos embriones, en donde los extractoz de 39 y 42
dias presentan muy pocas bandas apenas visibies. Asf podenos
ubicar al estadio torpedo joven de 36 dias como el que
presenta el miximo contenido de proteinas de reserva.

TORPEDO MADURO

En la Fig. No. 41, se observa la fotografia del gel
correspondiente a los extractos de albuminas y globulinas del
estadio de torpedo maduro, gque muestran una clara diferencia
entre los patrones de albuminas y globulinas, que evidencia
que en este estadio de desarrollo la separacién y extraccion
de dichas proteinas es mds precisa. De esta manera, los geles
permiten un mejor analisis al no mostrar gran contaminacion.

En los patrones para este estadio de desarrollo, se
observa un resultado similar al del torpedo joven ya que en
la fraccidn de glcobulinas de los primeros dias de cultivo (30
dias carril 10), el patrdn no es muy claro ni caracteristico
de las globulinas de semilla; sin embargo, hacia los 33 y 36
dias de cultivo, éste patrdn se presenta totalmente formado y
muy interesante pues muestra una dgran abundancia de éstas
bandas caracteristicas de las globulinas 7 S y 11 S, 1las
cuales son idénticas a las de la semilla, los polipéptidos
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componentes presentan un P.M. aproximado de 60, 50, 45, 40,
36, 32, 27 y 23 kD y un 100 % de similitud con respecto al
patrén de las globulinas de la semilla.

Se observa también gque el extracto de 39 dias muestra la
desaparicisén progresiva de 1los pelipéptidos componentes de
éstas proteinas y hacia el dia 42, no se observa ya ninguna
banda, esto es hay una desaparicién completa de los
polipéptidos constituyentes de las proteinas de reserva, que
confirma una vez mas la pérdida de las globulinas en los
ultimos dias del cultivo in vitre.

TORPEDO TARDIO

En el gel de la Fig. No. 42, correspondiente a 1los
extractos de albuminas y globulinas del estadio de torpedo
tardio, se observa nuevamente una gran contaminacién de
bandas correspondientes a la fraccién de globulinas en 1la
fraccién de albuminas. Las bandas importantes presentes en la
fraccién de globulinas presentan un P. M. aproximado de 70,
60, 48, 45, 42, 36, 33, 30, 27 y 23 kD y un 90 % de similitud
con el patrén de las proteinas de reserva de la semilla, por
lo que podemos decir que se trata de las mismas proteinas y
que en este estadio de desarrollo a partir del dia de cultivo
30 al 39 se cuenta con altos niveles de éstas proteinas de
reserva, teniendo un madximo en la definicién del patrén a los
36 dias de cultivo.

Algo evidente en este gel y que también se ha observado
en los geles de los otros estadios de desarrollo, es gue se
observa nuevanente la desaparicidén de el patrén completo de
globulinas en el extracto correspondiente al dia de cultivo
42, esto indica nuevamente la pérdida total de los
polipéptidos constituyentes de éstas proteinas de reserva.

En este gel se observan patrones diferenciales de
albuminas y globulinas (producto de una buena extraccioén), en
los carriles en los gue se presentan ya que los extractos de
albuminas a los 39 y 42 dias no muestran polipéptidos
componentes, al igqual que los extractos de globulinas de los
dias de «cultivo 30 y 33. Los patrones polipeptidicos
obtenidos en esta condicién de cultivo en oscuridad son
diferentes a los obtenidos en fotoperiodo mostrando aqui
polipéptidos cuyo P.M. aproximado es de 70, 60, 50, 45, 40,
36, 32, 27 y 23 kD y teniendo por lo tanto un 100 % de
similitud con los patrones obtenidos de 1las semillas. Un
aspecto interesante de estos cultivos es que aparentemente
hay una relacién entre la presencia de la albuminas y las
globulinas, ya que en 1los dias de cultivo en que las
albuminas estanp presentes en altos niveles, no pudimos
detectar globulinas y cuando los niveles de albuminas decaen,
las globulinas son evidentes.
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O8CURIDAD

CORAZON GLOBULAR

Los patrones polipeptidicos de 1las fracciones de
albtminas y globulinas de embriones somdticos en estadio de
corazén-glecbular cultivados en condiciones de oscuridad, se
muestran an la Fig. No. 43, en donde se observan patrones
diferenciales de albuminas y globulinas (producto de una
buena extracclién), en los que se observa que en los extractos
de albuminas de los dias de cultivo 39 y 42, hay desaparicién
de bandas, asi como en los extractos de globulinas de los
dias de cultive 30 y 33, donde casi no se observan
polipéptidos componentes.

Los patrones polipeptidicos obtenidos en esta condicién
de cultivo en oscuridad, son diferentes a los obtenidos en
fotoperiodo, mostrando agui polipéptidos cuyo P. M.
aproximado es de 60, 40, 32 y 27 kD, que corresponden en un
100 % de similitud con los patrones obtenidos de las
semillas.

Un aspecto interesante de éstos cultivos es que
aparentemente hay una relacidn entre la presencia de las
albuminas y las globulinas, ya que en los dias de cultivo en
gque las albuminas estdn presentes en altos niveles, no
pudimos detectar globulinas y cuando los niveles de albuminas
decaen, las dglobulinas son evidentes, los gque sugiere un
efecto de degradacién o hidrélisis de las globulinas en
presericla de albuminas.

TORPEDQ JOVEN

En la Fig. No. 44, se presenta el gel correspondiente a
las fracciones de albuminas y globulinas de embriones
somdticos en estadios de desarrollo de torpedo joven, en este
gel se observa que a diferencias de los patrones
polipeptidicos obtenidos en 1los extractos de este mnismo
estadio de desarrollo en fotoperiodo hay muchas mis bandas de
alto y bajo peso molecular y las mas importantes obtenidas
aqui tienen un P. M. aproximado de 48, 40, 32, 27, 18 kD y
por lo tanto un 100 % de similitud con relacién al patrén
obtenido en la semilla. Tanto los patrones de albuminas como
de globulinas mnuestran un enriquecimiento de bandas con
relacion a la fraccién de corazén-globular, pero también se
muestran muy difusos, lo gque no permite establecer si todos
éstos polipéptidos estan involucradeos en la formacidén de las
proteinas de reserva maduras.
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También se observa gue en los extractos de globulinas ds
la cosecha a los 42 dias se cuenta con el patrén casi
completo de las globulinas de los 39 dias, lo que indicaz que
si bien hay una ligera baja en la intenslidad de las bandas
componentes, es posible encontrar a este tilempo de cultivoe
algunos polipéptidos, lo cual no ocurria con los extractos de
globulinas del cultivo en fotoperiodo.

TORPEDQ MADURQO

Las fracciones de albuminas v globulinas del estadio
embrionarin de torpede madure mostradas en el gel del la Fig.
No. 45, presentan patrones polipeptidicos diferenciales, leos
cuales en el cazso de las globulinas nuestran bandas cuyo P.M.
aproximado es de 89, 7¢, 60, 55, 50, 40, 38, 30, 27, 23, 18
kD v que corresponde a2 un 92.5 % de similitud con relacidn al
patrén czracteristico de las globulinas de las semillas, en
este estadio de desarrollo, se observa todavia una gran
cantidad de bandas en los extractos de glcbulinas, sin
embargo hay una mayor conformacion de las proteinas presentes
que estén bien definidas para todos los dias de cultive 1lo
que de alguna manera indica que la p2rdida dréastica de éstas
proteinas gque se habia observado en los extractos de
fotoperiodo, en éstos extractos de oscuridad no ocurre de
igual manera. Esto sugiere que en condiciones de oscuridad la
formacidn y conformacidn de las proteinas dec reserva ocurre
mas lentamente que en fotoperfodo y gue hacia el final del
cultive jn vitro ne ocurre todavia 1a peérdida de éstas
proteinas.

TORPEDO TARDIO

En la Fig. No. 46, se observan los patrones
polipetidiceos de albuminas y globulinas del estadio
embrionario de torpedo tardio, en los que se observa 1la
formacidn progresiva de los patrones polipeptidicos
caracteristicos de las globulinas de la semilla, ya que los
extractos de globulinas de éstos embriones somaticos tienen
un P. M. aproximado de 70, 60, 55, 40, 36, 33, 30, 27, 18 kD
lo que representa un 87.5 % de similitud con relacidén a la
semilla, se observa el enriquecimiento de la fraccion de
albuminas en este estadio de desarrolloc en los dias de
cultivo 39 y 42 y por otro lado en 1los extractos de
globulinas, se muestra un progresivo enriquecimiento en
nimero e intensidad de las bandas y de intensidad de las
mismas hacia los dias de cultivo presentes, las cuales para
el dia de cultivo 42 se empiezan a perder.
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Tapbién aqui es evidente y muy interssante el contar con
éstas globulinas hacia el final del culitive, ya gue la
condicién del cuiltivo en oscuridad puede favorecer que las
proteinas de reserva sintetizadas y de alguna wmanera
acumuladas por los embriones somaticos no se pierdan, sin
embargo, es preciso reconocer especificamente éstas proteinas
mediante el Rocket inmunoelectroforesis y establecer si
efectivamente se trata de las proteinas de interés.

o M,

En el gel de la Pig. No. 47, se observan los extractos
de albuminas y globulinas del estadio cotiledonar de 1los
embriones somiticos cultivados en condiciones de oscuridad en
los que nuevamente se observa contaminacién en los patrones
polipeptidicos de los extractos de albiuminas con los ds las
globulinas, los cuales se presentan en éste casc muy limpios
vy claros sobre todo en los extractos de los dias de cultivo
36 y 39, éstos polipéptidos tienen un P.H. aproximade de £9,
70, 60, 50, 48, 45, 42, 36, 33, 27, 22 KB y un 80.0 % de
similitud con relacién al patrdn caracteristico de 1la
semilla. Los patrones de globulinas que agul se muestran
corresponden wmuy claramente a los caracteristicos de la 7 S y
11 S de la semilla.

Estos resultados demuestran nuevasmente que ¢l desarrcllo
enrbionario ocurre mas lentamente en 1los cultivos en
oscuridad, pudiéndose encontrar las proteinas de reserva en
los dias de cultivo 33, 36 y 39, aungue al igual que en caso
de fotoperiodo hacia el dia 42, ocurre la pérdida de éstas
proteinas.
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Fig. Wo, &0, Petrones polipeptidicos correspondientes s los eirractos
de albumines (carriles 2 & 63 v globulinas (carriles 10 a 14), de embric-
res somdticos cuttivades en medio de desarrollo basal y en condiciones de
fotoperfode & tos 30, 35, 36, 3P y «2 dies de cultivo, obtenidos en el ex-
tadio embricoario de torpedo Joven (F 11! del grediente de densidad
discontinue de socarosal.
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Fig. Wo. &1, Patrones polipeptidicos correspondientes a (o8 extractos
e olobul (nas (carriles 2 8 6) v slaminas (carriles 10 a 1¢): O¢ eworios
nes sondticos cultivados en medlo de desarrollo basal y en cohdiciones de
fatoperfodo s ios 30, 33, 35, 39 y 42 dfss de cultivo, obtenidox en el es-
tadio erbrionario de torpedo maduro (F11 del grsdiente da densidad discon-
tinua de secarcss}.
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CARRIL KUESTRA
10 Globulinas 30 dfas
1 Globulinas 33 dias
12 Globulinas 38 dies
13 Globul inas 39 dias
14 Globulinas &2 dfas

Fig. No. &2. Patrones polipeptidicos correspondientes a {os extrectos
de sibiminas {carriles 2 a 6) y globulinas (carclles 10 a 14), de evbrio-
nes sométicos cultfvados en medio de desarrollo basal y en condicfones de
1otoperiode » los 30, 33, 36, 39 y 42 dias de cultivo, ohtenidos en el es-
todia esbrionario de torpeda tardfo {F | del gradiente de denalded dis-
continua de sacaross).
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Fige %0, 43. Patrones polipeptidicos correspondientes s los eatractos
de sttaminas (carriles 2 & &) y globaulinas {carpiles 10 8 14), de enbrio-
hel sombticos cultivados en medic de desarrollo basal y en condiciones de
opcuridsd o tos 30, 33, 36, 19 y 42 dies oe cultivo, obtenjdos en el esta:
dio embrionaric de corapon-globuter (F IV del pgradiente oe densidad
discontinua ce secarosa)l.
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Fig. No. &4. Pstrones polipeptidicos correspondientes s los sxtractos
d¢ albumines (carriles 2 8 8) y globulines (carriles 10 & 16), de embrios
nes somiticos cultivedos en medio de dessrrolio basal y en condiciones de
oscuridad a (os 30, 33, 16, 39 y 42 diss de cultivo, obtenidos en el esta-
dio embripnario de torpedo |oven (F 1i] Jdel gradiente ce densidad dis-
continua de sacaross}.
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Fig. No. 45. Patrones polipeptidicos correspondisntes a (os extractos
de albxminas (carciles 2 @ 8) y globulinas {corriles 10 & 14}, de embrio-
nes sométicos cultivados en medio Oe desarrollo bessl y en condiciones de
otcurfdad o los 30, 33, 35, 39 y L2 dHas de cultiva, oblenidos en el esta-
dio embrionaric de torpede mecdure (F 11 del graditnte de densidad dis-
continua de sacarosa). L
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Fig. Mo, 44. Patrones polipeptidicos correspondientes a los extractos
de stbimines (carriles 2 o 4) y globulinas (carciles 10 & 14), de embrio-
nes somiticos cultivados en medio e desarrollo basal y en condiciones de
oscuridad a los 30, 33, 36, 39 v 42 dias de cultivo, cbtenidos en ¢l esta-
dio embrionaric de torpedo tardio (F | del gradiente de densidad dis-
continus ce sacaross),
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Fig. Mo. 4. Patrones polipept{dicos correspondientes a los extractos
o slbuminas (corriles 2 8 6) y globultnas (carriles 10 & 14), de embrios
nes sondticos cultivados en medio de desarrollo basal y en condiciores de
oscuridad a los 30, 33, 38, 39 y 42 disn oe cultivo, cbten{das en &l esta
dio embrionario de cotiledonar (F G del gradiente ce densicad discontinua
de aacarocsal,
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V.6.9. ROCKET INMUNOCELECTROFORESIS DE LAS MUESBTRAS DE LA
CINETICA

El andlisis de las nuestras mediante Rocket
inmunoelectroforesis fue realizado para todas las
fracciones de globulinas de “as diferentes fracciones
embrionarias obtenidos en todos los dias de cosecha, los
resultados fueron los sigquientes:

En la Fig. No. 48 correspondiente al "Rocket" de los
extractos de globulinas de callos de los dias de cultivo
18 al 42, se observa un unico inmunoprecipitado formado
que corresponde al extracto de glcbulinas de semilla de
concentracién conocida (1250 ng/5 ul), ya que los
extractos de globulinas de callo de los diferentes dias
de cultivo, no formaron inmunoprecipitado alguno, lo que
muestra gque en este tejido no hay presencia de las
proteinas de reserva.

ON -~ 1)

En la Fig. No. 49 se observa la fotografia de la placa
de inmunoelectroforesis de los extractos de globulinas de
embriones somaticos del estadio corazén-globular,
obtenidos durante el cultivo in vitro de 21 a 42 dias en
condiciones de fotoperiocdo. En ésta placa de
inmunoelectroforesis, al igual que en la anterior, se
observa que los tunicos inmunoprecipitados formados
corresponden a los extractos de globulinas de semilla de
concentraciones conocidas (625 y 312.5 ng), ya que los
extractos de globulinas de la fraccién de embriones
somdticos correspondientes al estadic de corazén-globular
de los diferentes dfas de cultivo, no formaren ningun
inmunoprecipitado. Asi, es evidente gue a éste tiempo de
cultivo y en éste estadio de desarrollo, aun no ocurre la
formacién ni acumulacién de las proteinas de reserva, las
cuales no son aun detectables por los anticuerpos vs. las
globulinas de las semillas de alfalfa.

TORPEDO JOVEN

En la Fig. No. 50, se observa la placa de
inmunoelectroforesis para las fracciones de globulinas de
los extractos de embriones somaticos de los estadios de
torpedo joven y torpedo maduro, obtenidos durante el
cultive in vitro de 30 a 42 dias en condiciones de
fotoperiodo y oscuridad.
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En ésta placa de inmuncelectroforesis es posible
observar que tanto para los estadios de desarrollo de
torpedo Jjoven Yy torpedo maduro es posible encontrar
proteinas de reserva especificas de las semillas de
alfalfa A7034 desde el dia de cultive 30 hasta el dia 39,
ya que eh el caso de los extractos de globulinas
obtenidos a partir de la fraccidén embrionaria de torpedo
joven cultivada en oscuridad, no se obtuvo la formacidn
de ningun inmunoprecipitado, al igual que en el caso de
los extractos de globulinas de éstos estadios de
desarrollo correspondientes a las cosechas de 42 dias.
Asi es posible determinar que en los estadios de
desarrollo embrionario intermedio (estadio torpedo), el
contenido de proteinas de reserva en los embriones es
mayor que en los estadios Jjuveniles y en los estadios
finales del desarrollo.

TORFEQQ TARDIO

Para los extractos de globulinas de los extractos de
embriones somdticos de los estadios de torpedo tardio y
cotiledonar, obtenidos durante el cultivo in vitro de 30
a 42 dias en condiciones de fotoperiodo, se obstuvieron
los resultados mostrados en la Fig. No. 51, en la gque se
observa que en los extractos de globulinas de los
embriones somaticos de los estadios de desarrollo de
torpedo tardio y cotiledonar, a diferentes tiempos de
cultivo se pueden encontrar ya proteinas de reserva, las
cuales son de la misma naturaleza que las encontradas en
la semilla, ya gque son totalmente reconocidas por los
anticuerpos vs. 7 § y 11 S de semillas de alfalfa.

Se observa también que la altura de los
inmunoprecipitados obtenidos con los extractos de torpedo
tardio, son mayores, que los obtenidos con los extractos
correspondientes a los extractos de estadio cotiledonar.
Esto indica que los estadios de desarrollo avanzados pero
no en fase terminal, cuentan con mayores niveles de
proteinas de reserva especificas de la semilla, que los
estadios de desarrollo embrionario finales. Este mismo
efecto es evidente con el tiempe de cultivo, ya que
después de los 36 dias de cultivo a medida que el
desarrollo continua, el contenido de proteinas de reserva
disminuye.
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COTTLEDONAR

En la Fig. No. 52, se presenta la placa de Rocket
inmunoelectroforesis para las fracciones de globulinas de
los extractos de embriones somdticos de los estadios de
cotiledonar y torpedo tardio, obtenidos durante el
cultivoe in vitro de 30 a 42 dias en condiciones de
fotoperiodo y oscuridad.

En ésta placa de inmunoelectroforesis se observa que
con los extractos de globulinas correspondientes al
estadio de desarrclle cotiledonar en condiclones de
fotoperiodo y oscuridad, no se obtuvéd la formacioén de
ninguin inmunoprecipitado, lo cual confirma que hacia el
final del desarrollo embrionario ip vitroQ, las proteinas
de reserva se pierden, es muy claro que esto ocurre en un
periodo muy corto ya que como es posible observar en ésta
placa, en el extracto de globulinas del estadio de
torpedo tardio de 30 dias en fotoperiodo, hay una gran
cantidad de éstas proteinas de reserva especificas de las
semillas de alfalfa. As{, podemos decir que aun cuando
puedan detectarse niveles de globulinas en los extractos
de cotiledonar, déstas no corresponden a las proteinas de
reserva de nuestro interés.
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Fig. No. &8, Placa de "Rocket* inmuncelectroforesis pars las
fraccionas de globulinas de (o extractos de callo pbtenidos
durante al cultivo in vitro de 18 a 42 dfas en condiciones

de fotoperiodo,
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Fig. No. 49, Placa de “Rocket™ lnmnoelactroforesis para los
fracciones da globulinas de Los extractos de embriones comti-
cos del estadio corazdn-globular, cbienidos curanse ¢l cultivo
in vitro de 21 a 42 dfss en condiciones de fotoperiodo.
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Fig. Mo, 50, Placa de “Rocket™ irmunoelectroforesis para las
fracclones de globulinas de los extractos de erbriones somdti-
cos de los estadios de torpeds joven y torpedo maduro, obtenidos
durante el cultive in vitro de 30 a 42 dias en condiciones de
fotoperiodo y oscuridad.
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Fig. No. 51, Placs de "Rocket" Irmuoelectroforesis para las
fracciones de globul fnes de los extractos de embriones somdti-
cos de (os estadios de torpedo tardlo y cotiledonar obtenidos
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Fig. No, 52. Place de "Rochet® frmuncelectroforesis para las
frocciones de globulinas de los extractos de enbriones somitis
cos de los estadios de cotiledonar y torpedo tardlo, obtenidos
durante el cultivo in vitro de 30 a 42 dias en condiciones de

fotoper(oda ¥ pscuridad.
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V.6.10. CONTERIDO DE CARBOHIDRATQS DE LAS DIFERENTES
PRACCIONES RMBRIONARIAS.

En éste estudic

s6lo se buscé la presencia de

carbohidratos principalmente en la forma de almidén que se
encontraba en la fraccién de albuminas de las diferentes

fracciones embrionarias de todos los dias de cosecha.

La presencia de almidén en éstas frag
ciones fue revelada indirectamente,
por la estimacién de los niveles de
actividad de la enzima alfa-amilasa,
por hidrélisis del almidén presente
en placas de agar-almidén al 2% p/v y
su posterior revelado con solucién de
yodo-yoduro. La apariencia de éstas
placas se muestra en la Fig. No. 53.

Los resultados de los didmetros obte«

nidos en los tratamientos de oscuri~

dad y fotoperiodo, se muestran en las

Figs. No. 54 y 55.

Fig. Ho 53. Placa de agar-almidén, en
la gue se muestran les halos produ-
cidos por la hidrolisis del almidon
del agar por ls alfa-amilasa pre-
sente en las muestras de extractos
de albuminas de ES.

ACTIVIDAD EIDROLITICA DE LA ALFA-AMILASA EN FOTOPERIODO
ACTIVIDAD RELATIVA AL CONTROL A LAS 48 HORAS

EDO. EMBRIONARIO 27 D 30D 33 b 36 D g D 42 D

CALLO 0.75 2.0 1.18

GLOB-CORAZON

TORPEDO JOVEN

TORPEDO MADURQ

TORPEDO TARDIG

COTILEDONAR

1.18 1.5 1.37

Tabla No. 54, Actividad hidrolitica de la alfa-amilasa
expresada en U/ml de los extractos de albuminas de
los ES cultivados en medio de desarrolle basal del
dia de cultivo 27 al dia 42 en fotoperiodo. La
actividad es relativa al control a las 48 horas.
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ACTIVIDAD HIDROLITICA DE LA ALFA-AMILASE EH OBCURIDED
ACTIVIDAD RELATIVA AL CONTROL A LAS 48 HORAS

EDO. EMBRIONARIO 27 D 3¢ D 33 D 36 D 39 D 42 D
CALLO 1.12 1.05 0.9 2.0 1.0
GLOB~CORAZON 0.8 1.19 0.98 1.05 1.90 1.58
TORPEDO JOVEN 1.19 1.38 0.9 2.30 1.58
TORPEDO MADURO 1.25 1.44 0.85 2.10 1.42
TORPEDO TARDIO l.12 1.77 0.75 2.10
COTILEDONAR 0.66 1.05 1.90 0.70 2.0 0.5

Tabla No. 55. Actividad hidrolitica de la alfa-amilasa
expresada en U/ml de los extractos de albuminas de
los ES cultivados en medio de desarrollo basal del
dia de cultive 27 al dia 42 en condiciones de
oscuridad. La actividad es relativa al control a
las 48 horas.

En las figuras anteriores se observa que la actividad
hidrolitica de 1la alfa-amilasa en 1los extractos de
fotoperiodo es en general menor que la obtenida con 1los
extractos de oscuridad y que los estadios embrionarios gque
presentan mayores indices de actividad son el torpeda y el
cotiledonar en ambos tratamientos, asi come que los dias de
cultivo en gue los diferentes estadios embrionarios alcanzan
los niveles méximos de actividad son a los 36 y 39 dias en
fotoperiodo y a los 33, 39 y 42 dias, ya que en el dia de
cultivo 36, se obtuvo una disminucién en éstos niveles.

Asi, el comportamiento de 1la alfa-amilasa parece
acentuarse hacia los ultimos dias de cultivo y sobre todo en
los cultivos de oscuridad, por lo que ocnsideramos que para
este material si puede haber un efecto importante en la luz.

Los niveles de actividad de la alfa-amilasa, no cambian
drasticamete pero si se observa que son ligeramente mis altos
hacia el final del cultivo, lo que sefala gque el
comportameinto de 1las proteinas de reserva puede ser
diferente al que sigue el almidén. Sin embargo, aun no se
puede hacer un andlisis confiable pues se requiere de un
an&lisis especifico del almidén y otros carbohidratos en su
identificacidén y caracterizacion durante el cultive in vitre
e_in vivo,

133



ACTIVIDAD HIDROLITICA DE LA ALFA-AMILASA
S FOTOPERIODO

Il 1

0 1 ]

27 T30 33 36 39 42
B N DIAS DE CULTIVO

—— _CALLO —— COR-GLOB —¥- TORP. J.

=&~ TORP. M. - —= TORP. T. —% COTILEDONAR

Actividad hidrolitica de 1la alfa-amilasa expresada en
U/ml de 1los extractos de albuminas de los ES
cultivados en medio de desarrollo basal del dia de
cultivo 27 al dia 42 en condiciones de fotoperiodo.
La actividad es relativa al control a las 48 horas.
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ACTIVIDAD HIDROLITICA DE LA ALFA-AMILASA
' OSCURIDAD '

cere bU30 a3 as 39 42
o b B QIA8 DE CULTIVO
—— CALLO. ; ~— COR-GLOB ° ~%- TORP. J.
=== TORP, M. . == TORP,T. —é~ GCOTILEDONAR

Actividad hidrolitica de la alfa-amilasa expresada en
U/ml de los extractos de albiminas de los ES
cultivades en medio de desarrollo basal del dia de
cultivo 27 al dia 42 en condiciones de oscuridad.
La actividad es relativa al control a las 48 horas.
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De ésta manera, el analisis de actividad de alfaz-amilasa
no fue realizado para los ensayos de manipulaciones de nedio,
debido a gque se requiere antes definir, implementar vy
estandarizar los métodos de andlisis, as{ como establecer de
manera confiable el comportamiento de los carbohidratos
presentes en los ES cultivados en condicicnes basales para
poder apreciar realmente el efecto de éstas manipulaciones en
los niveles de calidad y cantidad de los mismos.

136



V.7. MARIPULACIONES DE HEDIO

Los embriones somaticos obtenidos con los diferentes
tratamientos de manipulaciones de medio durante el desarrollo
embrionario, fueron analizados de manera similar a los
obtenidos en el cinética de desarrollo, los resultados
obtenidos en cada uno de los tratamientos empleados y para
cada uno de los pardmetros analizados se presentan a
continuacidén.

V.7.1. RESULTADOS BORBITOL

A continuacidén se presentan los resultados obtenidos
para cada uno de los parametros evaluados en embriones
somdticos cultivados in vitro en medio de desarrollo
suplementado con sorbitol a concentraciones de 2, 8 y 12 %
p/v, durante la 5a.y 6a. semanas de desarrollo embrionario,
asl como el andlisis de los mismos.

V.7.1.1. RESPUESTA:

La evaluacién de la respuesta se realizé mediante la
determinacién de los mg de embriones/# de callos, lo cual es
una estimacién indirecta de la cantidad de callos que
presentan formacién de embriones somdticos. Este parametro es
de gran utilidad porque permite determinar la capacidad
embriogénica del cultivo, la cual puede variar por las
condiciones del mismo y por los ciclos de recurrencia del
propio cultivo. Los resultados obtenidos se muestran en la
Fig. No. 56.

En este pardmetro, se observa gque unicamente en el
tratamiento del 2 % se obtuvieron resultados similares al del
control, sin embargo, en ningun caso, se superé a éste
(respuesta mdxima de 56.6 vs. 57.5 mg de embriones/4 de
callos). En tanto que a las concentraciones de sorbitol a 8 y
12 %, la cantidad de ES se vié disminuida con (respuestas
entre 36 y 42 mg de embriones/# de callos), hasta en un 37 %
en la cosecha a los 35 dias y hasta un 11 % en las cosechas
de 42 dias. La explicacién a éstos resultados de bajos
indices de respuesta puede ser qgue el tiempo de exposiciodn de
sorbitol a éstas concentraciones no fue el adecuado, ya que
probablemente con tiempos de exposicidén mds breves o a
menores concentraciones sobre todo en la fase media del
desarrollo, no se provoca este efecto inhibitorio en el
desarrollo de los embriones scomiticos.

Es importante sehalar que el impacto del agente sobre la
respuesta del cultivo parece ser mayor en la fase intermedia
del desarrcllc embrionario (28 a 36 dias), en tanto gue para
la fase terminal (36 a 42 dias), la inhibicién de 1a
capacidad embriogénica es mds ligera. Este efecto esta
relacionado a que precisamente en la fase media del
desarrollo hay una mayor actividad embriogénica de los callos
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que en la terminal, por lo que el nivel de abatimiento en la
respuesta causado por el sorbitol, es mas evidente.

RESPUESTA
\ SORIXRE. 3G Y €1 Ul
mQ smrcreal# celo
sy fase &1
- '3 8312

B

4 ®7 e ®
B

»
I

o i
£
I
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%721 ax vaowi 2% 8 wsmALN
TRATAMIENTO

3 comcresss B Qowscrs 20
s o oz

Fig. No. 56, Indices de respuesta expresados en mg de
embriones/4# de callos, para los tratamientos de
sorbitol a 2, 8 y 12 § de 1las cosechas
correspondientes a los 35 y 42 dias de cultivo

V.7.1.2. RENDIMIENTO:

Las unidades de éste parametro son mg de embriones/g
callo, que es una medida de el peso en mg gque aportan los ES
por cada g de callo y que representa una medida iIndirecta de
la cantidad de embriones por callo. Esta medida es util para
evaluar el cambio en peso provocado por un mayor numero de
embriones o también por la presencia de embriones mids grandes
o con una mayor densidad especifica, lo cual evidencia 1la
formacién y crecimiento de los embriones somaticos en el
cultivoe. Nuestros resultados para éste tratamiento, se
muestran en la Fig. No 57.

En los lotes de callos con ES cultivados con sorbitol al
2, 8 y 12 % del dia 28 al dia 35, se observa un rendimiento
naxime de 650 mg de embriones/g de callo para la
concentracion de 2 %, lo que representa una diferencia del
46.73 % con respecto al control, estos resultados sugieren
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que a esta corcentracién el agente puede favorecer la
generacién de ES. Sin embarge este efecto decrece
considerablemente al cultivar los ES del dia 35 al 42 en
presencia de sorbitol a la misma concentracién alcanzéndose
un nivel maximo de 230 ng de embriones/g de callo para la
concentracidn del 2 X, gque representa un 38.5 ¥ menos que el
control, el cual también disminuye su crecimiento, por lo que
la edad del cultivo parece ser un factor importante, ya que
en estadios tempranocs puede ser nas favorable wuna
concentracién de baja disponibilidad de agua para inducir una
mayor tasa de formaclén de los embriones somiticos o para que
estos incrementen su peso. Esta consideracidén es en el
sentido de que los BES son pequefios y por lo tanto su
contenido de proteinas por unidad de biomasa es relativamente
mayor, esto tiene un efecto importante en el peso fresco por
embrién y por consiguiente en el rendimiento evaluado de esta
manera.
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Fig. No. 57. Indices de rendimiento expresados en mg de
embriones/g de calles, para los tratamientos de
sorbitol a 2, 8 y 12 % de 1las cosechas
correspondientes a los 35 y 42 dias de cultivo

En el rendimiento de los tratamientos con sorbitol a
concentraciones de 8 y 12 §, se observa que éste disminuye en
relacién al control de 35 dias en un 65,24% en la
concentracién de sorbitol al 8 % y en un 9.71 % en la
concentracidn de 12 %. Con respecto al control de 42 dias,
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hay un decremento de 67.91 t en el tratamiento al 8 % y de
62.57 ¥ en el tratamiento al 12 §. Estos resultados sugieren
gque a concentraciones mayores se causa un efecto nocivo en el
desarrollo de los ES, que sin embargo no abate la formacién
de los mismos ya que a este tiempo se encuentra una gran
proporcién de embriones en estadios tempranos de desarrollo,
los cuales al parecer en estos tratamientos, tienen menores
indices de peso por embridn qua el control y que los
embriones del tratamiento del sorbitol al 2 %.

V.7.1.3, CRECIMIENTO:

Este parametro fue evaluado considerando los mg de callo
con embriones/# de «callos, que es también una medida
indirecta de el cambio de peso por callo, que puede ser
debido a una mayor proliferacién de la masa callosa, o a un
incremento en 1la cantidad y/o peso de los embriones
somaticos. este parametro ligado con el rendimiento y la
respuesta, da una idea clara de la calidad y crecimiento
global de los embriones somdticos en cultivo, los cuales
parecen ser aceptables para el tratamiento al 2 % ya que en
éste, se lograron 1Indices de respuesta, rendimiento ¥y
crecimiento similares a los del control, como se ohserva en
la Fig. No. 58
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Fig. No. 58. Indices de crecimiento expresados en mg de
callos con embriones/# de callos, para los
tratamientos de sorbitol a 2,8 y 12 % de las
cosechas correspondientes a los 35 y 42 dias de
cultivo



En esta manipulacion de wmedio, para todas las
concentraciones probadas, se obtuvieron indices de
crecimientoc ligeramente menores a los obtenidos en el lote
control, decrecientes a medida que la concentracion se
incrementa, como en el caso de la cosecha a 35 dias (donde
se observa una disminucién de 100 a 83.3 mg de callo/# de
callos) y crecientes en relacién a la concentracién en el
caso de la cosecha de 42 dias (donde aumenta de 97 a 131 mg
de callo/# de callos), esto indica que efectivamente hay
generacién de ES durante el cultivo aunque en pequenas
cantidades y que estos enmbriones no contribuyen en gran
proporcién al peso. También podemos considerar que estos
indices bajos reflejan una menor proliferacidén de la masa
callosa dado por el fuerte estrés osmdtico en el que se
encuentran.

Cabe seflalar que la concentracidn de 2 % dié resultados
interesantes que pueden ser mejorados con concentraciones de
1 al 5 % con intervalos de 1 a 0.5 % en la concentracion y
exponiendo el tejido durante periodos mds breves (2 a 4 dias)
o por pulsos de 1 a 2 dias de duracidn durante la 4a. semana
del cultive.

V.7.1.4. GERMINACION:

Una medida de la cantidad de los embriones somdticos y
de la normalidad de su fisiologia, son los indices de
germinacién los cuales fueron evaluados despues de 15 semanas
de haber sido transferidos al medic de germinacién. Los
resultados para estos tratamientos se muestran en la Fig. No.
59.

En la germinacion de los ES sometidos a los tratamientos
de sorbitol de 2 %, 8 % y 12 §, del dia de cultivo 28 al 35,
se observé que la germinacién se inicié muy tardiamente e
inclusive hasta el ltimo momento de la evaluacién (15
semanas), se encontraron plantulas wmuy Jjdvenes aungue de
apariencia normal. Muchos de los embriones de estos ensayos
revirtieron a callo en el medic de germinacion, disminuyendo
mucho los indices de este parametro.

El efecto de las diferentes concentraciones sobre los
indices de germinacién de los cultives de 35 dias, no es muy
evidente, pues sdélo se observa una fuerte baja (26.09 %), en
los embriones del tratamiento al 8 %, en tanto gue en los
tratamientos al 2 y 12 %, los indices fueron de 35.71 % y de
47.06 % respectivamente. De estos resultados podemos presumir
que el sorbitol no causa un efecto nocivo en la fisiologia de
los enmbriones, pues son capaces de germinar y formar
plantulas sanas. Es importante ademas sefialar gque la
germinacidén tan tardia es también un reflejo de gque se
inhibi¢ en cierta medida la germinacidén precoz de los ES, los
cuales requirieron de mas tiempo para germinar.,
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% DEE GERMINACION DE ES
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Fig. No. 59. Indices de germinacién de los ES cultivados
en medio de desarrollo suplementado con sorbitol al
2, B y 12 %, correspondientes a las cosechas de 35
Y 42 dias de cultivo, referidos a su control.

En relacidén a los embriones obtenidos despues de ser
cultivados en el medio con las diferentes concentraciones de
sorbitol, del dia 35 al 42, se observé gque tambien en este
caso la germinacién fue tardia al igual que en el tratamiento
anterior, sin embargo en éste es mas evidente el efecto de
cada concentracién sobre la morfologia de las plantulas
formadas. En el caso de la concentracidén del 2 % que tuvo el
mayor indice de germinacién (85.71 %), se obtuvieron
plantulas muy pequefias con hojas delgadas y de color verde
oscure, de apariencia hidratada y de tallos débiles, Al
parecer esta concentracién aplicada en los ultimos dias del
desarrollo no es muy conveniente, ya que si bien 1los
rendimientos en la germinacién son altos, no se obtienen
plantulas de apariencia normal que requieren por lo demas de
mucho cuidado en la fase de transferencia de in vitro a las
condiciones de invernadero.
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para la concentracién al 8 %, se observd que muchos de
los embriones obtenidos revirtieron a callo, sin embargo los
que gquedaron (35.71 %), dieron origen a2 plantulas pegquenas de
apariencia normal. También en este caso la germinacidn fue
tardia. El tamafio de estas plantulas es un reflejo de 1la
condicién de déficit hidrico en que se desarrollaron los
embriones.

En el tratamiento al 12 % hubo tamblén muchos embriones
que revirtieron a callo y si bien el indice de germinacidén es
bajo (33.3 %), las plantulas obtenidas fueron pequefias pero
de apariencia normal.

En general en todos estos tratamientos, se observé que
las plantas obtenidas requieren de cuidados para su
transferencia a tierra y si bien no es una caracteristica
deseable, quiza pueda ser controlada.

Vv.7.1.5. % PESO DE LAS FRACCIONES EMBRIONARIAS:

Los resultados de la evaluacién del peso fresco de los
embriones somdticos cultivados en presencia de sorbitol vy
obtenidos a diferentes <tiempos de cultivo, se muestran a
continuacién en la Fig. No. 60.

TRATAMIENTO Fg0 F70 F50 F30 SUP.
2 % 24.34 26.11 26.92 23.62
8 % 36.91 33.6 29.49
12 % 30.33 34.81 34.85
CONTROL 18.83 19.85 18.75 25.62 16.94

Fig. No. 60. Peso fresco expresado en %, para los
diferentes estadios embrionaric F90 (estadio
globular y corazén, F70 (estadio torpedo), FS0
(torpedo maduro), F30 (cotiledonar), para 1las
cosechas de los tratamientos de sorbitol a
concentraciones de 2, 8 y 12 %, a los 35 dias de
cultivo,
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Fig. No. 61 Peso fresco expresado en %, para los
diferentes estadios embrionarios F90 (estadio
globular y corazén, F70 (estadio torpedo), F50
(torpedo maduro), F30 (cotiledonar), para las
cosechas de los tratamientos de sorbitol a
concentraciones de 2, 8 y 12 %, a los 35 dias de

cultivo.
TRATAMIENTO F90 F70 F50 F30 FONDO
2 % 41.90 30.84 27.26
8 % 53.58 | 12.54 33.88
12 § 17.39 11.99 17.18 53.44
CONTROL 2 98

Fig. No. 62. Peso fresco expresado en %, para los
diferentes estadios embrionarios; Fraccién del
fondoe del gradiente, F90 (estadio globular vy
corazon, F70 (estadio torpedo), F50 {torpedo
maduro), F30 (cotiledonar), para las cosechas de
los tratamientos de sorbitol a concentraciones de
2, 8y 12 %, a los 42 dias de cultivo.
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Fig. No. 63. Peso fresco expresado en %, para les
, diferentes estadios embrionarios; Fraccién del
fondo del gradiente, F90 (estadio globular ¥y
corazén, F70 (estadio torpedo), FS0 (torpede
maduro), F30 (cotiledonar), para las cosechas de
los tratamlentos de sorbitol a concentraciones de

2, 8y 12 %, a los 42 dias de cultivo.

En estas figuras, se observa que a los 35 dlas de
cultivo, el Jlote tratado con sorbitol al 2 % presenta
estadios de desarrollo tempranos Yy casi en 1la misma
proporcién entre si , lo cual indica que efectivamente hay
generacién y desarrrollo de los embriones somiticos hasta los
estados de desarrolle intermedios pero no hasta formas
maduras o terminales como ocurre en el lote control. Al mismo
tiempo que se observa que la capacidad embriogénica del
cultivo es buena, es evidente que se provocd una reduccidn en
la heterogeneidad del cultivo, pues se obtuvé una mayor
sincronia en el desarrollo embrionario in vitre,

En el caso de las concentraciones a 8 y 12 % también hay
menor heterogeneidad en el cultivo y las fracciones presentas
corresponden a estadios muy tempranos, en éste sentido parece
que el cultivo en general no se desarrolla tan rapidamente
como el control; este efecto es aun més evidente en la
cosecha de 42 dias, en la cual se observa que los estadios de
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desarrolle jovenes estan presentes en una mayor propercion
que lgs demds y couparandeles con los %¥'s de los pescs de la
fracciones embrionarias del control, observanos gue en este
caso se encuentran estadios de desarrollc muy avanzados. Asi,
podemos decir que el cultivo en los tratamientos con sorbitol
no se encuentra en una etapa final como la del control, sino
que al parecer el cultivo pusde continuar generando ES y/o
mantener los ES gque existen, en sus estadios de desarrollo
correspondientes.

Este resultado es interesante ya que es precisamente el
efecto que se buscaba con ésta manipulacion de medio, esto
es, frenar un poco el desarrollo embrionario tratando de neo
llegar a estadios de desarrollo mas avanzados que faciliten
la germinacién precoz.

V.7.1,6. CONTENIDO DE PROTEINAS

Los niveles de albuminas y globulinas alcanzados en los
embriones somdticos cultivados en medic de desarrollo
suplementado con las conceptraciones ya mencionadas de
sorbitol de los dias de cultivo 28 al 35 y del 35 al 42, al
igual que las de los lotes control usados para éstos ensayos,
se muestran a continuacioén en las Figs. No. 64 y 65.

En estas figuras se observa que los niveles de albuminas
¥ globulinas fueren mayores en los lotes experimentales con
respecto al control, tanto en los ES cultivados de los 28 a
los 35 dias, como en aguellos cultivados del dia 35 al 42 en
presencia de sorbitol.

Es también evidente la presencia de un mayor contenido
de proteinas en las fracciones embrionarias II, III y 1V,
las cuales corresponden a los estadios de desarrollo nas
tempranos, los que ademds se presentan en una mayor
proporcién y al parecer se mantienen durante mas tiempo, pues
su velocidad de crecimiento o desarrollo es mas lenta.

Este resultado es interesante porque de alguna manera
se logré un incremento en el contenido de proteinas de
reserva (globulinas), la cual pudo ser debida a una mayor
sintesis de éstas o a su acunulacién. En eéstas figuras
también es evidente la presencia de las diferentes fracciones
embrionarias y su mayor contenido de proteinas que los lotes
control.
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EFECTO DE SORBITOL £ 108 35 DIAS
CONTROL 2 8%

2

G500 5t ’?8‘38*—“‘58‘?0*79*“—’59’79
FRACCION ENERIONARIA

Fin. 64 Comparacion de los mwveles de albuminas y globulinas en
mg. de proteina/g. de tepdo fresco, obtenidos en fraccio-
nes de diferente densidad de ES cultivados en wmedio de
desarrollo suplementado con sorbito! a concentraciones
de 8 %, B8 % y 12 % del di1a 28 al dia 35,
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EFECTO DE SORBITOL A LOS 42 DIAS 2
CONTROL 2 ¥ 8 127
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Fig. 65 Comparacion de los niveles de albuminas y globulinas en
" mg. de proteina/g. de tejido fresco. obtenidos en fraccio-
nes de diferente densidad de ES cultivades en medio de
desarrollo suplementado con sorbitol a concentraciones
de 2 %, 8 X y 12 % del dia 35 al' dia 42.
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V.7.1.7. RELACION ALBUMINAS/GLOBULINAS

Es importante notar que el incremento en los niveles de
globulinas, es acompanado por un gran incremento en los
niveles de albuminas, lo que conduce a los resultados en la
relacién albuminas/globulinas para las cosechas de los
tratamientos de sorbitol a los 35 y 42 dias, que se muestran
en las figuras 66 y 67.

RELACION ALBUMINAS/GLOBULINAS
COSECHAS SORBITOL 36 ¢

REL. A/G
2r

8.5
7.8

4.2

4{ 92 4 83 33 09 83 a9 a4

0 2% O 2% 8% 12% Ci 2%E 8% 128 CUi 2% Bl 12% v
TRATAMIENTO
B rrac FRA0 1 53 FRac.m B8 FRACIY
Fig. No. 66. Relaciones albuminas/globulinas de ES del
tratamiento de sorbitol del dia de cultivo 28 al
35, correspondientes a las fracciones de 30, 50, 70
y 90 % p/v de sacarcsa del gradiente de densidad.

ey

En estas figuras se observa que la relacién A/G en las
fracciones embrionarias es mayor en el tratamiento con
sorbitol al 2 %, en comparacién con las relaciones A/G
obtenidas con el control y con las otras concentraciones de 8
Yy 12 %, en las cuales la relacidn disminuye y es menor atn
que con el control.

Estos resultados indican que en los tratamientos de 8 y
12 %, las globulinas contribuyen en mayor proporcidén al mayor
contenido de proteinas y sus niveles no se ven superados por
las albuminas, como ocurre en la concentracién de 2 % y en el
control.

Estos mayores niveles de globulinas en los tratamientos
de 8 y 12 %, sin embargo corresponden también a niveles nuy
altos de albuminas lo cual es un efecto no nuy deseable
porque en esta fraccion de proteinas se cuenta con una gran
cantidad de enzimas protecliticas que podrian causar una
fuerte disminucién por hidrélisis de 1las proteinas de
reserva.
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RELACION ALBUMINAS/GLOBULINAS
COSECHAS SORBITOL 42 d

REL. A/G
0

% 2% o 2%% 8% 2% CNl 2% 8% 128 GV
TRATAMIENTO

BB FRAC FRAG it [ FrAac 1 HE FRAC, IV

Fig. No. 67. Relaclones albuminas/globulinas de ES
cultivados en medio de desarrollec suplementado con
sorbitol al 2, 8, y 12 Y del dia de cultivo 35 al
42, correspondientes a las fracciones de 30, 50, 70
Y 90 % p/v de sacarosa del gradiente de densidad.

V.7.1.8. CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS DE RESERVA EN E3
CULTIVADOS CON BORBITOL.

La identificacién y la caracterizacién parcial de las
proteinas de reserva en las fracciones de globulinas
obtenidas con los diferentes tratamientos, se muestra a
continuvacién, mediante los patrones polipeptidicos obtenidos
por SDS~PAGE:

Estos patrones al ser comparados con los
correspondientes de los extractos de ES cultivados en
condiciones basales y con los de la semillas, revelan que hay
unas bandas importantes que se presentan en éstos
tratamientos y que corresponden con las caracteristicas de
los patrones establecidos para la semilla y para los ES.

Por otro lado, también se observa gque los patrones

correspondientes a la fraccién de albuminas son similares a
los anteriormente obtenidos con semillas y ES basales.
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V.7.1.9. ROCKET INMUNOELECTRQOPOREBIB

La identidad de las globulinas (proteinas de reserva),
fue confirmada mediante el Rocket inmunoelectroforesis, para
los extractos de globulinas de las diferentes fracciones de
embriones somAdticos cultivados en medio de desarrollo
suplementado con sorbitol a las concentraciohes de 2 %, y 8 %
p/v del dia de cultivo 28 al 35, se obtuvieron los resultados
gue se muestran en la Fig. No. 71.

En esta placa de inmunoelectroforesis se observa gque los
extractos de globulinas de los embriones somdticos cultivados
en medio de desarrollo suplementado con sorbitol a las
concentraciones de 2 y 8 %, presentan las proteinas de
resexva especificas de las semillas de alfalfa, sobre todo en
la fraccioén embrionaria II correspondiente al estadio de
torpedo, se observan inmunoprecipitados no bien definidos
debido aparentemente a una alta cocnentracién del antigeno
que no permite la formacién precisa de los
inmunoprecipitados, sin embargo aiin cuando éstos enmbriones
somdticos presentan la formacién y acumulacién de 1las
proteinas de reserva, los parametros de calidad del cultive
con ésta manipulacién de medio son mas bien desfavorables.

Para las fracciones de globulinas de los extractos de ES
cultivados en medio de desarrollo suplementado con sorbitola
diferentes concentraciones del dfa de cultivo 35 al 42, los
resultados se muestran en la Fig. No. 72. En ésta figura se
muestra la altura de los inmunoprecipitados obtenidos para
cada muestra, asi como las concentraciones estimadas de
acuerdo a la altura de los inmunoprecipitados en ng de
proteinas/5 ul de muestra sin diluir.

Observando los resultados anteriores, podemos decir que
se logrd un incremento en los niveles de proteinas de reserva
con este agente, siendo el mejor tratamiento el de 2 %, pues
se obtuvieron niveles importantes de globulinas en fracciones
que solo se presentaron con los tratamientos con sorbitol
(pues en el control, sdélo se obtuvo una fraccién de baja
densidad correspondiente al estadio de cotiledonar), sin
embargo los parametros de crecimiento y calidad del cultivo
fueron mas bien bajos con relacién al control, 1lo cue
representa un alto riesgo pues se pueden lograr altos niveles
de proteinas a cambio de abatir la calidad del cultivo.

Por esta razén, sefalamos la conveniencia de probar a
las concentraciénes sugeridas, variando 1los tiempos de
cultivo con este agente, pues si bien la manipulacién no
arrojé resultados impactantes, se logré el objetive de
establecer las concentraciones aproximadas de trabajo para
lograr resultados mas favorables.
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de globulinas de los diferentes estadios de desarrolio esbrionario,
cultivados en medio de desarrollo suplementedo con sorbitol a les
concentraciones de 2 X ¥ 8 X p/v del dis de cultivo 28 al 35,



V.7.2. RESULTADOB ACIDO ABBCIBICO

En esta manipulacién de medio, se suplemento el medio de
desgrrollo con Acido abscisico a una concentracién unica de
107 M, 1los embriones somdticos fueron cultivados en
presencia de este agente en condiciones de oscuridad de los
dias de cultivo 28 al dia 35 y del 35 al 42. Los resultados
obtenidos para cada uno de los parametros evaluados y el
analisis de los mismos se presenta a continuacién:

V.7.2.1. REBPUEBTA:

Este parametro fue evaluado de la misma manera que en los
tratamientos de sorbitol, esto es, se consideré como una
estimacién indirecta de la cantidad de callos que presentaron
formacidn de ES. Los resultados obtenidos se muestran en la
Fig. No. 73.
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Fig. No. 73. Indices de respuesta expresados en mg de
embgiones/l de callos, para los tratamientos de ABA
1072 M de las cosechas correspondientes a los 35 y
42 dias de cultivo

Como se observa en la tabla y en la grdfica anteriores,
la respuesta en el tratamiento de ABA-I (35 dias de cultivo),
fue menor en un 8.53 % con respecto al control, sin embargo
en el tratamiento de ABA-II (42 dias de cultive), 1a
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respuesta se incrementd y superd al control hasta en un 173.7
%, éstos resultados indican que la formacidn y proliferacion
de estos callos no se vié afectada de manera negativa, sino
gue mAs bien se provocé una mejor callogénesis, la formacidn
y desarrollo de los ES, tampoco se abatié drasticamente
aunque aparentemente se cuenta con pocos embriones por callo,
como indican los bajos niveles de rendimiento.

V.7.2.2. RENDIMIENTO:

Al iqgual que en los tratamientos de sorbitol, para los
cultivos con ABA, éste parametro fue evaluado indirectamente
durante el tratamiento mediante el cambio en peso fresco de
los embriones somaticos, por cada gramo de callo, como una
medida util para determinar la formacién y crecimiento de
los embriones somdticos en el cultive in vitro. Los

resultados de los ensayos con ABA se presentan en la Fig. No.
74.
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Fig. No.74. Indices de rendimiento expresados en mg de
gmbriones/g callo, para los tratamientos de ABA 10~

M de las cosechas correspondientes a los 35 y 42
dias de cultivo

En éstos resultados se observa que el rendimiento en los
lotes experimentales, fue menor en un 80 % en el tratamiento
ABA~1l con respecto al control de 35 dias y en un 21.22 % para
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el tratamiento ABA~2 con relacidn al control de 42 dias. Sin
embargo, es interesante sefialar que en el lote control, el
rendimiento disminuye a los 42 dilas, en un 24.32 % en tanto
que en la presencia de ABL el rendimiente se incrementa a
este mismo tiempo de cultivo en un 198 %, éste efecte puede
atribuirse a que los embriones somdticos de el lote
experimental incrementan su peso por unidad de biomasa y no a
una nueva generacién de embriones, ya gue en la tabla
correspondiente a los %’s de peso de las diferentes
fracciones embrionarias durante el cultivo, se observa gue no
hay una aportacién de peso debida a la presencia de embriones
somdticos en etapas tempranas de desarrollo. En el caso de el
lote control correspondiente 21 ensayo de 42 dias, se observa
que tampoco hay generacioén de ES, sin embargo hay una
importante generacién de ES en el estadlo de desarrollo
cotiledonar que provoca indices de rendimiento altos.

Estos resultados ipdican que 1la proliferacién y el
crecimiento de los embriones fueron limitados por el ABA, sin
embargo esto no involucra una merma importante en la
formacién de los mismos, ya que es posible encontrar todos
los distintos estadios embricnarios en estos cultivos y cada
uno de ellos en buena proporcidn (de 8 a 25 #%). Las
diferencias en los niveles alcanzados con el control y con el
lote experimental, pueden entonces deberse a algun efecto
nocivo en el desarrollo causade por la concentracién
utilizada de ABA o por el tlempo de exposicién en el cultivo.

V.7.2.3. CRECIMIENTO:

También este pardmetro fue evaluado indirectamente como
en el caso del sorbitol, y de igual! manera, fue utilizado
para conocer el cambio en peso fresco de los callos con
embriones somdticos durante el desarrollo embrionaric. Los
resultados obtenidos en nuestros cultivos, se muestran en la
Fig. No. 75.

En este parametro, se observa el mismo efecto gque en el
caso de la respuesta, observandose un mayor crecimiento en el
tratamiento de ABA-II, con respecto a su control (54.9 %) y
con el tratamiento de ABA-I (215.2 %), lo que hace suponer
que aplicado durante la fase final del desarrollo, el
crecimiento es favorecido con el tratamiento utilizado en
condiciones de oscuridad. Los resultados en este parametro
también indican gque hay una buena formacién de callos y que
los embriones presentes pueden incrementar notablemente su
peso.
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Fig. No. 75. Indices de crecimiento expresados en mg de
callos con embriones/¢ de callos, correspondientes
a los lotes de ES cultivados en medio de desarrollo
suplementado con ABA 1072 M del dia de cultivo 28
al 35 y del dia 35 al 42,

V.7.2.4. GERMINACION:

Los resultados obtenidos en la germinacién de los ES
cultivados con éste tratamiento, fueron muy importantes vy
determinantes ya que demuestra la gran alteracién fisioldgica
causada por este agente en los ES en cultive. Los resultados
obtenidos se muestran en la Fig. No. 76.

Come se muestra en dicha figura, se abatid casi
totalmente 1la capacidad de 1los embriones para germinar,
obteniéndose niveles de germinacién de 0 %, durante las
primeras 15 semanas de evaluacidén para los tratamientos de
ABA-~I y ABA-II. Por lo que se considerdé que estos resultados
anu%aban totalmente la utilidad del ABA a la concentracién de
1072 My su empleo en el cultivo in vitro de los embriones
somdticos en desarrollo bajo condiciones de oscuridad. Sin
embargo, se realizé una segunda evaluacién a las 17 semanas
de cultivo en medio de germinacidén en la que se observéd que
inesperadamente algunos de los embriones del tratamiento de
ABA I germinaron wmuy tardiamente (ABA 1), si bien el % de
germinacién de este lote, fue muy bajo (14.8 %), fue
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alentador ya que nos indicé nuevamente que a menores
concentraciones o durante menos tiempo de exposicién podria
lograrse cultivar embriones somaticos capaces de germinar
normalmente. Por otro lado, consideramos que aunque esto
sucediera, 1los embriones obtenidos no podrian contener
niveles altos de proteinas de reserva que era nuestro
objetive principal por 1lo que consideramos que este
tratamiento no fue exitoso.
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Fig. No. 76. Indices de germinacion de los embriones
sopdticos cultivades e medio de desarrollo
suplementado con ABA 1077 M y mantenidos en medio
de germinacién durante 15 semanas (ABA I) y 17
semanas (ABA I'). Los resultados corresponden a las
cosechas de 35 y 42 dias de cultivo.

V.7.2.5. % EN PEBO DE LAS FRACCIONES EMBRIONARIAS:

El cambio en el % el peso fresco de las diferentes
fracciones embrionarias presentes, asi como la contribucién
de cada una de éstas en el peso total del cultivo, fueron
estimados para las diferentes cosechas y los resultados se
muestran en las figuras No. 77 y 78.
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% PEBO FRES8CO DB LOS DIFERENTES ESTADIO8 DE DESARROLLO

35 y 42 DIAS

TRATAMIENTO F90 F70 F50 F30 FONDO
ABA I 19.60 22.22 25,22 12.97 17.52
CONTROL 18.83 19.85 18.75 25.62
ABA II 7.99 6.89 16.62 26.85 17.27
CONTROL 6.60 6.88 86.52

Fig. No. 77. vPeso fresco expresado en %, para los

Fig.

diferentes estadios embrionario F90 (estadio
globular y corazén, F70 (estadio torpedo), F50
(torpedo maduro), F30 (cotiledonar) 5 para las
cosechas de los tratamientos de ABA 10 M a los 35
(ABA I) y 42 (ABA II) dias de cultivo.

% PESO DE LAS FRACCIONES EMBRIONARIAS
ABA 35 Y 42 DUAB
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No. 78. Peso fresco expresado en %, para los
diferentes estadios embrionario F90 {estadio
globular y corazon, F70 (estadio torpedo), F50
(torpedo maduro), F30 (cotiledonar} y la fraccién
del fondo, correspondxegtes a las cosechas de los
tratamientos de ABA 10 M a los 35 (ABA 1) y.42
(ABA 2) dias de cultivo.
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Un resultado muy evidente en éstas figuras, es la gran
heterogeneidad de estadios de desarrollo durante el cultivo
in vitro, que es muy clara en los lotes de ABA a los 35 y 42
dias y en el lote control a los 35 dias.

Asi en nuestros resultados podemos observar que en les
tratamientos con ABA, al igual gue en lote control de 35
dias, se presentan casi todos los estadios de desarrrolloe
enbrionario y en el caso de ABA-1 hay una pequeia proporcién
de ES en estadio cotiledonar y mayores proporciones de ES en
estadio globular-corazon y terpedo, esto es, estadios de
desarrollo juveniles. En comparacién con el lote control,
observamos que éste muestra un estadio de desarrolle avanzado
y los %’s de peso de cada uno de los estadios de desarrollo,
se encuentran casi en la misma proporcién.

En el tratamiento z los 42 dias, el cultivo en general
se encuentra en una etapa terminal, habiendo una mayor
proporcién de estadios de desarrollo avanzado, en tanto que
el control de este tratamiento muestra una gran cantidad de
ES en estadios de torpedo maduro, pero aun no en estadio
cotiledonar.

La inhibicién del crecimiento con este agente no fue tan
clara como en el caso del sorbitol, pues la tendencia del
cultivo no es hacia la inhibicién de la germinacién precoz,
ya gue se alcanzan estadios de desarrollo avanzados antes que
en el control, sin embargo es necesario sefialar que diversos
factores afectan el desarrollec en condiciones basales, pues
en ensayos anteriores; a éste tiempo puede encontrarse el
término de desarrollo embrionario en condiciones basales y
en éste tratamiento en particular, el lote control mostré un
ligero retraso.

V.7.2.6. CONTENIDO DE PROTEINAS:

El contenido de proteinas, en especial de las globulinas
fue uno de los parametros criticos a evaluar en cada una de
las manipulaciones de medio, ya que es una medida de nuestro
principal objetive que fue incrementar 1la acumulacicén de
éstas proteinas en los lotes experimentales, con relacidn a
los niveles obtenidos en los lotes control. Con la aplicacidén
de &cido abscicico al medio de cultivo, se encontraron los
resultados de las Figs. No. 79 y 80.

Como muestran dichas figuras, en la cosecha a 35 dias se
obtuvieron indices de albuminas y globulinas superjores
(hasta a 16 mg de proteina por g de tejido), a los observados
en el lote control a éste tiempo de cultivo. Si bien en el
caso de las globulinas, las diferencias son pequefias (aprox.
5 mg de proteina/g de tejido), es interesante sefialar que los
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EFECTO DE ABA A LOS 35 DIAS
CONTROL

Fig. 79 Comparacion de los nivetes de albuninas y globubnas-en .. oo 20
mg. de protemarsg. de tepdo fresco. obtenidos en fraccio-"
nes de diferente densidad de ES cultivados en medio de

desarrcllo, suplementadc con ABA 109N d=! dia 29 2l dia
35 en condiciones de osruridad.



EFECTO DE ABA A LOS 42 DIAS
CONTROL
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FRACCION EMBRIONARIA

Fig. 80 Comparacton de los niveles de albuminas y globulinas en
mg. de proteina/g. de tejido fresco, obtenidos en fraccio-
nes de diferente densidad de ES cultivados en medio de
desarrallo, suplementado con ABA 10°% M de! dia 35 al dia
42 en condiciones de oscuridad.
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niveles de globulinas se mantienen casi iguales en todos los
estadios de desarrollo y no disminuyen hacia los estadios de
desarrollo mds avanzados, este efecto es un indicativo de que
las proteinas sintetizadas no se estan perdiendo por
hidrélisis o por algun factor gue no permita su acumulacion.
Es muy importante sefialar que hacia el final del desarrollo
embrionario, los niveles de globulinas no decaen fuertemente
como en el control, lo cual es muy favorable.

En el caso de la cosecha a los 42 dias, se observa un
comportamiento mas regular en los niveles de albuminas, los
cuales se incrementan progresivamente hasta los estadios de
desarrollo intermedio (hasta 12 mg de proteina/g de tejido) y
posteriormente decrecen en los uUltimos estadios embrionarios,
este decremento también ocurre en los niveles de globulinas
de los embriones anormales (fraccién 0), sin embargo desde la
fraccién IV (90 %) a la I (30 %), encontramos casi el mismo
contenido de globulinas, el cual es mayor que en el control
de esta cosecha (aprox. 3 mg de proteina/g de tejido). Este
resultado es interesante ya que no hay pérdida de globulinas,
pero aun debemos saber a que proteinas especificamente esta
siendo debida la constancia en los niveles de las mismas.

V.7.2.7. RELACION ALBUMINAS/GLOBULINAS:

La relacién entre los niveles de las dos principales
fracciones proteicas (albuminas y globulinas), se obtuvé para
cada cosecha, los resultados se muestran las Figs. No. 81 y
82,

TRATAMIENTC F90 F70 F50 F30 FONDO
ABA I 3.36 2,59 4.68 3.47 4.20
CONTROL 3.11 3.44 3.13 3.72
ABA II 2.71 5.41 4.7 3.50 4.23
CONTROL 3.0 14.91 1.83 6.08

Fig. No. 81. Relaciones albuminas/globulinas de los
diferentes estadios embrionarios de ES cultivados
en medio de desarrollo suplementado con ABA 107° M
en las cosechas correspondientes a los 35 (ABA I) y
42 (ABA II) dias de cultivo,
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Fig. No. 82. Comparacidén de los niveles obtenidos en la
relacién albuminas/globulinas de los diferentes
estadios embrionarios de ES cultivados_en medio de
desarrollo suplementado con ABA 107> M en 1las
cosechas correspondientes a los 35 (ABA I) y 42
{ABA II) dias de cultivo.

Como se observa en los resultados anteriores, la
relacidn A/C para el tratamiento de ABA-I, fue en general
mayor a la obtenida en el lote control, lo cual indica que
con este tratamiento, hay una mayor sintesis de albliminas gque
de globulinas durante 1la fase inicial del desarrollo
embrionario; sin embargo, en la cosecha del tratamiento de
ABA-II, se cbserva gue la relacidn A/G incrementa un poco con
relacion a la obtenida en ABA-I, pero es mucho menor que la
obtenida en el lote control correspondiente, este resultado
evidencia que la sintesis de albuminas Yy/o globulinas, se
incrementa notablemente en los ES cultivados en condiciones
basales, hacia el final del desarrollo embrionario; esto no
sucede con el lote expecrimental en el que la relacidn
albuminas/globulinas no alcanza niveles tan altos. De alguna
manera, se puede decir entonces, gque con este tratamiento se
logré una pequena inhibicion en la sintesis de albuminas, o
bien que se logrd un efecto permisivo en el incremento de los
niveles de globulinas.
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V.7.2.8. CARACTERIZACION DE LAS PROTBI%?B DE RESERVA EN EB
CULTIVADOS CON ABA 107 ° K

La identificacién y la caracterizacidén parcial de 1las
proteinas anteriormente cuantificadas se realizé por
electroforesis en dgeles de poliacrilamida y SDS-PAGE, en
estos ensayos se obtuvieron los resultados que se muestran en
las Figs. No. 83 y 84,

En los geles de dichas figuras, observamos que los
patrones caracteristicos de las globulinas de los embriones
somético% cultivados en medio de desarrollo suplementado con
ABA 10~ M en oscuridad presentan diferencias en 1la
composicién y P. M, de los polipéptidos obtenidos, con
reswpecto a las globulinas de semillas de alfalfa y a las de
ES cultivados en medio de desarrollo basal, lo que sugiere
que aparentemente las proteinas obtenidas con esta
manipulacién de medic no son las de nuestro interés y lo que
también evidencia que esta manipulacién de medio no es
adecuada para los propositos de ésta investigacidn, sin
embargo se realizé el "“Rocket" inmunoelectroforesis para
confirmar si efectivamente las proteinas presentes no eran
identificadas por el anticuerpo.

V.7.2.9. ROCKET INMUNOELECTROFOREBIS

Los andlisis de las globulinas por "Rocket"
inmuncelectroforesis, dieron como resultado las placas que se
observan enlas Figs. No. 85 y 86, en las que se observa que
los inmunoprecipitados formados son muy pequefios, 1o que
demuestra gque la cantidad presente de proteinas de reserva
especificas es pequenia. Ademds se observa la presencia de
inmunoprecipitados grandes gue no estan totalmente formados y
cuya intensidad es baja, éstos inmunoprecipitados parecen
corresponder a la presencia e incremento en concentracion de
una de las subunidades componentes de la 7S, éste resultado
ya ha sido citado por otros autores gue menciocnan que el ABA
induce a un incremento en la sintesis de la subunidad B de
la 78 de semillas de soya (Bray and Beachy, 1985).

Este resultado es interesnate ya que si se estimulé un
incremento probablemente de esta subunidad en las proteinas
de los ES, sin embargo, deado que la concentracidén de las
demas subunidades es pequefia y a que los parametros de
calidad del cultivo son deficientes, confirmamos que ésta
manipulaci’n no es adecuada en las condiciones experimentales
probadas.
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CARRIL MJESTRA EARRIL MUESTRA

Globulinas ABA c/dil FI
Globul inas ABA c/dil FII
Globul inas ABA c/dil FIIY

1 2 AlXninas ABA F Callo
2 3 Albiminas ABA f O

3 4 Albdminas ABA F |

4 Globulinas ABA c/dll FIV 5 Albininas ABA F 11

5 Globul inas ABA s/clil F [ Albuminas ABA F III
& Clobul inas ABA a/dit F |1 7 Altxminas ABA F IV
7 Gleoulinas ABA s/dil F LI 8 Harcedores de Po M.

8

Marcadores de P. M. 9 Globullnas ABA F Catlo

3 Albumines s/dit F 1 10 Globulinas ASA F O

10 Albiminas s/dil F [ n Globulinas ABA ¥ T

n Albminas s/dil F 118 12 Globulinas A4 FI!

12 Albiminas s/dil F IV 13 Clobulinas ABA F 111

13 Atbiminas c/di{ F 1 1% Globulinas ABA F IV

1% Albuminas c/dit F 12

15 Albuminas c/dit F 111

. Fig. No. 83, Patrones potipeptidicos correspondientes m los extractos Fig. Wo. B&. Patroncs pollipeptidices correspondientes a [os extractos

lln dilucién ¥ con dilucion 1:10 de albuminas y glooulinas de ES cultive- de slbiminas y globulinas de £5 cultivados en medio de desarrollo suples
dos #n eedio de desarrollo suplementado con ABA 10°5 W en cordiciones de oscu- rentado con ABA 10°5 4 en condiclones de oscuridsd de los 35 a los &2
ridad de los 28 & los 35 dias de cultiva, diss de cultive,
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Fig. Mo, B5, Place de *Rocket® {rmuncclectroforesis pera las
fracciones de globulines de 105 eatractos de E5 cultivados
en medio da deserrollo suplementado con ABA 1072 N en condi-
cloncs de oscuridad det dla de cultivo 28 i 35 F | (estadio @
corazon-globutlsr), F 11 ( torpeda joven), F |11 (torpedo ma-
duro, f IV (torpedo tardfo), F V (cotiledonary y ¥ O {emdrios
nes anormales).
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Fig. Wo, BS. Place de "Rocket® {rmunoclectroforesis pars las
tracciones de glotulinas de los extractos de ES cultivados
en medio de desarrolio suplementade con ABA 10°5 W en condi-
ciones de oscuridad del dis de cultivo 35 al 42 F 1 (estadio
coraz6n-giobutar), F It ( torpedo javen), F 111 (torpedo ma-
dura, IV (torpedo tardlo), F v (cotiledonar) y F O (embrio-
nes anarmales),



V.7.3. REBULTADOS CON EXTRACTO DE EMBRIONES SBEXUALES
INKMADUROS (BEC).

Como se menciond en la seccién de materiales y métodos,
la preparacién de 1los medios de cultivo para ésta.
manipulacién de medio, involucré 1la esterilizacién por
autoclave (para la mitad del lote de medio de cultive), y por
filtracién a través de membrana de 0.22 pm (para la otra
mitad del late), este tltimo procedimjento fue lento, debido
a que se requiere de un gran numero de filtraciones, primero
a través de membrana de 0.45 um Yy después a través de
membranas de 0.22 um, hasta la obtencién de un filtrado
claro, el cual era adicionado en condiciones asépticas al
medio de cultivo basal recién esterilizado por autoclave.

Podemos decir gque el tratamiento utilizado para 1la
preparacién de los medios de cultivo fue adecuado, pues se
tuvieron indices de contaminacién muy bajos y mas bien
debidos a errores en la manipulacién del material vegetativo.

Ios resultados obtenidos con 1los lotes de este
tratamiento se discuten a continuacioén.

V.7.3.1. REBPUESTA:

Al igual que en los tratamientos de sorbitol y dcido
abscisico, este parametro fue evaluado para cada uno de los
lotes experimentales y sus lotes control correspondientes,
los resultados cobtenidos se muestran en la Fig. No. 87.

Como es posible observar en la figura mencionada, los
indices de respuesta obtenidos con ésta manipulacién de medio
para la cosecha a los 28 dias, muestran que el medio de
cultivo suplementado con EEC causé un decremento de 76.3 % en
el tratamiento de autoclave y de 77.05 % en el tratamiento de
filtracién con respecto al control, sin embargo en las
cosechas a los 35 y 42 dias, se observa que los lotes
experimentales superaron al control en aprox. un 55 $ a los
35 dias y en aprox. 64 % a los 42 dias. El incremento de la
respuesta de los lotes experimentales a los 35 dias (88 vs.
73.3 mg de embriones/# de callos) y 42 dias (80 vs. 75 mg de
embriones /# de callos), demuestra gque el <tratamiento de
esterilizacién por autoclave fue ligeramente mas favorable
que el tratamiento de esterilizacién por filtracién, sin
embargo las diferencilas en los resultados son muy pequehas y
podemos decir gque ambos tratamientos son  igualmente
favorables.

En la evaluacién de este parametro es evidente también
que los resultados con esta manipulacioén de medio fueron mas
satisfactorios que los obtenidos con los ensayos de sorbitol
y dcido abscisico.
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RESPUESTA EEC autoc. v fil.
28, 35 Y 42 DA

snbriones/cslion
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Fig. No. 87. Niveles de respuesta, expresados en mg de
embriones/# de callos del tratamiento de extracte
de embriones sexuales inmaduros a una concentracién
de 2 g/1, para las cosechas a los 28, 35 y 42 dias
de cultivo., (EECf) Extracto de embriones cigétices
esterilizado por filtracidén, (EECa} Extracto de
embriones cigéticos esterilizado por autoclave,
(Crl) Control.

V.7.3.2. RENDIMIENTO:

La evaluacién de este parametro en los lotes
experimentales y en el lote control, se realizé de manera
similar a los tratamientos de sorbitol y acido abscisico.

Los resultados se presentan en la Fig. No. 88, en la que
se observa que en este parametro se obtuvieron resultados
diferenciales para los tratamientos de esterilizacién por
autoclave y filtracién.

El rendimiento en el lote cultivado en medio de
desarrollo suplementado con EEC esterilizado por filtracién,
disminuye progresivamente en el tiempo (desde 395.40 hasta
375.0 mg de embriones/qg de callo), con respecto al lote
control. En tanto que en el tratamiento de autoclave, hay un
efecto contrario, ya que se observa un incremento progresive
en los indices de este pardmetro en las cosechas de 28, 35 y

42 dias que va desde 266.7 hasta 342.8 mg de embriones/g de
callo.
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En cuanto al lote control, se observa gque sus
rendimientos siguen siempre el mismo comportamiento, esto es,
rendimientos pequefios al inicio del desarrollo, mayores en
los estadios de desarrollo intermedio (donde alcanzan los
maximos rendimientos del cultivo - 455.2 mg de embriones/g de
callos~) Yy que disminuyen nuevamente en los estadios de
desarrollo mis avanzados.

Para estos ensayos con EEC de filtracion, se obtuvieron
mayores indices de rendimiento para la cosecha de 28 dias gque
en su control; sin embargo en las cosechas a 35 y 42 dias,
no se superd al control., Si bilen, estas diferencias en los
datos existen, se puede decir que el abatimiento en
rendimiento no fue tan evidente como en las otras
manipulaciones de medio.

Los rendimientos obtenidos para este tratamiento fueron
satisfactorios, pues son evidencia de que los tratamientos

no afectaron negativamente el desarrollo embrionario in
vitro.

RENDIMIENTO EEC aut, y fil,
28, 38 Y 42 OIAS

soor 455.2
400
oo

200

EEQN EECs Ot EEX EECa Qi2 EEC! EECa Q13
TRATAMIENTO
Cosocha 28 d Cosooha 384 [ Cosoche 42 0

Fig. No. 88. HNiveles de rendimiento expresado en mg de
ambriones/qg de calle de los lotes de ES cultivados
en medio de desarrcllo suplementado con 2 g/l de
extracto de embriones sexuales inmaduros, para las
cosechas a los 28, 35 y 42 dias de cultivo. (EECf)
Extracto de embriones cigéticos esterilizado por
filtracidn, (EECa) Extracto de embriones cigéticos
esterilizado por autoclave, (Crl) Control.

171



V.7.3.3. CRECIMIENTO:

El crecimiento del cultivo con estos tratamientos de EEC
y de su lote control, se muestra en la Fig., No. 89, en donde
se observa que el crecimiento en los cultivos en medio de
desarrollo suplementado con EEC esterilizado por filtracién y
autoclave, mostraron un incremento importante (desde 12 hasta
98 %) en las cosechas de 35 y 42 dias y para la cosecha de 28
dias, se observa que sélo el tratamiento de autoclave superd
al control (72.73 vs. 63.5 mg de callos con embriones/{ de
callos).

Los indices de crecimiento alcanzados en cada unc de
los tratamientos experimentales también muestran diferencias
como en el caso de la respuesta, sin emhargo al igual gue en

ese caso, las diferencias son pequefas y se puede decir que
los tratamientos son igualmente favorables.

CRECIMIENTO EEG autoc, y fil.
26,36 ¥ 42 DU3

mg callo-ombrionan/ 4 ¢aiios
2601

¢ 200

150

oeck  odcAh Ot et gacA N2 Tmﬁ A GIo
TRATAMENTO
B8 Cosacha 28 d  EIR Cosocha 85d [T Conocha 42 d

Fig. No. B89. Niveles de crecimiento expresados en mg de
callo con embriones/# de callo correspondientes a
los lotes de ES cultivados en medio de desarrollo
suplementado cor. extracto de embriones sexuales
inmaduros a la ccricentraciéon de 2 g/1, de los dias
de cultive 21 al 28, del 28 al 35 y del 35 al 42.
(eecF) Extracto de embriones cigéticos esterilizado

por filtracién, (eecl) Extracto de embriones
cigéticos esterilizado por autoclave, (Crl)
Control.
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El crecimiento del cultive con EEC, para las cosechas de
28, 35 y 42 dias fue en el unico pardmetro en el que se logré
superar al control de manera evidente, durante toda la fase
experimental; lo cual indica que el cultivo tuvo una mejora
tanto en la proliferacidén del callo, como en la formacidn de
los ES y en la naturaleza de los mismos.

Podemos decir que el crecimiento y calidad del cultivo
con ésta manipulacidén de medio, son mejores que las obtenidas
en los cultivos en condiciones basales Yy que en 1los
tratamientos de sorbitol y 4cido abscisico.

V.7.3.4. GERMINACION:

Como ya se menciond, este parametro fue uno de los mas
importantes en la evaluacidén de la utilidad real de los
tratamientos de manipulaciones de medio, pues es una medida
que ayuda a determinar la calidad de los embriones somdticos
obtenidos in vitro. Los resultados de la germinacidn de
nuestros cultivos en medio de desarrollo suplementado con EEC
a una concentracién de 2 g/l, se expresaron en porcentaje y
son mostrados en la Fig. No. 90.

Como se observa en la figura mencionada, los indices de
germinacién alcanzados con esta manipulacién de medio, se
incrementaron notablemente superando al control en un 6.38 %
en el dia de cultive 28, en un 36.4 % en el dia de cultivo
35 y en un 95.4 % en el dia de cultivo 42, éste incremento
progresivo en los indices de germinacién, asi como el hecho
de que alcanzaron valores de 200 %, es justificado porque
hacia el final del cultive, se inicié una segunda fase de
embriogénesis que nosotros identificamos como embriogénesis
adventicia o secundaria ya gque se observd la formacioén de
pequeios embriones en la regién vecina a la parte basal de
los embriones somaticos maduros.

De este modo, con éste tratamiento, se logrd incrementar
muchisimo los niveles de rendimiento y germinacion,
contdndose ademas con embriones y plantulas sanas con
caracteristicas morfoldgicas bien definidas y un desarrolloe
rapido y normal. Muchas de éstas plantulas continuaron su
desarrollo y pudieron ser transferidas a tierra y mantenidas
en condiciones de invernadero.

Los resultados de germinacién para esta manipulacién de
medio fueron muy satisfactorios (desde 108 hasta 200 % a los
35 y 42 dias), ya que se demuestra que la aplicacion del EEC
durante el desarrollo embrionario es conveniente para obtener
buena calidad en el cultivo in vitro y como se verad nas
tarde, lograr altas concentraciones de proteinas de reserva..



Lograr obtener estos dos factores Jjuntos era nuestro
objetivo principal, por lo que los resultados de esta
manipulacién de medio, se consideraron como los mejores de la
fase experimental.

% DE GERMINACION

EEC 28, 35 y DIAS

% DE GERMINIARZION
250

R E3
TRATAAENTD

B3 23 0es

23 3 oas 0D azpies

Fig. No. 90. Indices de germinacién de los ES cultivados
en medio de desarrollo suplementado con EEC a una
concentracién de 2 g/1, correspondientes a las
cosechas de 28 dias (El), 35 dias (E2) y 42 dias de
cultive (E3), referidos a su control (CRL)

V.7.3.5. % PESO DE LAB FRACCIONES EMBRIONARIAS

La proporcion en peso fresco de cada una de las
fracciones embrionarias obtenidas por 1la separacidn en el
gradiente de densidad discontinua de sacarosa, se determinéd
para los lotes experimentales de autoclave y filtracidén y en
sus respectivos lotes control en las cosechas de 28, 35 y 42
dias. Los resultados obtenidos se muestran en las Figs. No.
91 y 92.

En éstos resultados se observa que en general, la
heterogeneidad del cultivo se incrementa con el tiempo y que
en el caso de los lotes control, hay una gran proporcidén de
embriones juveniles (est. globular y corazén) a los 28 dias.
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o0 F90 FTo 5% S F30 - 1 SUPERF,
25.37 24.69 37.39 14,38
26.27 46.07 27.43
21.76 20.82 14.95 14,81 27.86
16,61 20.23 61.36
7.4 17,68 50.9 24.01
16.48 18,26 21.82 L3.45
64.03 19.005 16.98
18.83 19.85 18.75 25,82 16.94
6.6 5.88 85.52

Pig. No. 91. Peso fresco expresado en % para 1los
diferentes estadios embrionarios F 90 (globular-
corazén), F 70 (torpedo joven), F 30 (cotiledonar),
para las cosechas de ES de los tratamientos de
filtracion (EECF) y autoclave (EECA), a los 28 (1),
35 (2) y 42 (3) dias de cultivo
% PESO FRESCO
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Fig. No. 92. Peso fresco expresado en 3% para los

diferentes estadios embrionarios F 90 (globular-
corazén), F 70 (torpedo joven), F 30 (cotiledonar),
y la fraccién de fondo, para las cosechas de ES de
los tratamientos de filtracién (TF) y autoclave
(TA) de los extractos de embriones sexuales
inmaduros, a los 28 (1), 35 (2) y 42 (3) dias de
cultivo
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En tanto que a los 35 dias, se observa la presencia de
embriones som&ticos en todos los estadios de desarrollo y
casi en la misma proporcién; finalmente a los 42 dias,
encontramos una gran proporcién de embriones somaticos en
estadio cotiledonar que indica el final del cultivo.

Por otro lado, en los lotes experimentales
correspondientes a los tratamientos de autoclave Yy
filtracién, observamos gque durante todo el desarrrollo
presentaron gran similitud en 1los estadios embrionarios
presentes y también en las proporciones de cada uno de éstos,
se observa también que en general, la heterogeneidad aumenta
y las proporciones de cada estadio de desarrollo disminuyen,
ya gque el peso total del cultive se divide cada vez entre mas
estadlios de desarrollo diferentes.

V.7.3.6 CONTENIDO DE PROTEINAS

Los resultados de la cuantificacién de las proteinas en
los extractos de embriones somaticos correspondientes a las
fracciones de albuminas y globulinas, después de cultivar
éstos del dia 21 al dia 28, se muestran en la Fig. No. 93.

En los resultados de este ensayo, se observa un
incremento importante en 1los niveles de albuminas del
tratamiento por filtracidn con respecto a los lotes control,
para las cosechas a los 28 y 42 dias de cultivo (10.5 vs 4.3
mg de proteinas/g de tejidc y 26.9 vs 7.5 mg de proteinas/g
de tejido, respectivamente). Para la cosecha a los 35 dias,
los niveles de albuminas no mwostraron un incremento
apreciable en el contenido de proteinas de las diferentes
fracciones embrionarias con respecto al control (12.49 vs
16.32 mg de proteinas/g de tejido}.

Para el tratamiento por autoclave, se observa que
también en lac cosechas de 28 y 42 dias (Figs. No. %4 y 95),
las diferencias en los niveles de albuminas alcanzados por
los lotes experimentales fueron mayores con respecto al
control ( 20.15 vs 4.3 mg de proteinas/g de tejidoc y 30.5 vs.
7.5 mg de proteinas/g de tejido, respectivamente), que en la
cosecha a los 35 dias (16.022 vs. 19.45 mg de proteinas/g de
tejido).

Cabe sefialar que la presencia de estas proteinas en los
diferentes estadios de desarrollec no ocurre de manera regular
en el tratamiento de filtracién como en el control y en el
tratamiento de autoclave, esto es, con niveles bajos de
albuminas en los estadios de desarrollo iniciales (corazén y
globular), que incrementan en los estadios de desarrollo
intermedio (torpedo} y disminuyen nuevamente en los estadios
avanzados (cotiledonar). En el tratamiento de filtracidn, se
observa que los niveles de albuiminas aumentan a medida que el
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estadio de desarrrollo es mids avanzado: en este tratamiento,
el incrementoc de las albuminas es acompafiado por un
decremento en el contenido de gleobulinas.

En las figuras referidas se observa que el contenido de
proteinas esta relacionado con los estadios de desarrollo
embrionario ya que al parecer los estadics mds avanzados
(fracciones de torpedo y cotiledonar), presentan mayores
niveles de albuminas. En la cosecha a los 28 dias para el
tratamiento de EEC esterilizado por autoclave (Fig. No. 93),
se observa que las concentraciones de albuminas no
corresponden con algun incremento similar en los niveles de
globulinas; en donde las concentraciones presentes son bajas
y muy similares en todos los estadios de desarrollo (de 2.193
a 2.976 mg de proteina/g de tejido). Asi en este tratamiento
no hay un incremento notable de los niveles de globulinas, a
este tiempo y los lotes experimentales se wven superados por
los lotes control.

Como ya se menciond para las cosechas a los 35 y 42 dias
(Fig. No. 94 y 95), es evidente que se alcanzan mayores
niveles de albuminas con los dos tratamientos de EEC que con
el lote control, en las siguientes gréaficas se observa que el
tratamiento con autoclave presenta un mayor contenido de
albuminas y que a diferencia del control, los estadios de
desarrollo mas avanzados se observan los niveles mas bajos de
albuminas.

En éstas dos cosechas el incremento de albuminas, si se
ve acompahado por un incremento progresivo y muy importante
de los niveles de globulinas (desde 1.8 hasta 10.7 mg de
proteina/g de tejido). Asi, las globulinas en éstos
tratamientos, se presentan ahora en mayor cantidad que en el
control y distribuidas mas diferencialmente de acuerdoc a los
estadios embrionarios correspondientes. En el tratamiento de
autoclave se observa que 1los estadios de desarrollo
intermedio y avanzado contienen niveles maximos de globulinas
(6.4 y 10.7 mg de proteinas/g de tejido) y los estadios de
desarrollo tempranos, niveles ninimos (4.04 mg de proteinas/g
de tejido).

En el caso del tratamiento de filtracién, se observa que
a medida que el desarrollo embrionario avanza, el contenido
de globulinas en los ES disminuye, sin embargo, al igual que
en el tratamiento de autoclave se obtuvo un mayor contenido
de proteinas que en el lote control (8.5 vs. 4.7 mg de
proteina/g de tejido), en los estadios de desarrollo mas
avanzados, lo cual es muy interesante ya que es muy favorable
contar con éstos niveles al final del desarrollo embrionario
in vitro.
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EFECTO DE EEC 4 LOS 28 DIAS
CONTROL ~ AUTOCLAVE FILTRACION

4‘39—‘%}3—%3-/—‘3@%*?9—-99—439%9*79-'
FRACCIONES EMBRIONARIAS

~,

FIG., No., 93. Comparacion de Los niveles de albiminas
y Qleobulinas en mg. de proteina/g. de tejido
fresco, obtenidos en fracclones de diferente
densidad (39, 50, 78 y 98 % p/v de sacarosa), de
ES cuttivados en medlo de desarrollo suplementado
con extracto de embriones sexuales dinmaduros
CEEC) de 1% dias p. a. esterilizado por
filtraciaon y autoctave 2 una concentracién de 2
g/t del dia de cultivo 21 alL 8 (4a. semana de
cuttivod.
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EFECTO DE EEC 4 LOS 35 DIAS

I 24
28

—['15

GINTROL AUTISLAVE SILTRACICN

78 ~36-°70
FRACCIONES EMBRIONARIAS

FIG. No. 9&4. Comparacion de los niveles de atbuminas
¥y globutinas en mg. de proteinas/g. de tefido
fresco, obtenidos en fracciones de diferente
densidad (38, 59, 70 y 9¢ % p/v de sacarosal, de
ES cultivados en medio de desarrollo suplementado
con . extracto de embriones sexuales {nmaduraos
(EEC) a2 g/t de 15 dias p.a. (durante La ia.
samana de cultivo) y de 39 dias p.a. (durante Lo
Sa. semana de cultivod, esterilizado por
filtracion y autoclave.
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EFECTO DE EEC A L0S 42 DIAS
control autoclave

filtracion

~£5-fg-2 555 *78*991?"—“38‘59“‘2,8*59‘—"
FRACCIONES ENBRIONARIAS

FIG. No. 55. Caomparaclén de Los nlveles de albdiminas
Yy globulinas en mg. de protefna/g. de tejido
fresco, obtenidos en fracciones de diferente
denstdad (3@, Se, 7@ y 32 % p/v de sacarosa), de
ES cultivados en medio de desarrollo suplementado
coh extracto de embriones sexuates inmaduros
(EEC)Y a 2 g/l de 15 dtas p.3. (durante Lla ta.
semana de cultivo? d4e J@ difas p.a. tdurante la
5a. semana Jde cuitivod y de 45 dias p.a. (durante
La 6a. semanas de  cultivoe), esterilizado por
filtracion v autoctave,
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V.7.3.7. RELACION ALBUMINAS8/GLOBULINAB

La proporcitén entre los contenidos de albuminas vy
globulinas fue evaluada para cada una de las fracciones
embrionarias de las cosechas de ES cultivados en medio de
desarrollo suplementado con EEC a una concentracién de 2 g/1
para las cosechas a los 28, 35 y 42 dias de cultive, asi como
en sus respectivos lotes control.

Este parametro es una estimacién de 1la importancia
relativa de los niveles de globulinas en mg de proteina/g de
tejido con respecto a los niveles de albuminas.

Los resultados de éste parametro se muestran a en las
figuras 96 y 97. En éstas figuras, se observa que la relacion
albuminas/globulinas, alcanzada por lotes de tratamientos con
EEC fueron muy altos al inicio del desarrollo embrionario
(cosecha de 28 dlas), siendo de 17.85 para el tratamiento de
autoclave y de 4.36 para el tratamiento de filtracién en las
fracciones de corazoén y globular, sin embargo ¢stos indices
gue fueron mayores que los observados en el lote control
(2.39), fueron disminuyendo progresivamente hacia el final
del desarrollo (cosecha de 42 dias), en el que finalmente se
alcanzaron indices de 3.33 y 2.22 para la misma fraccién
embrionaria, éstos valores fueron similares y aun menores en
este caso, que los obtenidos con el lote control
correspondiente (4.74).

RELACIOW ALBUMINAS/GLOBULINAS

COSECHAS DE EEC OE 2B, 35 ¥ 42 DIAS
AUTOCLAVE Y FILTRACION

> TRATANJENTO F 30 F50 .- F2 F 90 | FONDD ¢
EECIA 17.8% 4.97 .27
EEC1E 4,36 3.9 L7é
CoNTRoL 1 2.392 1.56 .51
EEC2A 8.48 12.37 .83
EECSF .46 8.4 Ned
CONTROL 2 2.374 3.92 .82 4.63
EEC3A 3.33 446 4.76 2.52
EECIF 2.22 3.09% 3.35 2.67 8,07
COMTROL § L.74 2,07 1.59

Fig. No. 96. Relacidn albuminas/globulinas para los
estadios embrionarios de los lotes de ES cultivados
en medio de desarrollo suplementado con EEC a 2
g/l, esterilizado por autoclave (EECA) y filtracidén
(EECF) a los 28 (1), 35 (2) y 42 (3), dias de
cultivo.
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RELACION ALBUMINAS/QLOBULINAS
Autoclave y flltraclon 28, 35 y 42 d

TAT TRl & TAz TF2 Il TA3  TF3  Cil
TRATAMIENTO
M rz0 ™M rs0 E3rF70 B Foo EE SUP

Fig. No. 97. Comparacién de los niveles obtenidos en 1la
relacién albuminas/globulinas para los diferentes
estadios embrionarios obtenidos al cultivar los ES
en medio de desarrollo suplementado con EEC a 2 g/l
esterilizado por filtracidén (TF) y autoclave (TA),
correspondientes a los 28 (1), 35 (2) y 42 (3) dias
de cultivo. :

De esta manera, se evidencia de manera clara gque hay un
cambio rapido en las actividades de sintesis de las protelnas
de reserva en los embriones somaticos que involucran una
primera etapa de una intensa sintesis de albuminas y
posteriormente una disminucién de ésta , asi como un rdpido
incremento en la sintesis de globulinas.

Los resultados en éste parametro fueron muy favorables
Ya que contar con niveles altos de proteinas de reserva hacia
el final de desarrollo, es muy conveniente pues que es el
momento en que los embriones somaticos han madurado, son
vigorosos y cuentan con un gran contenido de material de
reserva, De ésta manera éste tiempo puede ser el mas adecuado
pPara su encapsulacidén y preservacién,
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V.7.3.8. CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS DE REBERVA EN ES
CULTIVADO8 CON EEC.

Al igual que en los tratamientos de sorbitol y A4cide
abscisico, la identificacién y caracterizacién parcial de las
proteinas de reserva extraidas de las diferentes fracciones
embrionarias, fue determinada mediante el analisis de las
fracciones proteicas por electroforesis en SDS-PAGE y la
obtencién de sus patrones polipeptidicos.

Los resultados de éstos ensayos se utilizaron para
determinar el grade de similitud entre 1los patrones
polipeptidicos obtenidos en los lotes experimentales contra
las fracciones de globulinas de las diferentes fracciones
embrionarias de los lotes de ES cultivados en condiciones
basales y contra los que anteriormente se encontraron en las
semillas.

Los resultados obtenidos se muestran en las fotografias
de los geles de SDS-PAGE que se presentan en las Figs. No.
98, 99, 100, 101, 102 y 103.

En la Fig. No. 98, correspondiente al minigel de SDS-
PAGE que muestra los patrones electroforéticos de las
fracciones de albuminas y globulinas de los extractos de ES
del tratamiento de autoclave del dia de cultivo 28 al 35, se
observa gque los extractos de albuminas presentan algunas
bandas caracteristicas de las protelinas especificas de
semillas de alfalfa y que en los extractos de globulinas
encontramos un patron caracteristico de la 7 S en el estadio
de desarrollo de torpedo, los principales contaminantes en la
fraccion de albuminas parecen corresponder (por los valores
de peso molecular), a la globulina 11 S.

En el minigel de la Fig. No. 99, se muestran los
patrones electroforéticos de las fracciones de albuminas y
globulinas de los extractos de ES cultivados en medio de
desarrollo suplementado con EEC 2 g/1 esterilizado por
filtracién a través de membrana de 0.22 um del dia de cultivo
21 al 28.

En éste minigel, también se observa contaminacion de los
patrones de albuminas por polipéptidos caracteristicos de 1la
fraccién de globulinas. Y ademas se observa una clara
separacidén entre los grupos de polipéptidos mas importantes
(60, 50, 40 y 20 kD), sobre todo en las fracciones de
globulinas. Es muy interesante gue éstos patrones se observen
en estadios de desarrollo terminal como es el caso de las
fracciones II y I, que corresponden al estadio de torpedo
maduro y cotiledonar.
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En el minigel de la fig. 100 se muestran los patrones
electroforéticos de las fracciones de albuminas y globulinas
de los extractos de ES cultivados en medio de desarrollo
suplementado con EEC 2 g/l esterilizado por autoclave del dia
de cultive 28 al 35.

En éste minigel, se observa mucha similitud en los
patrones obtenidos con las fracciones de botén, albiminas y
globulinas, sin embargo, en las fracciones de globulinas, las
bandas caracteristicas son mds importantes.

Para el caso del tratamiento de filtraciodn del dia 28 al
35 (Fig., No. 101 En éste minigel, también se observa
contaminacién de patrones de globulinas en albuminas. Sin
embargo es importante notar que hacia el final del desarrocllo
se obtienen altos niveles de globulinas cuyos patrones
polipeptidicos son muy claros pues presentan pocos
polipéptidos de bajo peso molecular, lo que puede ser indicio
de una mayor compactacién o conformacién de las proteinas.

En el minigel del tratamiento de autoclave del dia de
cultivo 35 al 42. (Fig. No. 102), se aprecia un patrén casi
caracteristico de la globulina 11 S en las fracciones de
globulinas de ES, con la presencia de algunas bandas de 7 S ,
los patrones son limpios y son muy claros en las fracciones
de los estadios de desarrollo intermedio. Las albuminas
puestran gran heterogeneidad en los pesos moleculares de las
bandas obtenidas y a pesar de que los niveles de éstas
ultimas son altos, los niveles de globulinas son importantes.

En la Fig. No. 103, se observan los patrones
electroforéticos de las fracciones de albuminas y globulinas
del tratamiento de filtracidén del dia de cultivo 35 al 42.

Los patrones de globulinas de éste minigel, muestran una
gran cantidad de bandas caracteristicas de las proteinas 7 §
y 11S de las semillas de alfalfa, los patrones ontenidos son
bien definidos y claros, lo que demuestra gque a este tiempo
de cultive, las proteinas de reserva se encuentran bien
conformadas y ademids en cantidades similares a las de 1la
semilla. Es muy importante gque a éste tiempo de cultivo se
encuentren éstos resultados ya gque de aluguna manera, no se
observa el mismo fenémeno de degradacidn o desaparicién de
las proteinas que se observaba en los cultivos de ES en
condiciones basales.
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V.7.3.9. ROCKET INMUMOELECTROPORESBIS

El reconocimiento de las proteinas presentes en los
embriones somdticos cultivados con EEC, fue completado con
los ensayos mediante Rocket inmunoelectroforesis, en los gque
se obtuvieron los resultados que se presetan en las Figs. No.
104, 105 y 106 para las fracciones de globulinas de los ES
cultivados en EEC del dia de cultivo 21 al 28 y del 35 al 42.

En la Fig. No. 104, correspondiente a las fracciones de
globulinas de 1los extractos de ES cultivados del dia de
cultivo 21 al 28. Se observa que las fracciones embrionarias
a éste tiempo no presentan niveles de proteinas de reserva 11
5y 7 S (contra las gue se obtuvo el antisuerc), detectables
a éste tiempo.

En é&stas figura, no se observa la formacion de
inmunoprecipitados para ninguna de las fraccliones de
globulinas de los lotes de tratamiento con EEC ni para los
lotes control de ES, lo que suglere gque a este tiempo, atn no
se completa la formacién de las proteinas de reserva capaces
de ser reconocidas por los anticuerpos en ninguna de las
fracciones embrionarias.

En la Fig. No. 105, se muestra la placa de "Rocket"
inmunoelectroforesis para las fracciones de globulinas de los
extractos de ES cultivados del dia de cultive 28 al 35. En
ésta placa también se nuestra la altura de los
inmunoprecipitados obtenidos para cada muestra, asi como las
concentraciones estimadas de acuerdo a la altura de los
inmunoprecipitados en ng de proteinas/5 #l de nuestra sin
diluir.

En ésta figura, se observa que para las fracciones
correspondientes a los estadios de desarrollo de torpedo
joven y torpedo maduro del tratamiento de esterilizacion por
autoclave, se obtuvieron inmunoprecipitados muy bien formados
que demuestran gue a éste tiempo las globulinas de 1los
extractos de ES corresponden a las proteinas 11 S Y 7 S de
las semillas ya gque son especificamenter reconocidas por los
anticuerpos obtenidos para éstas udltimas, ademds de que la
estimacidén de la concentracidén en éstos extractos utilizando
la altura de los inmunoprecipitados correspondic¢ a 505.6 ng y
568.8 ng de proteina por cada 5 pl de muestra de globulinas
sin diluir.

Por otro lado, se observa gue para el tratamiento de
esterilizacidn por filtracidén, también se obtuve la formacién
de inmunoprecipitados para las 'fracclones embrionarias de
cotiledonar, torpedo maduro y torpedo joven, los cuales son
mds pequenos que en lote de esterilizacién por autoclave vy
cuya concentracién por altura corresponde a 442.4 ng, 379.2
ng y 316 ng de proteina/5 pl de muestra sin diluir,
respectivamente.
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Asi se observa que a éste tiempo de cultivo, 1los
eubriones so.étlcos cuentan ya con proteinas de reserva bien
for i légicamente identificables. Es inportante
sefialar las concentraciones en las que éstas proteinas se
presentan y que los estadios que mids proteinas de reserva
contienen son los de desarrollo intermedio, asi como que los
estadios mAs avanzados muestran los indices mas bajos. Las
diferencias entre los resultados de cada tratamiento se
evidencian clarasente en las placas de inmunoelectroforesis
obtenidas, pareciendo ser wis favorable el tratamiento de
autoclave.

En la Fig. Ko 106, correspondiente a la placa de Rocket
inmunoelectroforesis para las fracciones de globulinpas de los
extractos de ES cultivados del dia de cultivo 35 al 42. En
esta figura también se 1muestra la altura de los
inmunoprecipitados obtenidos para cada muestra, asi como las
concentraciones estimadas de acuerdo a la altura de los
izmunoprecipitados en ng de proteinas/5 pl de muestra sin
diluir.

En las figuras mencionadas se observa gque los
inmunoprecipitados formados por los extractos de globulinas
de cada estadio de desarrollo son muy grandes y estan casi en
el limite de la resolucidén de la técnica, ya que la forma de
los inmunoprecipitados no es muy clara lo que evidencia gque
hay un exceso de proteinas en éstos extractos. Se observa
también que a medida que el desarrollo embrionario avanza, la
concentracién de proteina presente es mayor, alcanzado los
niveles mdximos en los estadios de torpedo maduro, después de
éstos, cuando a1 desarrollo continda hacia los estadios
avanzados, la concentracisn de proteinas nuevamente
disminuye, éste efecto es el mismo que se observaba en los
extractos de ES cultivados en condiciones basalesg, sin
embargo la diferencia con respecto a éstos es que los valores
de proteinas eran casi de 0 y en los extractos con
tratamiento, a pesar de la disminucién de los niveles de
proteinas, hay una cantidad muy importante de éstas
proteinas.

otro aspecto importante a considerar es que en ésta
Gltima cosecha se alcanzaron niveles maximos de globulinas y
gue al final no hay una diferencia evidente entre el
tratamiento de filtracién y el de autoclave, pues las
concentraciones de proteinas de reserva 11 S y 7 S obtenidas,
son muy similares
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VI. CONCLUSIONES

Dado que en el presente trabajo, se evalué un gran
mimero de parametros en los embriones somaticos (ES) de
alfalfa (Medicago sativa L. var. Reagenlander L. A7034),
obtenidos in vitro, asi como algunas caracteristicas de los
materiales de reserva que éstos contienen, a continuacidn se
integran los resultados y andlisis de todas éstas variables
lo que nos permite evaluar la importancia de los resultados
obtenidos en ésta investigacién acerca de como ocurre en ésta
especale el proceso de embriogénesis somdtica y la expresidn
y acumulacién de 1las proteinas de reserva durante el
desarrollo embrionario jin vitro, tanto en condicicones de
cultivo basales como en medios de desarrollo suplementados
con diversos agentes que de alguna manera inhiben 1la
germinacidn precoz y que favorecen la acumulacidn de éstos
materiales de reserva.

En el presente estudio, donde el objetive principal fue
determinar la expresién y acumulacién de algunos de  los
materiales de reserva especificos de las semillas de alfalfa
(proteinas y carbohidratos), en los embriones obtenidos en el
sistema de embriogénesis somdtica de la alfalfa A7034, se
llegd a las siquientes conclusiones:

Se logré realizar la extraccién, cuantificacién vy
caracterizacion parcial de las albuminas y globulinas de los
embriones sexuales maduros (semillas) y de los ES. Los
protocolos utilizados para cada ensayo demostraron ser
practicos, sensibles, confiables y reproducibles. Mediante
éstos métodos se logrd establecer la identidad de 1las
proteinas de reserva (globulinas), presentes en los ES y
sexuales, evidenciando claramente que se trata de las mismas
proteinas en ambos casos y que los ES cuentan realmente con
todo le necesario para la sintesis de éstas, aun cuando la
acumulacién en los ES no ocurre como en la semilla, lo cual
puede ser debido mas bien a las caracteristicas morfoldgicas
de los ES y no a su maquinaria biosintética.

Mediante la cinética de desarrollo gque fue realizada
para analizar la morfologia, desarreollo, crecimiento,
respuesta, rendimiento, germinacién y niveles de proteinas de
reserva especificas de 1los ES cultivados en condiciones
basales en fotoperiodo Yy 9oscuridad, se logré ubicar
puntualmente los momentos mds importantes de sintesis,
acumulacidn y pérdida de las proteinas de reserva de los ES,
asi como la calidad del cultivo durante todo el desarrollo de
los embriones in vitro.

Los ES cultivados en un medio de desarrollo basal y en
condiciones de fotoperiodo, demostraron contener mas
proteinas de reserva especificas de las semillas de alfalfa,
que sus similares obtenidos en condiciones de oscuridad. En
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los cultivos en fotoperiodo también se obtuvo una mejor
calidad del cultivo, esto es, indices de respuesta,
rendimiento, crecimiento y germinacién mayores gque en el
cultivo en oscuridad.

Para el andlisis detallado del contenido de proteinas de
reserva presentes en cada uno de los estadios embrionarios
obtenidos, se logré establecer un método confiable para la
separacidén de éstos, mediante la utilizacién de gradientes de
densidad discontinua de sacarosa. Con los resultados de éste
experimento, se pudieron establecer los cambios en los
niveles de las proteinas de reserva durante el cultivo jin
vitro encontrdndose que en fotoperiodo el contenido maximo de
éstas proteinas ocurre entre los 33 y 36 dias de cultivo y
que hacia el final del desarrollo embrionario, éstas
disminuyen su concentracién en my de proteina/g de tejido
hasta casl desaparecer. Por otrc 1lado, en el cultive en
oscuridad los mé&ximos se alcanzan, entre los 36 y 39 dias de
cultivo y si bien, la acumulacién de proteinas ocurre después
que en f{otoperiodo, también se observa una pérdida de éstas
al final del cultivo. Esta dltima caracteristica delo cultivo
en oscuridad, sumada a los niveles de respuesta, rendimiento,
crecimiento y germinacién, demuestran que el desarrollo
embrionario en oscuridad ocurre n3ds lentamente que en
fotoperiodo, lo que si bien puede considerarse como una mejor
enulacién del desarrolleo Ain vitro, es desfavorable porque
presenta menor contenidc de globulinas y menores indices de
germinacién que el caso de fotoperiodes.

Estos resultados aunados con las caracteristicas de
calidad del cultivo en condiciones basales, permitieron
determinar que efectivamente, los ES no acumulan materiales
de reserva y germinan precozmente, al mismo tiempo que se
ubicaron los momentos wmads probables de alteracidén de 1la
expresién de las globulinas en éstos embriones para obtener
resultados satisfactories en 1les niveles de expresion y
acumulacidn de éstos materiales de reserva.

Se definid que a partir del dia de cultivo 28, podrian
ser aplicados exdgenamente al cultivo, los diferentes agentes
de manipulaciones de medio con el fin de permitir 1la
integracién y acumulacién de los mismos en los callos y ES.

En cuanto al cbjetivo de regular hasta cierto punto la
expresidén genética de los ES, podenos decir que si bien no se
obtuvieron niveles de proteinas de reserva mucho mayores que
en la semilla, si hubo un efecto muy marcado con cada
manipulacion de de medio probada, siendo la mejor la de
extracto de embriones sexuales inmaduros (EEC) de alfalfa de
15, 30 y 45 dias post-antesis aplicado al medio de cultivo en
una concentracién de 2 g/l y cronoldgicamente de una manera
casl paralela entre el desarrollo embrionario in vive e in
vitro, con ésta manipulacién de medio no se provocé un efecto
negativo en el cultivo obteniéndose muy buenos resultados en

193



los paradmetros de calidad del cultivo y en los niveles de las
proteinas de reserva, en relacién con los controles en
condiciones basales y con las otras manipulaciones de medio
probadas.

Este extracto probado después de su esterilizacién por
autoclave y filtracién dio resultados similares, observadndose
pequefias diferencias entre éstos dos tratamientos, lo cual
demuestra que el factor responsable del efecto positivo en el
cultivo jn vitro, estd presente en ambos, por lo que no es
termolabil, Un aspecto muy importante de considerar con éste
tratamiento es que los Indices de germinacién son muy buenos
y que al experimentar con éste agente podemos tener confianza
en la regeneracidn de plantulas sanas.

De acuerdo con los resultados obtenlidos con éste
tratamiento, podemos decir que el cultivo pudo verse
favorecido por la presenciz en éste extracto de algun o
algunos agentes mnoduladores del desarrollo embrionario que
tienen un efecto inhibitoric sobre la germinacion precoz Yy
permiten la acumulacidén d¢e las proteinas de reserva. Asi,
nosotros consideramos gue cdado que se trata de un extracto de
embriones cigéticos, éste pude =2portar factores que en el
cultive in vitro basal no existen, por lo que permitid emular
eficazmente el desarrollo embrionarico 4in vitro con el

desarrollo in vivo.

Estos resultados son atribuidos a éste agente de una
manera un tanto imprecisa pues no se tiene ubicado
biocguimicamente el factor gue pudiera determinar éste efecto,
sin embargo, éstos resultados establecen una pauta que puede
segulrse en investigaciones posteriores en las cuales se
intente aislar, identificar y caracterizar los principales
moduladores bioquimicos de la expresion genética de las
proteinas de reserva en éstos ES a partir del extracto de
embriones sexuales inmaduros.

Aci, se deja planteada como una buena alternativa el
utilizar el extracto de semillas de alfalfa de 15, 30 y 45
dias post-antesis a diferentes concentraciones y recomendando
la utilizada en éste trabajo, gque fue de 2 g/l con un
protocolo de cultivo bajo condiciones de fotoperiodc, sin
embargo también seria interesante probar éste extracto en
condiciones de oscuridad de acuerdo a los resultados
obtenidos en los cultivos basales en oscuridad. Los tiempos
de exposicién de los ES a écte agente durante tiempos de
cultivo de una serana ¢ mis, son favorables. Se propone
tarbién el cultivo continuo ¢ par pulsos desde 21 hasta 42
dias con medio de desarroilo suplementado con EEC de 15, 30 y
45 dias post-antesis,

En relacion a las otras manipulaciones de medio

probadas, podemos decir que el medio de %sarrollo
suplementado con ABA a wuna concentracién de 10 M, no
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favorecié la calidad del cultivo (respuesta, rendimiento,
crecimiento y germinacidén), no obstante, los resultados en
los niveles de gexminacién de los ES fueron interesantes, ya
que si bien se abatié casi totalmente la germinacién de los
ES, esto también es una evidencia de que se inhibié en gran
medida la germinacién precoz de 1los ES, retrasando la
germinacién de éstos durante semanas. También se observéd que
los niveles de proteina no se incrementaron apreciablemente y
que éstas no correspondieron a las proteinas de reserva
maduras especificas de las semillas de alfalfa ya que en el
Rocket inmuncelectroforesis, se logrd identificar sdélo wuna
porcidén de éstas proteinas que parece corresponder a una de
las subunidades (B) de la globulina 7 § de la alfalfa, las
dem&s proteinas presentes en los extractos de éste
trataniento no fueron reconocidas por el anticuerpo como
proteinas de reserva. Cabe sefialar gque el tratamiento puede
resultar parcialmente satisfactorio, pues se logré
incrementar la concentracién de ésta subunidad.

Estos resultados permiten determinar gque éste agente
puede ser probado a menores concentraciones o con tiempos de
exposicién menores a 3 dias, pudiendo aplicar las
concentraciones minimas de manera continua durante el cultivo
y las maximas por pulsos, de tal manera ¢que no se someta al
tejido a un suministro drastico de ABA, que impida el
desarrollo normal de los embriones y gue al mismo tiempo
tenga un efecto inhibitorio de la germinacién, suficiente
para provocar algun tipo de latencia en los ES.

Asi, el ABA para é¢ste trabajo se considerd comc un
agente con efectos desfavorables para el cultive jpn_vitro y
no recomendable para lograr los objetivos planteados a la
concentracién y tiempos de exposicidn probades.

El sorbitol probado a las concentraciones de 2, 8 y 12 %
p/v en éstos experimentos, demostrd tener un efecto mas
favorable que el ABA, ya que se obtuvieron mejores indices de
calidad del cultivo y altos niveles de proteinas de reserva
gue en éste Ultimo. Llas proteinas obtenidas con éste agente
fueron reconocidas por les anticuerpos vs. las proteinas de
reserva especificas de los embriones sexuales de alfalfa, lo
que significa que en la presencia de sorbitol éstas proteinas
pueden sintetizarse y acumularse hasta cierto nivel, sobre
todo en las concentraciones de 2 y 12 %, ya gue al parecer a
la concentracion de 8 %, hubo alguna alteracion en el cultivo
y en los niveles de las proteinas de reserva que impidid
evaluar adecuadamente el efecto de ésta concentracién en la
calidad del cultivo y en los niveles de proteinas de reserva
obtenidos.

De manera similar cque el ABA, éste agente puede ser de
utilidad al ser probado a diferentes concentraciones 'y
durante tiempos de exposicién mAs cortos para evitar un
fuerte estrés hidrico en los embriones cultivados in vitro.
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Asi, podemos decir que en el presente trabajo se
lograron determinar de manera satisfactoria, las principales
caracteristicas de la embriogénesis somatica de la alfalfa y
el comportamiento de los niveles de proteinas de reserva en
los ES cultivados en condiciones basales, asi{i como el efecto
de los diversos agentes probados en los mismos.

Asi, la idea de hacer un primer acercamiento a 1la
regulacién epigenética de 1la expresién en los ES, tuvo
resultados satisfactorios que dejan sugeridos diserfios
experimentales interesantes a probar con miras a mejorar los
regsultados del presente trabajo.

Se deja planteada entonces, la alternativa de emplear
diversos protocolos de cultivo con los agentes de
manipulaciones de medic aqui probados, asi como el uso de
algunos otros, como inhibidores de proteasas o retardantes de
crecimiento tales como CCC o AMO~1618, los cuales al parecer
pueden inhibir eficazmente la germinacién precoz o detener el
cultivo temporalmente en una fase indicada. Los posibles
disefios experimentales pueden los tiempos de cultivo que se
consideren mis convenientes de acuerdo a la cinética de
desarrollo.

Estas alternativas se refieren bidsicamente al
alargamiento o congelamiento del estado embrionario, ya gque
esto facilitarfa la acumulacidén de las proteinas de reserva,
dado que los ES cuentan con la maquinaria bioguimica para
sintetizarlas, sin embargo, no hay que olvidar que a nivel
estructural pueden requerirse elementcs gue de no encontrarse
en los ES o de no estar organizados de la manera adecuada, no
permitan la acumulacién.

Es necesario seflalar que el analisis de los
carbohidratos en las diferentes fracciones embrionarias fue
incompleto, pues no se caracterizaron los diferentes
carbohidratos presentes en éstos embriones, ni el cambio en
sus niveles o concentraciones durante el desarrollo
embrionario in vitro, sino unicamente se detectsé la actividad
hidrolitica de la alfa-amilasa, como un marcador indirecto de
la presencia de almidén. Cabe sefalar que es necesario
profundizar en el estudio de éstos materiales de reserva y su
analisis durante el desarrollo embrionario, para lo cual se
requiere del enmpleo de numerosas técnicas analiticas y
tiempo, por lo dque en el presente estudio no fue posible
continuar con el andlisis mencicnado.

De esta manera, es evidente que se requiere de mas
estudios que permitan conocer mids de la expresion vy
regulacion de 1los materiales de reserva (sobre todo
carbohidratos), en éstos sistemas, 10s cuales pueden ser muy
utiles para el entendimiento de éstos procesos en la alfalfa
y en otras especies de la familia Leguminosae. R
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