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ii. RESUMEN 

La producción masiva de plantas de interés comercial o 
agricola, se ha tratado de alcanzar durante años mediante el 
empleo de diversas técnicas de cultivo tradicional con las 
que se han obtenido escasos resultados y en las que se ha 
invertido mucho tiempo y recursos. Recientemente la 
biotecnologia ha propuesto métodos novedosos que han 
demostrado ser eficaces y confiables en algunas de las 
especies probadas. Uno de éstos métodos es la embriogénesis 
somática in vitro, la cual ha sido muy util en la propagación 
de algunas especies vegetales, en algunas de las cuales se ha 
logrado establecer exitosamente. 

Esta propagación controlada y masiva ha sido dirigida 
principalmente hacia algunas especies de la familia 
Lequminosae, por su gran importancia alimentaria y agricola, 
siendo uno de los objetivos principales el alcanzar una alta 
calidad de los productos del cultivo in yitro, lo que 
significa que se requiere establecer las condiciones de 
cultivo que garanticen un control adecuado de la expresión 
genética de éstos embriones y un desarrollo y crecimiento 
normales como plantas. Los principales indicadores de la 
expresión genética y del valor nutricional de los embriones 
sexuales y somáticos son los materiales de reserva (proteinas 
y carbohidratos). 

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

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

2. - Determinar los cambios en los patrones 
polipeptidicos establecidos asi como en los diferentes 
parámetros de calidad del cultivo como son; respuesta, 
rendimiento, crecimiento y germinación, en cada uno de los 
estadios embrionarios presentes durante todo el desarrollo de 
la embriogénesis somática. De tal manera que se pueda conocer 
cuales son los cambios nás importantes de éstos ES a nivel 
morfológico, fisiológico y bioquimico, y en que tiempo 
ocurren. 

3.- La utilización de algunos agentes que aplicados 
exógenamente al medio de cultivo durante el desarrollo puedan 
provocar ca~bios en la calidad del cultivo y de las proteinas 
que se pretenden obtener en los mismos. Los agentes 
seleccionados para esta investigación fu~ron Sorbitol a 
concentraciones de 2, B y 12 % p/v, ABA 10- M y Extracto de 
embriones sexuales inmaduros (EEC), a una concentración de 2 
g/l. 
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Inicialmente se determinaron las caracteristicas de la 
embriogénesis somática después de l 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 morfológicas, indices de respuesta, 
rendimiento, crecimiento y germinación 

Una vez establecido lo anterior, se procedió a la 
extracción cuantificación y caracterización parcial de las 
proteinas de reserva presentes en éstos ES y en las semillas, 
demostrando simultáneamente que los métodos empleados. para 
éstos análisis 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 observó que los patrones 
polipeptidicos caracteristicos de los embriones sexuales se 
presentan también en los embriones somáticos, demostrando asi 
que éstos últimos efectivamente sintetizan las mismas 
proteinas que las semillas y que principalmente éstas 
corresponden con las globulinas cuyo coeficiente de 
sedimentación es de 7 s y ll s. Por lo anterior se pretendió 
conocer como cambian los patrones polipeptidicos de éstas 
proteinas durante el desarrollo de los embriones somáticos y 
poder asi evaluar parcialmente la expresión genética de éstos 
embriones durante el desarrollo in vitre, 

con éstos resultados se diseñó una cinética de 
desarrollo en la que 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 cultivo in yitro y fueron analizados en todos sus 
parámetros de calidad y caracteristicas más importantes como: 
respuesta, rendimiento, crecimiento, germinación, contenido 
de proteinas (cuantificación por Bradford), identificación de 
las mismas mediante SDS-PAGE , "Rocket• inmunoelectroforesis, 
coeficiente albúminas/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 
somática in vitre y además 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 desarrollo de los embriones 
somáticos y una mayor concentración de proteinas de reserva 
con los patrones caracteristicos de las obtenidas a partir de 
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la semilla, que los embriones somáticos obtenidos en los 
cultivos de oscuridad, por lo que se decidió 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 somática 
y se ubicaron los momentos en los que éstos ocurren, se trató 
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 ~edios de cultiva 
empleados para el desarrollo in vitro. 

En el análisis de los embriones somáticos de los 
diferentes estadios de desarrollo asi obtenidos, se 
determinaron y evaluaron los mismos parámetros de calidad del 
cultivo y contenido de sus proteinas de reserva, que en el 
caso de los embriones somáticos obtenidos durante la cinética 
de desarrollo. 

Los resultados de éstos experimentos fueron muy 
importantes pues se obtuvieron niveles de proteinas de 
reserva especificas más altos con las manipulaciones probadas 
(suplementando el medio con EEC), que los obtenidos con las 
fracciones embrionarias del cultivo en condiciones basales, 
además 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 manipulación más exitosa 
resultó ser la de EEC tanto en calidad del cultivo como en 
cantidad y calidad de las proteinas de reserva obtenidas. 

Asi la presente investigación deja planteadas algunas 
alternativas de cultivo que seria interesante probar en éste 
sistema de embriogenésis somática de la alfalfa (cuyo 
conocimiento nos ha llevado ya a considerarlo como un sistema 
modelo), a fin de obtener aún mayores niveles de acumulación 
de proteinas de reserva en éstos embriones, mediante la 
utilización de los agentes aqui planteados o bien con otros. 
También se señala la importancia de profundizar los estudios 
de identificación y caracterización de los carbohidratos 
presentes en éstos embriones y la necesidad de conocer un 
poco más ñe las rutas metabólicas que éstos siguen en 
sistemas in vitre. Ya que éstos materiales de reserva han 
sido poco estudiados en éstos sistemas y ofrecen un vasto 
potencial como indicadores bioquimicos del desarrollo 
vegetal. 
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I. INTRODUCCION 

Durante los últimos 20 años las técnicas de cultivo de 
tejidos vegetales han tenido un desarrollo impresionante que 
han pe=itido el establecimiento de numerosos sistemas de 
cultivo .in :tl1l;:Q, que han sido aplicados con buenos 
resultados para una gran variedad de especies. Este gran 
avance ha contribuido y seguirá contribuyendo al conocimiento 
básico de la biologia de las plantas, asi como al objetivo 
pragmático de resolver algunos problemas agricolas y 
horticolas de nuestro pais. Esta es pues, una tecnologia 
biológica de gran potencial económico que ya ha cobrado un 
gran auge a nivel mundial y que en México puede desarrollarse 
plenamente si se ofrece un mayor apoyo económico a los 
valiosos recursos humanos con que contamos. 

Lo que el cultivo de tejidos vegetales, abarca es un 
conjunto de técnicas para cultivar en condiciones asépticas y 
controladas, cualquier tipo de estructura vegetal que pueda 
desarrollarse mediante diversos procesos y dar origen a 
nuevas plantas completas f enot1picamente idénticas o no a 
la(s) planta(s), de la(s) que se tomaron los explantes. En 
esta propiedad de regeneración controlada, es donde radica el 
potencial del cultivo .in ~. 

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

- micropropagación 

- preservación de germoplasma 

- mejoramiento genético 

- biosintesis de metabolitos 

- investigación básica 

En todos y cada uno de estos puntos falta mucho conocer 
de los procesos vegetales en las diferentes plantas de 
interés económico y ornamental, sin embargo los avances en la 
investigación de todos ellos son continuos. Por otra parte, 
todos ellos justifican de manera clara el trabajo que aqu1 se 
presenta pues de alguna manera, este estudio incide en cada 
uno de estos puntos. 

Una consideración 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 deterl!lina la 
calidad y cantidad de la proteina sintetizada iIL..Y.iYQ e-1.n 
vitro. Estos estudios del control de los mecanismos de -la 
transcripción y traducción de la información genética, 
requieren el empleo de técnicas de biologia molecular, que no 
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serian útiles si primero no se caracteriza el proceso a nivel 
morfológico, fisiológico y bioquimico. 

Es esencial la caracterización de las proteinas de 
reserva y los aspectos regulatorios de su sintesis, siguiendo 
los cambios en los patrones de proteina durante los 
diferentes estadios del desarrollo embrionario. 

Asi, éstos estudios sirven para ubicar y caracterizar 
los puntos regulatarios de la expresión genética como es la 
sintesis de las proteinas de reserva, la cual representa la 
expresión tejido-especifica de unos pocos genes en un punto 
espacial y temporal determinado del cicla de vida de un 
organismo. 

Un aspecto concerniente con el impacto económico de este 
tipo de trabajas es el desarrollo de tecnologias para la 
producción de semillas somática~. Esto es embriones obtenidas 
J.n Y.i.!;m que sean capaces de germinar normalmente y dar 
origen a plantas productivas, Estos embriones deben además 
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 evaluado por su 
producción agronómica, seleccionado y clonado sin 
polinización cruzada, y sólo se requeriria entonces de un 
procesa tradicional de estabilización genética (mejoramiento 
clásica), que toma algunos años con cultivos forrajeros como 
la alfalfa. Asi podria utilizarse una mezcla de los métodos 
de propagación convencionales y los de biotecnologia para 
obtener mejores variedades a corto plazo. 

Los ES son similares en morfologia a los embriones 
cigóticos (EC) y en condiciones adecuadas de cultivo es muy 
probable que también correspondan en algunas de sus 
caracteristicas bioquimicas y fisiológicas mas importantes. 
Los ES pueden ser regenerados iIJ Yi.t.tg, en grandes cantidades 
sin recombinación genética, lo cual permite tener un control 
máximo 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 
sitúa en un lugar prioritario para intentar modificar 
genéticamente la calidad de sus proteinas componentes. Es por 
esta razón que todos los esfuerzos se encaminan a incidir en 
el control de la regulación y expresión genética de éstas 
plantas de las que depende en gran medida el suministro de 
alimento de consumo animal y humano. 
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Es indudable que la aplicación intensiva y conjunta de 
las técnicas tradicionales de fitomejoramiento y de las 
técnicas de ingenieria genética y cultivos vegetales .in 
~. resultaria adecuada para la obtención de los cultivos 
básicos y de los cultivos con alto potencial alimentario 
resistentes a factores atnbientales adversos, con altos 
rendimientos y alta eficiencia en la incorporación de los 
nutrimentos presentes en el suelo. En cada uno de éstos 
puntos, es sin embargo, necesario investigar los indicadores 
bioquimico-fisiológicos 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 pl.antas. 
Estos podrian ser, entre otros, aminoácidos, enzimas 
especificas o los patrones polipeptidicos de las proteinas de 
reserva. (Paredes L. o. 1985.) 
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II. OBJETIVOS 

II.t OBJETIVOS GENERALES 

I. Caracterizar las proteinas de reserva presentes en 
semillas y embriones somáticos de alfalfa (Medicago 
~L. var Reagenlander, linea A7034). 

II. Estudiar la expresión de los materiales de reserva 
durante el desarrollo de los embriones somáticos. 

III. Determinar si la acumulación del material de reserva de 
los embriones somáticos de alfalfa en desarrollo, puede 
ser afectada epigenéticamente. 

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

II.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

I.1. cuantificar, caracterizar e identificar las proteínas de 
reserva obtenidas de semilla y de los embriones 
somáticos, mediante técnicas calorimétricas. 
electroforéticas e inmunológicas, a fin de compararlas 
entre si. 

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

I.3. Separar y cuantificar 
semillas y embriones 
caracterizarlos. 

carbohidratos 
somáticos y 

de reserva de 
posteriormente 

I.4. Determinar presencia y actividad hidrolítica de alfa­
amilasa, en semillas y embriones somáticos. 

II. 1. Evaluar cambios en la cantidad y calidad de las 
proteínas presente en diferentes estadios de desarrollo 
de los embriones somáticos, ubicando los momentos de 
síntesis y degradación mediante una cinética de 
desarrollo. 

:u. 2. Seguir los cambios en la actividad de alfa-amilasa 
durante el desarrollo. 



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

III.1. Determinar el efecto del sorbitol a concentraciones de 
2, a y 12 \ en los ES en desarrollo. 

III.2. Detgrminar que efecto tiene el ABA a una concentración 
de io- M, en el desarrollo de los ES. 

III.3. Determinar si el extracto 
inmaduros de alfalfa, favorece 
acumulación de materiales de 
embrioqénesis somática. 

de embriones sexuales 
o no, la sintesis y 

reserva durante la 

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

IV. 1. Ubicar cual 
defasados en 
acumulación de 
somáticos. 

es el mejor tratamiento o tratamientos 
el tiempo, para obtener una mayor 
proteinas de reserva en los embriones 

IV.2. Comparar nivel, patrón de acumulación y caracteristicas 
de las proteinas y carbohidrato& de reserva obtenidos de 
los ES en la mejor manipulación de medio, con el control 
de semilla. 
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III. l\NTECEDENTEB. 

III.1 GENERALIDADES DE Medicago ~ L. 

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

Estas especies presentan diferentes caracteristicas y 
capacidades adaptativas, y de acuerdo con la clasificación de 
los centros de origen de las plantas cultivadas elaborada por 
Vavilov en 1951, se considera como centro de origen de 
Medicago ~ el Cercano Oriente y Asia Central, esto es, 
la zona que abarca Turguia, Irán, Irak y Afganistán, y el 
Suroeste de la Unión Soviética. Y se menciona como centro de 
origen para Medicaqo ~; la zona montañosa de 
Transcaucasia que abarca los limites entre Europa y Asia y el 
norte de Siberia. 

Esta leguminosa es una planta perenne ürbustiva con 
alturas de entre 60 y 90 cm. Con hojas compuestas e 
imparipir,"das. Las flores (de 8 a 10 mm de longitud), son 
pentámeras y dispuestas en racimo. sus colores van desde el 
amarillo oscuro en JL.. ..fs}~, hasta el púrpura violáceo o 
azul en 11... sativa (Pliego, 1989). Su fruto es una vaina 
espiralada de 2 a 5 mm de diámetro con semillas de 4 a 8 mm 
de longitud, las cuales pueden permanecer en latencia por 
largos periodos (hasta 10 años) (Lesins and Gillies, 1972). 

La dispersión del polen se realiza por el conocido 
mecanismo de "disparo", provocado por algunos insectos 
(principalmente del género li!Ú§), el viento, la lluvia o el 
calor (Pliego, 1989). 

Las condiciones ambientales más favorables para el 
crecimiento de la alfalfa son: temperaturas entre 18 y 20°c, 
aunque se desarrollan mejor en lugares más templados que 
cálidos, en suelos ligeramente arcillosos con una buena 
proporción de fósforo y calcio y en sitios con alta 
intensidad luminosa y humedad relativa baja {un alfalfar 
requiere una cantidad de agua 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 asociación simbiótica mutualista 
con bacterias del suelo del género Rhizobium y lo hace 
especificamente con Rhizobium meliloti. (Burton, 1972). 

6 



1m general la alfalfa se comporta como autotetraploide, 
y al iqual que muchas otras plantas forrajeras de 
polinización cruzada tiene un alto grado de heterocigosis 
(Atanassov y Brown, 1984). Esta leguminosa posee un número 
cromosómico (2n) de 32. 

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

Alqunas factores determinantes que mucho han contribuido 
a esto son: 

- su capacidad para fijar nitrógeno, conferida por su 
asociación con Rhizobium. 

- El desarrollo radicular profundo de Medicago fil!.!;.ill, 
le permite resistir a fuertes cambios de temperatura y 
humedad. La alfalfa cuenta con una ra1z gruesa que alcanza 
hasta 9 mts.de profundidad). 

- su alta variablidad genética por su condición de 
alógama. 

La interacción de las especies resultantes de la 
relación l:L. falcata v...JL. ~ 

Recientemente se calculó que hay más de 33 millones de 
hectáreas de cultivo de alfalfa en todo el mundo, América del 
Norte es la zona geográfica de mayor superficie cultivada 
contando con el 40.39 % de la superficie mundial sembrada y 
distribuido entre EEUU (33.78 %), Canadá (6.112 %) y México 
(0.49 %). En México, se destinan aprox. 160 000 ha al cultivo 
de la alfalfa (Del Pozo Ibañez, 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 prote1na para la producción de carne y 
alimentos de origen animal (Pernollet, 1985). 

Posee un alto contenido proteico 
altos rendimientos (comparativamente 
cultivos forrajeros), as1 como una 
nitrificante del suelo (Hamilton and 
Pernollet and Mossé, 1983). 

de buena calidad y 
con los de otros 

importante acción 
Vanderstoep, 1979; 

Sin embargo, su composición de aminoácidos, presenta 
deficiencia en algunos de ellos como metionina, triptófano y 
ciste1na. Lo que plantea como objetivo de algunos trabajos¡ 
el empleo de métodos que incrementen los niveles de proteinas 
de alta calidad en estas plantas. 
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III.2 EMBRIOGENESI8 SEXUAL EH ALFALFA 

En las plantas superiores, el embrión es la unidad 
basica en la semilla y representa el inicio de una nueva 
generación esporofitica (Raghavan, 1976). La embriogénesis, 
que se refiere a toda la serie de eventos que suceden después 
de la fertilización, y que involucran el origen, crecimiento 
y transformación ordenada del cigoto en un embrión; involucra 
también cambios extensivos en la forma y cambios progresivos 
desde un estadio de desarrollo inmaduro a uno maduro. 
Iniciando con la primera división del cigoto, la planta se 
mantiene en un estado de continua regeneración produciendo 
nuevas células, tejidos y órganos a lo largo de su vida. Los 
cambios comunes de la morfologia celular durante el 
desarrollo son división, expansión, madurez, y diferenciación 
celular, sin embargo, los cambios fisiológicos y bioquimicos 
que acompañan ésta diferenciación histológica, son 
probablemente diferentes. 

Las semillas de las angiospermas, son un buen sistema 
experimental para los estudio" de la regulación del 
desarrollo el!lbrionario, ya que en éstas plantas la semilla 
pasa a través de una sucesión de estados fisio-morfológicos 
bien definidos que pueden ser utilizados para identificar los 
momentos de regulación del desarrollo especifico y los 
eventos bioquimicos (Dure, 1975). 

En las angiosperI:las, este proceso comienza con la doble 
fertilización que da origen al cigoto y al núcleo triploide 
que a su vez da origen al tejido del endospermo. 

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

III.2.1 GAMETOFITO FEMENINO: 

El gametofito femenino maduro es derivado de una 
división reductora en la célula madre (megaspora), seguida 
por una Gerie de divisiones mitóticas. En la alfalfa, cuatro 
megasporas toman parte en la formación del gametofito. El 
gametofito femenino maduro o saco embrionario tiene 
comúnmente ocho núcleos haploides genéticamente iguales, En 
un saco embrionario de este tipo, los núcleos están 
arreglados en dos cuartetas en los extremos micropilar y de 
la chalaza. Uno de los núcleos en el extremo micropilar es 
delimitado por una pequeña cantidad de citoplasma y se 
organiza a si misma como célula huevo. Es flanqueada por dos 
células más pequeñas llamadas sinérgidas. En el extremo de la 
chalaza, tres núcleos se diferencian como células 
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antipodales. La célula nuclear puede ser uninucleada o 
binucleada (Raghavan, 1976). 

III.2.2 POLIHIZACIOH Y DIVISIOH CELULARES: 

Generalmente sólo un tubo polinice penetra en el 
micrópilo y pasa al saco embrionario, entre la ovocélula y 
las sinérgidas (éstas no son destruidas por el tubo polinice, 
sino que persisten algún tiempo después de la fecundación) 
(Stanford et. al. 1972). 

El tubo polinice libera los 2 gametos masculinos· cerca 
de la ovocélula. Un gameto se adhiere al núcleo de esta 
mientras que el otro se une a los núcleos polares que se 
fusionan para formar la célula madre del endospermo. El 
núcleo del gameto masculino, que esta adherido al -núcleo de 
la ovocélula aumenta de tamaño, y por último, se fusiona con 
la cromatina de los dos núcleos, se forma as1, el cigoto el 
cual es el estado unicelular de un organismo multicelular y 
las propiedades esenciales de interacciones que se presentan 
en el adulto, ocurren en esta fase (Stanford .!1!; • .i!.l· 1972) . 

El cigoto se divide transversalmente y alrededor de 31 
horas después de la polinización se produce un proembrión 
bicelular que consiste en una célula basal agrandada y otra 
apical más pequeña. Después de 120 horas de ocurrida la 
polinización, el embrión 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 embrión tiene entonces una simetria 
radial. Al principio ésta masa esférica es de aproximadamente 
O. 2 mm de diámetro pero llega a O. 6 mm antes de que la 
organogénesis de los cotiledones comience (Raghavan, 1976). 

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

En muchas leguminosas 
medida que se forma el eje 
(Dure, 1975). 

el endospermo 
embrionario y 

es consumido a 
los cotiledones 

Este proceso que corresponde al desarrollo inicial de 
una semilla es resultado del desarrollo rápido del tejido 
integumentario. Y continua dando origen a un suspensor (el 
desarrollo de éste, asi como el de la organogénesis del 
embrión son detenidos tempranamente). El endospermo continua 
expandiéndose en tamaño y número celular, seguido después por 
el propio embrión, el crecimiento del cual se da a expensas 
del primero. Las células del integumento externo se 
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diferencian en la testa (cubierta seminal), y en muchos 
casos, el in tegumento interno y las células nucelares son 
perdidas, para la proliferación del endospermo. En algún 
punto las células del funiculo conectan el óvulo al ovario 
degenerado, haciendo del óvulo un sistema nutricionalmente 
cerrado (Dure, 1975). 

El grado can que el embrión consume el endospermo 
durante la embriogénesis varia según la especie de 
angiosperma. La sintesis de proteinas de reserva ocurre en 
las etapas media y final del desarrollo del embrión (Dure, 
1975). Visto como un todo, el desarrollo embrionario y la 
formación 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
SION CELULAR 

ACUMULACION DE DESECACION 

Máxima sintesis de 
proteinas de reserva 

Máxima sintesis de almidón 

DIAS DESPUES DE LA ANTESIS 

Fig. l.- Representación diagramática de la embriogénesis 
en las leguminosas. (Tomado de Dure, 1975). 

A diferencia de las semillas de cereales, en las 
leguminosas, el endospermo no es el sitio primario de 
acumulación de proteinas de reserva, sino el embrión mismo 
(Larkins, 1981; Villegas, 1986.). En éstas plantas, los 
cotiledones funcionan como un depósito ene cotiledones fun 
almidón y fosfato, y ocupan la cavidad completa. Una vez que 
la desecación del embrión y del medio que lo rodea comienza, 
la cubierta seminal se esclerifica y muere, encerrando al 
embrión 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 
ambiente (Adams y Rinne, 1980), En contraste, en las semillas 
inmaduras, en las que el embrión no ha acumulado reservas, se 
encuentra un contenido de humedad de entre 80 y 90 \, 
Conforme el desarrollo de la semilla avanza, su peso seco se 
incrementa mas rápido que su peso fresco, como resultado de 
la acumulación de reservas y de la disminución de su 
contenido de agua. Durante la fase final del desarrollo de la 
semilla (la desecación), el peso fresco decrece y el embrión 
entra a un periodo de latencia. Asi la madurez de la semilla, 
se da en un ambiente desecante y la pérdida de agua es una 
parte normal del desarrollo del embrión, no una situación de 
estrés (Finkelstein y Crouch, 1986). 

III,3 DEShRROLLO DE I.1.8 TECNICAS in viti:2 

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 
órganos y tejidos bajo condiciones asépticas. Esto ha dado 
origen a un nuevo enfoque de la biologia vegetal, que incluye 
el control del desarrollo vegetal mediante tratamientos 
químicos y variación de factores ambientalns al experimentar 
con genotipos elegidos. 

Las técnicas de cultivo de tejidos, abren nuevas 
posibilidades para la propagación in vitro y la manipulación 
controlada de la expresión de las plantas, por métodos 
químicos e incluyendo en ocasiones, la inducción de 
mutaciones por diferentes vias (Uegrutiu fil ª1_., 1984; King, 
1984), pero aún sin manipulaciones; las células in vitre son 
inestables genéticamente y puede ocurrir variación durante el 
cultivo. (Larkins y Scowcroft, 1981. Orton, 1983; Toncelli ~ 
al., 1985). El empleo de las diversas técnicas de cultivo in 
vitre depende de los objetivos de cada investigación. 

III.4 FUNDl\HENTOS DE LA MICROPROPAGACION POR CULTIVO DE 
TEJIDOS 

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., deter:ninación y diferenciación, de 
manera natural o inducida. 

Algunas de las sustancias que más se han empleado para 
inducir algún efecto en el crecimiento vegetal, son las 
auxinas, citocininas y gibcrelinas; sin embargo, existen 
otras sustancias que pueden afectar el crecimiento tales 
como; agentes inductores de estrés hidrico y osmótico, como 
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el sorbitol, manitol y polietilenglicol (PEG). Algunos 
investigadores han suplementado las medios de cultivo con 
extractos naturales complejos (químicamente 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 medios 
químicamente definidos, no han resultado satisfactorios o 
cuando existe una base teórica importante. 

Algunos investigadores consideran que la relación de los 
reguladores del crecimiento, juega un papel muy importante en 
el control de la embriogénesis somática (Tisserat et ª1· 
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 elaborado protocolos de cultivo que incluyen 
la separación temporal de la inducción (fases de competencia 
y determinación) y el desarrollo (fases de organogénesis y 
crecimiento), mediante cambios en las condiciones de cultivo 
(Meijer y Brown, 1987). 

La capacidad de las células somáticas para formar 
embriones como una respuesta a un estimulo apropiado, las 
hace "competentes" para seguir una vía de desarrollo distinta 
a la que venian siguiendo. Esta competencia es un 
prerrequisito para que ocurra la determinación en un sentido 
específico. En un momento dado, un tejido es competente para 
algunos procesos de determinación en lugar de para otros, 
mediante ésta 11 determinación 11 , es que una célula es 
restringida a nuevas vias de especialización. Posteriormente 
ocurre la diferenciación que es el momento en el que células 
genotípicamente semeJantes, difieren en sus programas de 
expresión, en un mismo punto espacial y temporal (Tiedemann, 
1972; Christianson and Warnick, 1983). 

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

El mecanismo de la diferenciación se ha considerado 
desde hace un tiempo como uno de los principales problemas en 
la biología del desarrollo (Sung, 1985), y e~to le ha 
con:erido mucha atención al cultivo de células y tejidos 
vegetales ya que éste ofrece múltiples ventajas para la 
manipulación controlada de los diferentes sistemas vegetales. 

En los cultivos in vitre, se inicia la proliferación de 
células del explante para la formación de tejido calloso, el 
cual puede seguir alguna de las vias posibles de regeneración 
tisular; ya sea organogénesis (formación de brotes o 
rizogénesis), callogénesis o ernbriogénesis. (sung, 1985). 
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Las caracter1sticas generales de crecimiento de un 
callo, involucran una relación compleja entre el material 
vegetal usado para iniciar el callo, la composición del medio 
y las características 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 remoción o aplicación de 
diversos agentes en concentraciones criticas en el medio de 
cultivo. Esta "inducción" entendida en un sentido amplio 
involucra un cambio en el destino de una célula o grupo de 
células (Christianson and Warnick, 1983) .• 

III. S VIAB DE MICROPROPAGACION Y BU IMPORTANCIA 

Hay dos v1as 
micropropagación: 

alternativas principales para la 

a) La inducción de brotes y meristemos apicales o 
radiculares (organogénesis), que implica colocar el tejido en 
un medio de proliferación para inducir la producción y el 
desarrollo de brotes. Estos son reciclados hasta que se 
obtiene el nivel de producción deseado, posteriormente los 
brotes se enraízan y finalmente se aclimatan en invernadero. 
Esta via es útil para lograr la micropropagación en poco 
tiempo pero con menores rendimientos que: 

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

Los métodos de cultivo de tejidos, han demostrado tener 
un gran potencial para la propagación clonal rápida de muchos 
tipos de plantas. Sin embargo, para considerar a las técnicas 
de cultivo de tejidos como una herramienta confiable, es 
necesario conocer la respuesta de varios cultivares para 
definir cuales de ellos tienen la capacidad de crecer 
exitosamente en el campo (Nagarajan, et 21., 1986). 

Debido a esto, numerosos genotipos y variaciones en los 
nutrimentoh se han probado hasta ahora con limitado éxito, y 
los aspectos bioqu1micos de la inducción y desarrollo de los 
embriones somáticos solo han sido estudiados en algunas 
especies como chícharo (Stirn y Jacobsen, 1987), algodón, 
zanahoria, alfalfa (Stuart et al. 1985) y Brassica mim 
(Crouch y Sussex, 1981). 
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Desde un punto de vista praginático, la formación de 
embriones, además de la formación de yemas, tiene una 
significación especial en el mejoramiento vegetal por vias no 
convencionales. (Kohlenbach, 1978). La micropropagación de 
plantas de interés comercial a gran escala, es de gran 
potencial y actualmente se han logrado establecer un gran 
número de sistemas de propagación vegetativa .in :!l.i.la:2. para 
especies como fresa, papa, espárrago, clavel, jitomate, etc., 
(Sharp ~.Al., 1984; Redenbaugh ~ l!.l· 1986). 

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

III.6. EKBRIOGENEBIB BOMATICA 

Existen diversos términos para referirse a la 
embriogénesis asexual (cuando este fenómeno ocurre en la 
naturaleza), tales como: poliembrionia, apomixis; 
embriogénesis nucelar, esporofitica, adventicia y somática. 
Sin embargo en el caso de la embriogénesis .in ll.itt,Q, el 
término más ampliamente utilizado es el de embriogénesis 
somática o adventicia, algunos investigadores denominan 
embriones no cigóticos a los embriones somáticos, debido a 
que éstos últimos no se originan a partir de una célula huevo 
o cigoto, producto de la fusión de las células sexuales 
masculina y femenina. 

El desarrollo embrionario a partir de células somáticas 
ha sido estudiado desde hace algunos años, luego de que en 
1958, Reinert evidenció la formación de estructuras 
aparentemente embrionarias en callos obtenidos por el cultivo 
de raices de zanahoria. A partir de entonces surgieron los 
primeros reportes de regeneración via embriogénesis somática 
y hasta la fecha, se han publicado una gran cantidad de 
trabajos para la obtención de embriones somáticos .in Y1tJ;.Q en 
diversas especies. 

Algunos de los primeros investigadores, fueron Nomura y 
Komamine con cultivos en suspensión de zanahoria. De acuerdo 
con sus primeros estudios, la determinación para la 
embriogénesis, ocurre durante la transición de las células 
simples a agregados embriogénicos. sin embargo, la capacidad 
de las células individuales para convertirse en 
embriogénicas, era relacionada únicamente con la morfología 
celular. 

En posteriores estudios, la división desigual de las 
células somáticas 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; Oijak y 
Simmonds, 1988). 

Los embriones somáticos se originan de células· 
esporofiticas y segun 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 frecuencia son 
una excelente fuente para la ES. 

3) De hipocótilos y cotiledones de embriones y plántulas 
jóvenes, donde los embriones somáticos se originan como 
adventicios sin pasar por callo. 

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

Como ha sido posible observar en muchos sistemas de 
embriogénesis somática, el estado embriogénico potencial es 
un estado estable que requiere de algun factor externo que 
rompa su equilibrio y gue inicie la embriogénesis; una vez 
que esto tiene lugar, los eventos sucesivos se producen 
rápidamente. (Sung, 1985). El estado embriogénico es 
mantenido a través del tiempo, de la división celular y aun 
de la diferenciación celular y está 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 inóculo se dividen y terminan su desarrollo en 
una planta. En algunos callos es posible distinguir 
diferentes tipos de células; en forma, color, tamaño 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, 1Y87; Chen y Luthe, 1987). 

Algunos autores mencionan que los embriones somáticos 
(ES), pueden exhibir un comportamiento fisiológico similar al 
de los embriones sexuales y que inclusive la latencia puede 
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ser manifestada in J!illQ; ocurriendo su desarrollo una vez 
que todos los requerimientos ambientales son provistos. 
(Murashige, 1979.) 

III.7 CARACTERIBTICAS DB LA EMBRIOGENEBIB 

Los cambios en el patrón de organización celular, 
conducen a cambios en forma y tamaño del embrión, 
determinados por la frecuencia y los planos de división 
celular, asi como por la tasa y dirección de la elongación 
celular. El plano de división es a su vez, determinado por la 
orientación del huso mitótico (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 determinado, con los cambios 
bioquimicos y fisiológicos de los embriones; desde un punto 
de vista bioquimico, estos fenómenos deberían 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 enzimáticas de sintesis y 
degradación son resultado de la regulación de la expresión 
genética diferencial. 

En los cultivos de tejidos vegetales, la embriogénesis 
somática puede ocurrir directa o indirectamente, en el primer 
caso originándose de células aisladas y/o protoplastos. Y en 
el segundo, requiriendo la mediación 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). 

III.B. EHBRIOGENEBIB BOMATICA EN LA ALFALFA. 

Una de las especies importantes, en donde se han logrado 
establecer sistemas confiables de micropropagación, via 
embriogénesis somática es la alfalfa (Medicago ~ L.) 
(McCoy y Walker, 1984). sus ES facilitan el cultivo por su 
tamaño (2 a 5 mm), y pueden ser obtenidos en relativamente 
poco tiempo (5 a 7 semanas). Por otro lado, se cuenta ya con 
bastantes antecedentes de su comportamiento in Yl.!a'.2.... 

En el caso de la alfalfa, la embriogénesis somática, es 
lograda por la via indirecta y se considera que algunos 
nutrimentos y reguladores de crecimiento corno el 2,4-D, son 
esenciales para la inducción del estado embriogénico, (Sung, 
1985). Algunos autores justifican esto porque el 2,4-D inicia 
la división celular desigual, lo que origina células de 
diferente tamaño, de éstas, las más pequeñas, dan origen a 
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densas agrupaciones capaces de generar embriones. (Komamine, 
fil;. ll·' 1984) . 

Esta especie posee adem6s caracteristicas muy bien 
definidas, en cuanto a rendimiento y velocidad de respuesta. 
Es por esta razón gue la investigación realizada en ésta 
especie es valiosa, tanto para el establecimiento de sistemas 
modelo de embriogénesis somática, como en el estudio de los 
procesos gue ocurren durante el desarrollo vegetal .in Yi.tl:Q e 
.in vivo. Además, obviamente del conocimiento gue se pueda 
aportar de la alfalfa misma. 

Los ES de los callos de alfalfa pueden ser obtenidos__i.n 
vitre, usando como explantes diferentes tejidos incluyendo 
embriones inmaduros (Reich, 1980; Walker, fil; Al· 1979), 
peciolos (Novak and Konecna, 1982), tallos (Walker, 1979), 
cotiledones (Novak and Konecna, 1982; stavarek, 1980), 
hipocótilos (Novak and Konecna, 1982), hojas (Dos Santos fil; 
.ru... 1980) y protoplastos (Me Coy y Walker, 1984). 

En 1985 Brown y Atanasov, probaron 76 cultivares y 
encontraron gue la regeneración de las plantas a partir de 
tejidos tisulares es dependiente del genotipo. Encontraron 
una gran variedad de respuestas a la embriogénesis somática. 
34 % de los cultivares mostraron algún grado de respuesta en 
la formación de embriones. La mejor respuesta fue obtenida 
con la linea Reagenlander, usando el peciolo como explante, 
encontrándose gue el 80 % de los explantes formaron embriones 
y el 65 % de éstos germinó. 

Este sistema produce embriones saludables bien 
desarrollados después de 35 días de cultivo en medio BS 
(Gñmborg, 1968), suplementado con 1 mg/l de 2,4-D y O.l 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 RAJ el cual ha sido estudiado por Stuart 
(1985) y Walker (1979). 

En 1987, Meijer y Brown, desarrollaron un sistema gue 
permite la separación de las dos etapas (inducción y 
desarrollo), durante al desarrollo embrionario, utilizando 
dos diferentes medios de cultivo. 

En el cultivar Reagenlander y en la linea Fl.l Medicago 
falcata, los primeros embriones fueron visibles en los 
primeros l!; dias después de gue el explante fue transferido 
de medio de cultivo. En éste nuevo sistema, los explantes son 
cultivados en el medio MS (Murashige fil; Al· 1962), con 22.6 
µM de 2,4-D y 4.7 µM de cinetina por 10 dias y después sobre 
el medio basal MS por 20 dias. 

17 



En términos generales, la respuesta embriogénica en una 
especie se ve afectada por diversos factores como el genotipo 
y edad del inóculo; tipo y concentración de sales inorgánicas 
y aditivos orgánicos: reguladores del crecimiento y 
condiciones de incubación. 

Anteriormente se consideraba que la regeneración de 
plantas de alfalfa__in ~. era controlada por tres 
factores: cantidad y tipo de reguladores del crecimiento 
utilizados ex6<]enamente como fuente de auxina, concentración 
de citocinina exógena y fuente y nivel de nitrógeno en el 
medio de regeneración (McCoy y Walker, 1984). Sin embargo, 
hay otros factores que considerar como son el balance 
bioquimico endógeno de diferentes mensajeros, la fisiologia y 
sensibilidad del explante inicial y la variabilidad genética 
de las poblaciones bajo estudio. 

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

Para el desarrollo se disminuye o eliminan los 
reguladores del crecimiento. La germinación generalmente se 
lleva a cabo en un medio sin reguladores. Con respecto a la 
fuente de carbono se ha verificado que el 3 % de sacarosa 
usado comúnmente en los medios de cultivo es la concentración 
mas adecuada. 

La naturaleza controlable del cultivo 
influencia de factores exógenos, permite 
entendimiento de los factores que controlan 
las plantas de reproducción sexual. 

de tejidos y la 
lograr un mejor 
el desarrollo de 

Otros estudios que se han realizado con éstos sistemas 
son: Procesos de selección in YlU.2· Croughan et. al. en 
1978, seleccionó 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, encontrándose que se necesita un 
minimo de 25 mM de NH+ 4 para la diferenciación de ES de 
alfalfa (McCoy y Walker, 1984) . La adición de aminoácidos 
(caseina hidrolizada), mejora la cantidad y probablemente la 
calidad de los ES (Skokut et J!.l., 1985; Meijer y Brown, 
1987), especificamente prolina, alanina, arginina y glutamina 
(Stuart fil; ll·, 1985). Los reguladores del crecimiento se 
utilizan para la inducción de la embriogénesis, comúnmente se 
emplea una auxina o una combinación auxina-citocinina. 
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III.9 ETAPAS DE LA EMBRIOGENESIS BOMATICA EN LA ALFALFA 

Existen tres etapas definidas durante el desarrollo 
embrionario in yitro: 

III.9.1 INDOCCIOH 

Como ya se mencionó, el proceso de inducción puede 
ocurrir en una de dos formas: directa o indirectamente; en el 
primero de los casos, los tejidos de algunas especies sólo 
requieren ser cultivados en un medio basal para iniciar la 
generación de embriones (quizá debido a la presencia de 
células determinadas pre-embriogénicamente), en tanto que en 
el segundo los tejidos deben ser colocados en un medio más 
complejo, con reguladores del crecimiento proporcionados 
exógenamente en la proporción precisa. 

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

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

III.9.2 DESARROLLO 

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

El desarrollo de ES in vitro presenta los mismos estados 
morfogenéticos característicos de la embriogénesis sexual 
(estados globular, corazón y torpedo). El estado globular se 
caracteriza por presentar una estructura esférica de células 
con citoplasma denso, grandes granos de almidón, núcleos 
prominentes y células poco vacuoladas, las mismas 
caracteristicas se presentan en células embrionarias sexuales 
y meristemáticas. {Sharp et . .1!.l·, 1980; Dos Santos et. 
;ü.., 1983). Posteriormente en los ES se observan centros de 
actividad celular que daran origen a los primordios 
cotiledonares, en este momento, el embrión adquiere una 
tipica forma de corazón, finalmente con la elongación de los 
cotiledones y el desarrollo del meristemo apical, el embrión 
llega a la etapa de torpedo (Ammirato, 1987). 
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Fig. No. 2. Representación esquemática de la ernbriogénesis 
somática en Medicago sativa, donde se muestran las etapas 
del desarrollo embrionario y las diferentes fases de 
cultivo in vitro. 1) Material vegetativo fuente, 2) 
Explantes, 3) Inducción en medio BS con reguladores de 
crecimiento durante 18 dias en fotoperiodo, 4) Formación 
de callos, 5) Desarrollo en medio BS sin reguladores de 
crecimiento, 6) Germinación, 7) Desarrollo de plántulas, 
8) Aislamiento de plántulas para su posterior 
transferencia a tierra como material vegetativo fuente. 

20 



III.9.3 CO!IVBRSION 

La germinación o conversión de los ES es la última etapa 
del desarrollo de un embrión para pasar a ser una plántula. 
En la conversión de los ES generalmente no se requieren 
reguladores del crecimiento y en ocasiones solo disminuir al 
50 % las sale de algún medio de cultivo. Desafortunadamente, 
la mayoria de los reportes en ES no indican porcentajes de 
conversión, ni que porcentaje de las plántulas obten idas, 
sobreviven en condiciones de invernadero (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 embrión durante su desarrollo. Con los 
porcentajes de conversión únicamente 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 conversión. Este es el objetivo del 
análisis de proteinn~ de reserva, utilizarlas corno un 
marcador bioquimico para determinar las condiciones in Yi!:J:2 
necesarias en la obtención de ES de alta calidad. 

III.10 DESARROLLO EMBRIONllRIO in Yitl:.2 vs in Y1YQ 

En muchas especies, los. embriones obtenidos de semillas 
inmaduras, germinan precozmente. Sin embargo, las plántulas 
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 ter.los los órganos embrionarios son 
formados, y el segundo es un pro9rama de germinación en el 
cual el patrón de cr8cimiento es estiraulado. 

Est.J. última fase, es quiz.:l la r.js prec.:irL:i en la vida de 
una planta. Por lo que la e~hr.iogrinesis puede ser vista como 
una etapa preparatoria para una gei-:ninación exitosa. En este 
punto radica la importancia de riue el cnbrión cuente con 
altos ni.veles de material de resc,rva. (Dure, 1975). En las 
leguminosas al igual que en muchas dicotiledóneas, hay una 
absorción casi total del endospermo durant~. la embriogBm:::!sis. 
De algún modo puede parecer que estas plantas gastan mucha 
más energia en la formación de sc~illas que las 
monocotiledóneas y que aquell •ts dicotiledóneas que entran en 
latencia con la mayoria de su~ res0rvas a~n pal imcrizadas en 
la nucela/endospermo. Sin embargo en especies como El...fil:!m 
fil!.ti.Y.\!lll, tifilll!l ID:Yfllfilt, Ebar:eo.lfil'. ~Ji, flllho;_polus 
coccineus, Vicia fab y fil.:'..~ l!lllZ se evita el paso de 
reempaquetamiento en los cotiledones, ya que en la 
germinación, los 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 somáticos, pero 
en las angiospermas y gimnospermas más evolucionadas, el 
desarrollo es interrumpido por la formación de una semilla en 
la cual el crecimiento ha sido disminuido temporalmente. En 
estas plantas, hay un tercer programa de desarrollo que 
conduce a la fase de latencia de la semilla. 

Esta latencia no se enc•tentra en el desarrollo de los 
embriones somáticos, en estos no hay ninguna fase definida de 
acumulación de macromoléculas de reserva, por lo que los 
embriones somáticos continúan su desarrollo y germinan 
precozmente. El evitar esta germinación precoz es uno de los 
objetivos que se persiguen al tratar de establecer sistemas 
de embriogénesis somática, en los cuales se logre inducir una 
alta tasa de sintesis y/o acumulación de éstas macromoléculas 
de reserva y además establecer de manera puntual en el tiempo 
esta acumulación. 

Otro aspecto del desarrollo de las semillas y al que 
seria interesante inducir a los ES, se refiere al cambio 
metabólico que tiene lugar en el tejido nutricional de 
reserva, ya sea en el endospermo o en los cotiledones cuando 
ocurre la germinación. Lls células que han sintetizado 
enormes cantidades de proteinas y carbohidratos, durnnte la 
embriogénesis, revierten completamente este proceso y 
comienzan una hidrólisis muy rápida de éstos mismos 
materiales en la germinación (Dure, 1975). En los embriones 
cigóticos, este proceso no es acompañado de la división 
celular de éstos tejidos, y por lo tanto, la reversión 
metabólica se da en una misma población celular. El núnero 
celular final del embrión, es alcanzado al inicio de la 
ontogenia y el posterior incremento en masa, puede ser 
resultado de la expansión celular y de la deposición de 
almidón y de proteinas de reserva (Dure, 1975). 

La embriogénesis en los tejidos callosos, se inicia con 
la diferenciación de células somáticas que difieren de las 
células parenquimatosas vacuoladas que las rodean, por su 
denso contenido plasmático, su acumulación de almidón y que 
pueden estar cubiertas por una gruesa pared celular. De tales 
células se originan otras más pequeñas y con citoplasma muy 
denso. Estas se denominan proem.briones y pueden desarrollarse 
cada una en un embrión globular o en una estructura muy 
similar que puede desarrollar las diferentes fases 
embrionarias y una plántula. Numerosos embriones, los cuales 
se desarrollan de células somáticas 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 somáticos: 

1) La inducción de las células con competencia embriogénica.· 
2) La liberación del estado embriogénico inducido a su total 
desarrollo. (Kohlenbach, 1978). 
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Hasta ahora, la identificación de los ES ha sido 
fundamentalmente basada en observaciones morfologicas; 
equiparándola con una secuencia de desarrollo que es muy 
parecida a la encontrada en los embriones sexuales y que 
progresa del estadio globular, al corazón, al torpedo y 
finalmente al cotiledonar. Esta correlación se observa en 
estudios de microscopia óptica y microscopia electrónica. y 
se encuentra altamente conservada. entre todas las plantas 
dicotiledóneas. (Dos Santos, et i!.l· 1983). 

En estudios de embriogónesis somática, realizados con 
algodón (Gossypium birsutum), el primer estadio reconocible 
es el de globular, y consiste de masas de tejido, de 
superficie lisa, casi isodiamétricas, que emergen de un 
tejido calloso muy friable y organizado irregularmente. Los 
embriones somáticos 1 durante su subsecuente alargamiento, 
muestran un suspensor bien definido y una indentación apical, 
este estadio es denominado de corazón. La indentación apical 
representa la iniciación del desarrollo de los cotiledones, 
los cuales en el siguiente estadio -de torpedo-, 
desarrollarán cotiledones verdes bien definidos. La 
maduración de los ES involucra ln elongación del eje 
embrionario sin un posterior crecimiento cotiledonar 
(Shoemaker g_l;_ i\l. 1987). (Fig. 2). 

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

El primero ocurre con la transformación del callo a 
embriones globulares e involucra un periodo de rápida 
division celular que produce densas agrupaciones sin una 
epidermis aparente. 

El segundo estado morfológico observado en cultivo, 
involucra la formación de una hendidura en el embrión 
globular para fornJ.:- los cotiledones. La circunferencia de la 
hendidura debe desarrollar des puntos donde el crecimiento 
este restringido. El mcr is temo apical esta presumiblemente 
localizado en el área inferior de la hendidura (Sung,1985). 

" Q o o u 
GLOBULAR CORAZON TORPEOO COTJ LEOONAR 

Fig. 2.- Estadios de desarrollo embrionario en la 
alfalfa (Tomado de Stuart, .!l.l;. i!.l., 1985). 
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III.11 SIBTEMJJl MODELO DEL DESARROLLO EMBRIONARIO in vitre 

En la actualidad, se conoce mucho acerca de las 
condiciones de cultivo necesarias para la ES en algunas 
especies y en algunos sistemas establecidos como modelo 
(.11l!!!l<J¡¡¡_ ~) , 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 teórico y práctico). 
También, es necesario proveer de alternativas para el 
tratamiento de especies que son recalcitrantes a la 
aplicación de las técnicas in ill!:.Q; para el rescate de 
poblaciones; en la mejora de la calidad nutricional de la 
semilla; para el entendimiento del desarrollo embrionario in 
~. y de la movilización de reservas, etc. 

Por todo lo anterior, para usar un sistema de 
embriogénesis somática como modelo y estudiar los eventos 
bioquimicos tempranos del desarrollo, es necesario establecer 
hasta que grado hay real similitud entre los doG procesos; si 
pueden utilizarse marcadores bioquirnicos para optimizar las 
condiciones de cultivo y si algunos factores químicos 
aplicados exógenamente al medio de cultivo, pueden influir en 
la regulación de la expresión y acumulación del material de 
reserva. 

Las ventajas que presenta la ES de la alfalfa son: 

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

- Para el estudio y control del proceso in vitre. 

- Condiciones ambientales controlables. 

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

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

- El proceso embriogénico ocurre en un corto periodo y ofrece 
una gran facilidad de manipulación y escalamiento. 

Puede ser parcialmente sincronizado empleando agentes 
exógenos; para tener poblaciones de células en un mismo 
estado de desarrollo. 

Posibilidad de inducir latencia en los ES (Ammirato, 
1987.). 
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Estas ventajas, son importantes en los estudios de 
acumulación de reservas energéticas a utilizar en el proceso 
de conversión y la producción de semilla clonal a través de 
la encapsulación de ES (Redenbaugh, tl ;ü., 1984.), con la 
opción de optimizar el proceso, hacerlo altamente mecanizado 
y de bajo costo. 

Un criterio de la calidad de los ES, puede ser la 
expresión de las proteinas de reserva especificas de la 
semilla y que son comunes en las leguminosas: (7S y llS) 
(Stuart, 1985). 

III.12 PROBLEMAS EN EMBRIOGENEBIS SOMATICA 

Por otro lado, la ES presenta algunas desventajas, las 
cuales se han observado y tratado de resolver en algunos 
sistemas de embriogénesis .in Y.il;i;:Q. Uno de los investigadores 
que han señalado estas desventajas de manera clara es 
Ammirato, quien en 1987, enfatizó algunos de los principales 
problemas en ES tales como: 

l) El proceso embriogénico es repetitivo, el embrión 
puede ser centro de embriogénci:;is y clesarrollar embriones 
secundarios en la base de la radicula, esto es también causa 
de asincronia en las diferentes fases del desarrollo. 

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

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

4) El embrión cuyo desarrollo fue normal, puede no 
germinar o hacerlo parcialmente con aparición solo de brotes 
o raices. 

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

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

7) Finalmente no se han encontrado las condiciones para 
que los ES acumulen sustancias de reserva utilizables durante 
la germinación. 
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III.13. PROTBINAS DB RESERVA EN SEKILLl\S 

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 hambre y las 
animales, sino también parque representan un interesante 
modelo de la expresión genética vegetal. Estas PR proveen al 
hombre directamente can más de 2/3 de la dieta proteica (55 
i atribuido a los cereales y 15 t a las leguminosas). 
(Pernollet, 1985). 

Desde 1969, Nitsch, propusó que el estudia de los 
aspectos hioquimicas del desarrollo de embriones cigóticas en 
angiospermas, padia ser modelada usando sistemas 1n vitro. 
Can este fin se han propuesto cama marcadores biaquimicas 
para el diagnóstica de la calidad de los embriones somáticos 
(ES) en diferentes estadios de desarrolla a las proteinas de 
reserva (PR), principalmente a das de ellas denominadas llS 
(leguminas) y 7S (vicilinas), de acuerda a su coeficiente de 
sedimentación; estas PR san tejida-especificas y muy 
abundantes, su síntesis es incrementada durante el desarrollo 
(Sung,1985), además de que sus patrones de expresión temporal 
pueden ser estudiadas durante este periodo. 

Estas PR de las semillas se acumulan en altos niveles 
(aprax. 30 %) , pues actúan cama reserva alimenticia para el 
embrión en desarrolla de semillas sin endospermo tales coma 
Brassica o Medicago. Asi, podria esperarse que el incremento 
en el nivel de deposición de las PP. representara un 
incremento concomitante en el vigor de los embriones 
somáticas durante la germinación. (Stuart et al., 1988.). Las 
PR son reguladas durante el desarrollo lo que las hace muy 
útiles ya que la medida de las niveles de sintesis de las PR 
pueden ayudar a determinar como los nutrimentos, hormonas y 
otros parámetros, controlan el desarrollo embrionario in 
vitre. 

El nivel de acumulación de las PR en las ES es 
importante para estudios comparativos de embriones sexuales y 
somáticos, cuyo obje':.ivo es saber si los embriones de ambos 
sistemas san biaquimicamente similares a sólo 
marfalógicamente parecidas. Además san expresadas en las ES 
(Stuart, Q!, al., 1985). 

Las prateinas de reserva han sido estudiadas par algunas 
investigadores (Derbyshire et ll·, 1976; Masse and Landry, 
1980; Larkins, 1981; Pernallet and Masse, 1983; Thampsan et 
g_!., 1989; Perez and Galdberg, 1989; DeLisle and Crauch, 
1989.), quienes han destacada algunas de sus caracteristicas 
más importantes para el estudio del control de la expresión 
genética en el desarrolla vegetal: 
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al su importante función de proveer de aminoácidos y 
nitrógeno a la plántula durante la germinación para 
soportar esta primera fase heterotróf ica de su desarrollo 

b) No tienen otra función conocida más que la de reserva. 

e) Contribuyen con aprox. el 80 t de los compuestos 
nitrogenados de la semilla. 

d) su peculiar composición aminoacidica. 

e) su localización dentro de organelos de reserva especificas 
{cuerpos proteicos), durante el desarrollo de la semilla. 

t) su distribución natural en dos grupos principales 
(leguminas y vicilinas en leguminosas y prolaminas y 
glutelinas en cereales), las proporciones relativas de 
las cuales difieren marcadamente de unas especies a otras 
y en algunas más son dependientes del genotipo. 

g) Son estables durante el periodo de latencia que separa la 
embriogénesis de la germinación. 

h) Son especificamente degradadas durante la germinación y el 
crecimiento de la plántula para proveer a ésta de una 
fuente de carbono y nitrógeno. 

Se sabe que las PR consisten de series polimórficas de 
moléculas las cuales son codificadas por familias de 
multigenes (Marks and Larkins, 1982; Pedersen et ¡1_!_., 1982; 
Lycett tl Jtl., 1983: Pernollet and Mosse, 1983a; Thompson fil; 
ill,., 1989; Perez and Goldberg, 1989). La comparación de las 
estructuras primaria y Gecundaria de estas proteinas, ha 
mostrado patrones muy conservados desde un punto de vista 
filogenético (Pernollet and Mosse, 1983), que se han 
atribuido a necesidades estructurales y funcionales muy 
especificas. 

Las principales proteínas de las leguminosas son 
almacenadas en los cotiledones del embrión diploide. Estas 
proteínas llamadas globulinas son solubles en soluciones 
salinas y son principalmente divididas en los grupos de 
leguminas y vicilinas. Las primeras tienen precursores de 60 
Kd constituidos de una subunidad-acidica (40 kD) y una 
subunidad básica (Chrispeels 1981). Las vicilinas no sólo se 
originan de la hidrólisis de un precursor comun más grande, 
sino que su extremo carboxilo terminal es hidrolizado. A 
diferencia de las legurninas, las vicilinas son glucoproteinas 
y consecuentemente son glucosiladas post-traduccionalmente en 
el reticulo endoplásmico (Davies and Delmer, 1979, 1981; 
Chrispeels 1981). La glicosilación en si misma no es un paso 
esencial en la sintesis de los polipéptidos de vicilina ni en 
su ensamblaje en polimeros (Badenoch-Jones ro; J!l.., 1981). 
Además se ha mostrado que este ensamblaje ocurre tan pronto 
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como los monómeros son sintetizados, evitando el rompimiento 
de la cadena polipeptidica. (Pernollet, 1985). 

En 1982, Crouch comparó la acumulación de las proteinas 
de reserva durante el desarrollo de embriones cigóticos in 
tlY.2 e in Y..l..Y2_de Brassica ™ 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 in l!i.tl;:Q 
que en aquellos cultivados in Y.iYQ.... 

Otro de los sistemas en los que se ha estudia_do el 
patrón de acumulación de las proteinas de reserva, es el de 
algodón (Gossypium hirsutum L.), en este sistema, el primer 
estadio de desarrollo en que se detectó la proteina madura, 
fue el de globular, en una concentración total de 0.35 % de 
la masa proteica total del embrión. En los estadios torpedo 
y cotiledonar, se encontraron 3.0 % y 1.3 %, respectivamente. 
En tanto que en el embrión sexual va de 16 a 24 % (Dure y 
Chlan, 1981). Estos indices tan bajos, pueden ser explicados 
porque la elongación del eje embrionario no es acompañado en 
el estadio cotiledonar por un correspondiente incremento en 
el tamaño de los cotiledones. se encontró también que la 
máxima sintesis de proteinas de reserva, ocurre en los 
estadios de globular y corazón, asi como la sintesis y 
acumulación de precursores de estas proteinas (Shoemaker, 
1987). 

El patrón de sintesis, procesamiento y acumulación de 
las proteinas de reserva, emula al patrón que ha sido 
reportado para la ernbriogénesis cigótica, sin embargo, los 
embriones somáticos, acumulan menos proteinas y en estadios 
de desarrollo más tempranos. (Shoemaker et al., 1987). 

La acumulación de proteinas ha sido estudiada en algunas 
especies por OUre (1975), Millerd (1975), Chrispeels (1981) y 
Boulter (1981). Se ha establecido que la ernbriogénesis es 
remarcadamente constante de una especie de leguminosa a otra. 
La deposición de PR es concomitante con la biosintesis de los 
otros productos de reserva durante la fase de expansión 
celular del crecimiento embrionario, el cual sigue a la fase 
de rápida división celular en la que esencialmente no se 
sintetizan PR. En general, la aparición de las PR tiene lugar 
en el noveno y decimosegundo dia después de la floración y la 
sintesis máxima esta comprendida entre el decimoquinto y 
decimotercer dia. Sin embargo, esto es variable dependiendo 
de las especies, cultivares y condiciones del crecimiento 
(Pernollet, 1985). 

Otro aspecto importante de la biosintesis de las 
proteinas de la semilla es que sirvan como un modelo para el 
estudio de la expresión de los genes de las plantas: e;I. 
embrión de las leguminosas al igual que el endospermo de los 
cereales, son ejemplos de sistemas celulares eucarióticos 
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diferenciados, en los cuales un número relativamente pequeño 
de proteinas son sintetizadas en exceso sobre otras proteinas 
y dado que son el resultado de la expresión de genes 
localizados en loci diferentes de distintos cromosomas, 
permiten el estudio de la regulación de la expresión de 
familias multigénicas. (Pernollet, 1985). 

Durante el desarrollo de la semilla hay un incremento 
sustancial en la acumulación de material de reserva. Puede 
haber un periodo de latencia, pero si las condiciones son 
favorables, la germinación puede ocurrir y el material de 
reserva es usado como una fuente de nitrógeno y carbono para 
la plántula en desarrollo. El nitrógeno se encuentra 
principalmente en las proteinas y el carbono en la forma de 
almidón o aceite. 

Las proteinas de reserva, junto con los carbohidratos, 
son sintetizadas durante la formación de la semilla. Después 
de la germinación, son hidrolizados y ayudan a soportar los 
altos niveles de sintesis proteica de la plántula en 
crecimiento. 

Generalmente la tasa de depositación de proteinas, 
incrementa dramáticamente después del primer tercio del 
periodo de desarrollo (Derbyshire ~ .<l.l., 1976). 

Las caracteristicas más 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 síntesis es por un corto periodo. 
- Su estudio ofrece i~portantes aplicaciones potenciales. 
- No tienen una via biosintética larga. 
- Poco número de genes involucrados. 
- Secuencia altamente conservada en las leguminosas. 
- Técnicas analiticas sensibles y disponibles. 

III.13.l. FOlU'.1\CION DE 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 diámetro, contienen a 
las PR (contenido promedio: 80%) y fitatos. En las 
leguminosas estos organelos pueden ser observados aun en las 
semillas maduras. 

Mosse and Pernollet (1983), han planteado un proceso 
hipotético que describe la formación de cuerpos proteicos en 
cotiledones de leguminosas. Por un lado, la 7S una vez que es 
sintetizada sobre el reticulo endoplásmico rugoso, seria 
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transportada via el aparato de Golgi hacia vacuolas cuya 
última división seran los cuerpos proteicos. 

La formación 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. 

III.1' ORGANIZACION Y EXPRESION DE LOS GENES DE LAS PROTEINAS 
DE RESERVA, 

Factores que controlan la sintesia da PR en la semilla. 

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

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

Asi, la biosintesis y acumulación de las PR son 
determinadas por algunas caracteristicas comunes y algunas 
particularidades de diferentes especies. Hasta donde se sabe, 
los sistemas proteosintéticos de acumulación de diferentes 
plantas tienen en común las siguientes caracteristicas: 

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

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

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

d) La biosintesis de las cadenas polipeptidicas es 
sincrónica 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 
proteos1ntesis, involucran 
transcripción. 

fenotipicas o genotipicas de la 
un control regulatorio de la 

De cualquier modo, el conocimiento de la regulación de 
la proteosintesis y de los genes rogulatorios contribuirá al 
mejoramiento de cultivos, cualquiera que sea la metodologia 
finalmente usada, esto es, parámetros fisiológicos, 
bioquimicos, genéticos o de biologia molecular. (Pernollet, 
1985). 

Se ha reportado por Perez y Goldberg en 1989, que los 
genes de las PR de semillas son altamente regulados con 
respecto al tipo celular en embriones cigóticos y somáticos. 
Estos autores observaron que los genes de las células del 
embrión expresan proteinas especificas de las semillas 
durante las primeras etapas de la embriogénesis y que los 
patrones de localización de los mRNA de la semilla son 
conservados entre especies de plantas distantemente 
relacionadas. Además de que éstos patrones pueden presentarse 
aún en la ausencia de tejido seminal no embriogénico que 
rodee al embrión. 

Irr.1s. TECNICAS A?IALITICAS PARA EL ESTUDIO DE LAS PROTEINAS 
DE RESERVA 

Debido a que las proteínas de reserva consisten de 
muchas subunidades es posible que muchas formas de la misma 
proteina puedan ocurrir en un mismo individuo o en una 
población de individuos (Derbyshire et .al., 1976). La 
similitud de la proteina 115 en diferentes plantas, podria 
ser debida ya sea a una evolución convergente en respuesta a 
una necesidad funcional común o a un ancestro común. 
(Derbyshire et ll..!., 1976). Lo que nos permite considerar que 
el conocimiento de el metabolismo de las proteinas en una 
especie, es válido para otras que presentan similitud en la 
composición pal ipeptidica de sus proteinas, corno es el caso 
de algunas especies de la familia Leguminosae. 

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

a) ser sintetizada en y pasar a través del reticulo 
endoplásmico rugoso. 

b) Actuar como un almacén adecuado de nitrógeno, esto es, 
tener una composición amimoacidica, la cual mediante 
hidrólisis, provea de todos los compuestos nitrogenados 
a la plántula, usando la maquinaria enzimática de la 
misma. 
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Algunas de las caracteristicas fisicoquimicas que les 
confieren ciertas capacidades funcionales a éstas proteinas 
de reserva, pueden ser estudiadas empleando algunas técnicas 
analiticas especificas como se señala en la sig. tabla. 

CARACTERISTICA 

Tamaño molecular 
Punto isoeléctrico 
Composición y peso mole­
cular de las subunidades 

METODO DE ANALIBIB 

Ultracentrifugación 
Isoelectroenf oque 

SDS-PAGE 

Estas caractetisticas ya han sido determinadas para 
algunas especies, una posterior caracterización de las 
globulinas, involucra la determinación de su composición 
quimica (por ejemplo, composición aminoacidica, contenido de 
carbohidratos, etc) y la separación, purificación y 
caracterización de sus subunidades constituyentes. 

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

La agregación de las moléculas de proteina la cual 
ocurre durante la precipitación isoeléctrica lograda por 
diálisis 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 extracción. 

La disociación de la globulinas puede lograrse por 
alteración en el pH y por exposición a agentes disociantes, 
por ejemplo: urea, formamida, clorhidrato de guanidina, 
detergentes, 8-mercaptoetanol y di tiotrei tol. Estos úl ti¡¡¡os 
dos reactivos, son usados para romper los puentes disulfuro y 
los otros rompen los puentes de hidrógeno. 

El ditiotreitol (al igual que el 8-mercaptoetanol), 
inhibe la formación de puentes disulfuro entre proteinas con 
grupos sulfhidrilo libres y por esta razón reducen la 
polimerización y subsecuente insolubilidad, por lo que 
adicionado a los amortiguadores de extracción, ayuda a 
incrementar la cantidad de proteina extraida. 

El EDTA es un agente neutro quelante muy útil en la 
purificación de enzimas y que también incrementa los 
rendimientos de extracción de proteínas de semillas, ya que 
inhibe la actividad de algunas proteasas al quelar sus 
cofactores. 
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Los inhibidores de 
fenilmetilsulfonil fluoruro 
minimizar la proteolisis. 

proteasas tales como el 
(PMSF) son efectivos para 

El método más exitoso para la purificación de la llS ha 
sido la precipitación isoeléctrica, dejando a la 7S en 
suspensión. (Derbyshire ~ ;ü.., 1976). 

Las caracteristicas útiles para el análisis de las 
proteinas de reserva de la alfalfa son: 

CARACTERI8TICA 

Solubilidad 

Peso molecular 

Subunidades 

Agregación 
Polipeptidica 

Distribución 
general de sub­
unidades carac­
terísticas• 

78 

En bajas concentraciones 
de sal, y a temperaturas 
bajas en amortiguadores 
pH 7.0 

Entre 180 y 220 kD 

68 kD (triplete), 52, 
36 y 32 kD. 

I 
II 
III 
IV 
V 

23 kD 
43 kD 
47-50 kD 
45-56 kD 
53-56 kD 

• (Derbyshire, 1976) 

118 

En altas concen­
traciones de sal 
en amortiguadores 
pH 7.0. 

aprox. 360 kD 

Acidas o básicas 
con PH entre 27 y 
37 kD y entre 20 y 
24 kD, respectiva­
mente. 

47 kD (triplete), 
39, 22 y 20 kD 

La proteína con un valor de sedimentación 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 
llS es compuesta de un triplete en 47 kD, un doblete en 39 kD 
y bandas simples en 22 y 20 kD. (Stuart, 1985). 

Existe además la posibilidad, de que el desarrollo de 
algunas técnicas serológicas para la detección de las 
proteinas 11 s y 7 s de la alfalfa, puedan ayudar en la 
valoración de la calidad de los embriones somáticos 
individuales. El establecimiento de tales ensayos, puede 
ayudar en la identificación y optimización de los 
procedimientos que mejoraran el vigor de los embriones 
somáticos. (Stuart, 1985). 
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La inmunoelectroforesis puede emplearse para identificar 
y cuantificar globulinas, es un excelente método para separar 
mezclas de llS y 75.(Derbyshire ~al., 1976). 

En 1981, Crouch y Sussex, demostraron que usando 
anticuerpos dirigidos contra las proteinas de reserva de 
embriones sexuales, éstas eran detectadas sólo en los ejes y 
cotiledones y primeramente en los estadios cotiledonares 
tempranos y que se acumulan en una tasa promedio de 26 
µg/embrión/dia, durante el tiempo de máxima deposición. 
Utilizando la técnica de Rocket inmunoelectrofore.sis. 

El uso 
entendimiento 
somAticos. 

de 
de 

tales técnicas 
la germinación 

puede 
precoz 

mejorar nuestro 
de los embriones 

Dado que para la inducción de la embriogénesis se 
requiere de la aplicación de auxinas, y para el desarrollo 
embrionario subsecuente, este parece ser dañino; se sugiere 
que el proceso necesario para la inducción de la 
embriogénesis es distinto del proceso de la maduración de 
los embriones somáticos (Stuart ~ i!.l., 1985). 

As1 factores tales como la aplicación del 2,4-D, pueden 
evitar la acumulación de las proteinas de reserva, la cual es 
caracteristica de la fase de desarrollo de la embriogénesis 
sexual. La consideración de los procesos que controlan el 
desarrollo de los embriones somáticos dependerá de la 
disponibilidad de ensayos para la identificación de factores 
los cuales afectan el proceso de maduración.(Stuart, 1985). 

III.16. CARBOBIDRATOB 

Los carbohidratos est~n presentes como materiales de 
reserva en algunas especies de la familia Leguminosae, 
principalmente en la forma de almidón y de galactomananos. 
Estos materiales son hidrolizados después de la imbibición, y 
proveen de monosacáridos importantes para la formación de 
paredes celulares y para rutas biosintéticas como la 
glucolisis (McClearly and Matheson, 1976.). El almidón se 
almacena en gránulos, 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 la 
movilización de reservas y la formación de almidón en soya. 
Confirmando que en la movilización de reservas, el almidón se 
acumula y después se degrada durante los primeros dias del 
crecimiento de la plAntula (Adams and Rinne, 1980. Brown y 
Huber 1988). 

34 



Anteriormente se consideraba que esta formación temporal 
de all41idón era resultado de un exceso de carbono por la 
movilización de algunos de los lipidos presentes en la 
semilla (Adams and Rinne l~BC), o de ceras reservas (Halmer 
1985). Sin embargo se ha obse::-vado, qu~ durante el 
crecimiento inicial de la plántula, (Glicine max L.), la 
for.mación de almidón aparentemente puede ser relacionada 
cuantitativamente a la disminución de azúcar soluble 
(principalmente sacarosa), y no de otras reservas. Debido a 
que en este momento, la moviliz&ción de reservas de 11pidos y 
proteinas, no se ha iniciado, la foniación de almidón parece 
ser a expensas de la linicd fuente de carbono disponible: los 
azucares solubles. De éste modo, la formación de almidón 
podria tener un efecto adverso sobre el crecimiento del eje 
embrionario, ya que ambos procesos podr1an competir por 
suministros limitadoG de carbono (Brown y Huber, 1988). 

En estos estudios también pudo observarse que la 
acumulación de almidón ocurre d'Jrantc la fase heterotrófica 
del crecimiento de la plántula. Sintetizado a parti.r de 
azucares solubles. Y también se pudo determinar que la luz no 
es un requerimiento para la formación de almidón. 

La actividad de la enzima hidrolitica especifica del 
almidón la alfa-aroil-sa, puede ser un buen indicador de la 
actividad hidrolitica en el ~mbrión, sobre todo al final del 
desarrollo de los embriones sornliticos, ya que se ha 
demostrado que los niveles de alfn-a~ilusa, se incrementan 
durante la germinación. (Ilan y Gcpstein. 1981). 

III .17. AGENTES IliDOCTORES DE L':FP.ES ION Y/O T•COHOLACIOH DE 
l!ATERIALES Dll RESERVA Ill! Lll8TEMA8 in vi tro 

Es sabido que si se retira el embrión inmaduro de una 
semilla, y se cultiva en un r.1edio nutritivo o agua, detendrá 
su desarrollo norn.al y genainaró. precozmente. Deteniéndose 
también la sint2sis de protainas y otros metabolitos 
(Eisenberg y Mascacenhas, 1985). 

La causa de éste fenó~eno puede ser atribuida al cambio 
en las condiciones ao.bientalcs u las que son sometidos los 
embriones inmaduros. En cultivos .in ."i..lt.r..Q, éstos embriones 
cigóticos son limitados en su desarrollo porque su entorno 
natural es eliminado, esto implica que no cuentan con 
protección f isica ni con al suministro completo y adecuado de 
todos los !actores gue requieren para su desarrollo y gue le 
son provistos por su entorno natural. En un caso similar se 
encuentran los ES, los cuales están 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 y 
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dependen del medio nutritivo para su sobrevivencia y 
desarrollo. 

Algunos autores (Sussex and Crouch, 1980. Crouch y 
Sussex, 1981, y Quatrano et il.l, 1983), han propuesto la 
utilización de algunos agentes quimicos que puedan ser 
adicionados exógenamente a los cultivos in vitro y que de 
alguna manera impidan la germinación precoz. 

La idea es entonces, tratar de emular las condiciones 
ambientales naturales de los embriones cigóticos, estimulando 
la inhibición de la germinación precoz directamente con 
inhibidores de crecimiento o provocando la desecación gradual 
del embrión, permitiendo además que la sintesis y acumulación 
del material de reserva, continUe. Dos de los agentes 
quimicos más 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 utilización de este último agente nos lleva a una 
situación un tanto insegura pero válida, 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 primeros 
trabajos realizados con este enfoque y que los resultados que 
se pueden obtener son de mucho interés. 

III.17.1 ACIOO l\BBCIBICO: 

El ABA es un pequeño ácido 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 anión 
disociado es impermeable. Consecuentemente, la distribución 
entre los diferentes compartimentos es determinada por la 
diferencia en pH entre los mismos encontrándose que entre 
mayor sea la diferencia, mayor sera la cantidad de ABA que se 
acumule en un comparti~ento alcalino {Bluir ~ ª1.., 1988). 

Se ha demostrado que el ABA induce cambios en la 
permeabilidad para aniones y agua en las células guarda y 
afecta en la conducción de iones y agua en las raices. (Blair 
g.t gl., 1988), Además ha sido referido por algunos autores, 
que incrementa la sintesis y acumulación de proteínas de 
reserva e inhibe la germinación precoz en las embriones 
cultivados .in vitro (Sussex et ll· 1980, Crouch y sussex, 
1981, y Quatrano g.t gl. 1983). Pues al ser aplicado éste al 
medio de cultivo, los embriones no germinan. 

Durante la embriogénesis, el contenido de ABA de los 
embriones incrementa con el peso fresco de la semilla y 
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decrece durante la fase de r::.aduración. E! ABA puede también 
estar involucrado en la acumulación el almidCn. 

En 1985 Bray y Beachy, estudiaron la regulación de la 
expresión genética especifica por aplicación l'.!Xógena de ABA 
durante el cultivo in vit¡:¡¡ de cotiledones iru:irtduros de soya 
(~ ll!fill L. merr. cv Provar). Encontrando que la adición 
de ABA, praducia un incrementa en la concentración de 
sacarosa en el medio de cultivo, se causaba un incremento en 
la concentración de hBA y el mismo efecto en la subunidad B 
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 adetlás del Ni3A que regulen la sintesls de 
proteinas embrio-especificas, o que no es el efector único. 

Según Eisenberg y Mascarenhas en 1985, la aplicación 
exógena de ABA, evita la germinación precoz en todos ~os 
estadios de desarrollo. Las concentraciones menores de 10- M 
(concentración óptitla), son parcialtlente efectivas. El 
crecimiento (incremento en peso fresco), de embriones en un 
estadio de desarrollo intermedio, fue dependiente de ABA y 
tales embriones requieren de ABA para continuar la síntesis 
de proteínas de reserva durante el cultiva. 

Por otro lado se ha visto que la respuesta de las 
diferentes especies a este agente, depende también del estado 
de desarrolla en que se encuentren, los embriones jóvenes no 
germinaran precozment:e, pero los que se encuentren en un 
estadio de desarrollo más avanzado si lo harár. en presencia 
de ABA (Eisenberg and Mascarenhas, 1985). 

Una hipótesis de Morris, et ª1_. 1988 es que es razonable 
suponer que tanto la concentración de ABA endógena, como el 
eztado hidrico del tejido materno, actúan ~n la regulación de 
la movilización de dgua del embrión y por esta razón, 
controlan la germinación pn:::coz in vivo. Los niveles 
cambiantes de ABA durante el desarrollo del embrión, reflejan 
cambios en el estado hidrico del tejido materno y eí grado de 
inhibición requerido por el embrión para evitar la 
germinación precoz. Esto postula una retroalimentación entre 
la presión de turgencia del embrión y la si ntesis de ABA 
(Pierce y Raschke, 1980). El ABA inducido podría disminuir la 
extensibilidad de la pared celular y evitar la expansión 
celular. La expresión continuaua de aquellos genes requeridos 
para el desarrollo del embrión deben ser requlados por una 
retroalimentación similar basada en la inhibición de la 
expansión celular. 

La diferencia en los niveles de ABA de los embriones en 
cultivo puede ser debida a que los niveles de ABA del inóculo 
sean altos o bajos y por esto puede ser necesario 
incrementarlos o no. 
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Recientemente se ha venido trabajando con la hipótesis 
de que la inhibición de la germinación 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 SORBITOL: 

Como ya se mencionó, la desecación es una .parte 
importante del proceso de maduración, ya que mientras los 
embriones germinan precozmente, se observa una mezcla de 
proceso embriónicos y germinativos, el secado prematuro y la 
sUbsecuente rehidratación de los embriones inmaduros de trigo 
y frijol por ejemplo, resulta en un cambio en el desarrollo 
potencial de crecimiento germinativo y embriónico 
(Finkelstein y crouch, 1986) • 

El estrés hidrico, puede ser emulado en cultivo, 
utilizando sacarosa, las altas concentraciones de éstos 
osmóticos, pueden inhibir la germinación y estimular la 
sintesis de proteinas de reserva embrio-especif icas en 
embriones en estadios cotiledonar joven, cuando están 
empezando apenas a acumular reservas, emulando efectivamente 
el entorno del embrión sexual, se ha demostrado que este 
fenómeno es mejor emulado por las altas cor.centraciones de 
osmótico y más rápidamente que por el ABA (Finkelstein, R. R. 
and Crouch, M. L., 1986). Sugiriendo que el bajo contenido de 
agua es probablemnte el factor más importante en regular la 
transición a la latencia en las etapas finales del desarrollo 
embrionario. 

En relación a los J agentes osmóticos utilizados para 
estos estudios, se ha visto que probablemente producen un 
efecto osmótico no nutricional. Los tres evitan la 
germinación bloqueando la movilización del agua, pero aún no 
esta claro como es que esto afecta a la expresión genétici::.. 

Sin embargo, se ha sugerido que el ABA y los osmóticos 
pUeden actuar de manera conjunta ya que el estrés osmótico 
resulta en la liberación en el medio de una gran cantidad de 
ABA. Durante la deshidratación, la pérdida continua de agua, 
causa una contracción de las paredes celulares y el 
plasmalema se mantiene sostenido contra la pared. Esta 
situación (citorrisis), es similar a la encontrada en un 
tejido tratado con un osmótico que no penetre las paredes 
celulares. Cuando el turgor es cero, el relajamaiento del 
plasmalema y los cambios conformacionales asociados pueden 
ser la señal para la sintesis de ABA (Zeevart and creelman, 
1988). 
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III.17.3 EXTRACTO DE EMBRIONES SEXUALES INMADUl!OB DE A!.l'~LI'A 
(EEC). 

Este extracto, no ha sido empleado con anterioridad por 
otros investigadores, sin embargo e~ muy posítle que contenga 
algunos de los factores n.3cesarios para regular el desarrollo 
embrionario j.n Yi.9:Q de manera similar a como lo regula b 
vivo. 

La utilización de éste extracto es arriesgado ya que 
debido a que nos lleva a tener ~eCios de cultivo quimicarnente 
indefinidos, el control que pode~oG 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 que se tenga conocimiento de si las respuestas 
posibles a obtener con áste agente son favorables, seria 
interesante tratar de aislar poco a poco el factor que las 
provoca. 

Este enfoque de alguna manera, justifica la utilización 
del extracto, ya que nos puede llevar al aislamiento de algún 
factor o algunos compuestos importantes en la regulación de 
la expresión genética de los embriones somáticos, que seria 
muy útil para entender como ocurre la regulación del 
desarrollo embrionario en los embriones sexuales in Yi.YQ~ 
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rv. MATERIALES Y KETODOS 

Como ya se ha mencionado, en la alfalfa se han logrado 
establecer sistemas confiables de micropropagación, via 
embriogénesis somática empleando el peciolo como explante. 
sus ES facilitan el cultivo por su tamaño (2 a 5 mm) y pueden 
ser obtenidos en relativamente poco tiempo (5 a 7 semanas). 
En la actualidad se cuenta ya con bastantes antecedentes de 
su comportamiento .in ~ (Brown and Atanassov, 1985; Dos 
Santos ~ ;ü.., 1983; Meijer and Brown, 1987; McCoy and 
Walker, 1984; Johnson 1981; Novak y Konecna, 1982; Stuart et 
gl.' 1985). 

IV.l MATERIAL VEGETATIVO: 

En este estudio se trabajó con semillas de alfalfa 
(Hedicago ~ L.) , variedad Rcagenlander y plantas de la 
linea A7034, proporcionadas por el Plant Research Center of 
Agriculture de Canadá y cultivadas en la Cd. de México en 
condiciones de invernadero desde 1987. 

Para la obtención de los inóculos, se seccionaron 
peciolos de las plantas de alfalfa A7034 mencionadas, los 
cuales fueron deshojados y mantenidos sumergidos en agua para 
evitar su desecación y posteriormente desinfestados 
superficialmente dentro de la campana de flujo laminar. 

IV.2 CULTIVO .in Y.i.tl::Q: 

1v.2.1. Medios empleados: 

Los medios de cultivo basales que se emplearon fueron: 
MS (Murashige y Skoog, 1962), MS modificado (Meijer y Brown, 
1987) y B5e (Villegas y Brown, 1987, modificado de Gamborg et 
al., 1968). La composición de estos medios se muestra en el 
Apéndice II. 

Los medios mencio~ados fueron esterilizados por 
autoclave a 15-17 lbs/pulg de presión y 12l"C de temperatura 
durante 20 minutos y después de gelif icar a temperatura 
ambiente eran mantenidos en refrigeración por un periodo 
máximo de 3 meses. 

IV.2.2. Desinfestación del material vegetativo: 

El tejido se sumergió en una sol. acuosa de etanol al 70 
% durante 30 segundos y posteriormente en una solución de 
hipoclorito de sodio en agua con una concentración final 
teórica de l. 2 % de cloro activo (ver preparación de la 
solución en el apéndice I), durante 8 minutos, transcurrido 
este tiempo, se eliminó el cloro con 4 ó 5 porciones de 125 
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ml de aqua destilada estéril; hasta que no hubiera olor 
perceptible a cloro. La desinfestación se realizó dentro de 
una campana de flujo laminar. 

IV.Z.3. Jlanejo del .. terial vaqatativo: 

El manejo del material vegetativo, fue realizado en 
condiciones asépticas dentro de una campana de flujo laminar 
marca VECO unidad GHFL Al2 y se trabajó con materia; 
quirúrqico esterilizado por autoclave a 15-17 lbs/pulg 
durante 60 minutos. Este material se mantuvo sumergido en un 
tubo de ensayo de 25 1ll1ll x 200 llllll, con aprox. 30 ml de etanol 
al 70 \ y se tlameó en un mechero Bunsen cada vez que era 
sacado del tubo. 

IV.2.4. Inoculación• 

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 peciolos se 
seccionaron con bisturi y se manipularon 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.s. Condiciones de incubación: 

La incubación de los cultivos se llevó a cabo en 
condiciones de fotoperiodo luz-oscuridad de 16/8 horas a una 
temperatura de 25ºC ± 5•c, la iluminación fue proporcionada 
por lámparas fluorescentes de 39 watts OSRAM (luz de dia), 
colocadas a 30 cm de distancia de los frascos de cultivo. 

IV.2.&. Protocolo da cultivo .in lli.Ja:2: 

El protocolo de cultivo que se utilizó, está basado en 
trabajos anteriores realizados con embriones somáticos de 
alfalfa A7034 en los cuales se desarrolló un sistema que 
permite la separación de las dos fases (inducción y 
desarrollo), durante el desarrollo embrionario, utilizando 
dos diferentes medios de cultivo (Peña, 1988 y Fuentes, 
1989). 

a) Inducción• 

Los peciolos fueron sembrados en medio B5 suplementado 
con 1.0 mg/l de 2,4-D, 0.2 mg/l de cinetina, 30 g/l de 
sacarosa, 1.75 g/l de casaminoácidos y 9 g/l 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) Desarrollo: 

A los 18 dias de cultivo, los peciolos con su respectiva 
formación de callo, se transfirieron en condiciones asépticas 
a medio 55 suplementado con 30 g/l de sacarosa, 1.75 g/l de 
casaminoácidos y 9 g/l de Saeto 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 fotoperiodo y 
temperatura estándar. 

Durante este tiempo se evaluó la respuesta, 
y crecimiento del cultivo, de acuerdo a las 
fórmulas: 

rendimiento 
siguientes 

# de callos con embriones g. embriones 

RESPOESTA : ---------------------------- ó --------------# callos totales. il de callos 

total de embriones g. embriones 

RENDIMI211'l'O : --------------------- o --------------# callos g. callo 

g.callo e/embriones 
CRECIMIENTO : ---------------------

# callos 

De todos los callos con embriones obtenidos al final del 
desarrollo, se tomó una parte control (aprox. 12 callos), 
para los ensayos de germinación; el resto de los callos 
fueron separados de los embriones somáticos y a éstos se les 
determinó el peso fresco y seco, después de lo cual se 
utilizaron para extracción, cuantificación y análisis 
electroforético de las proteinas de reserva. 

xv.2.7, Germinación de embriones somáticos (ES): 

Transcurridas las 6 semanas totales de 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 germinación, 
fueron aquéllos que presentaron la morfología caractaristica 
del estadio cotiledonar o del torpedo maduro (con longitudes 
aproximadas de 2 a 4 mm). Los índices de germinación (%), se 
evaluaron a los 30 y 60 dias después de transferir los 
embriones. 
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Las plantas generadas por estos embriones somáticos se 
mantuvieron in Yi.tLg o se transferian a tierra, siendo de 
cualquier modo reutilizadas para nuevas siembras .i.n Y..Í.t.t:Q.: 
por lo que se siguió un proceso de selección recurrente. 

IV. 3. SEPARACION DE EMBRIONEE' SOMA'rICOB POR CENTRIPUGl\CION 
EN GRADIENTES DE DENSIDAD DISCOllTINUA DE SACAROSA: 

Dado que el desarrollo embrionario in Yi.!;;J:Q_(e_in ~), 
es asincrónico, la población de embriones a un tiempo es 
heterogénea, lo cual dificulta manipular estadios 
embrionarios particulares. Para resolver esto, se propuso la 
centrifugación en gradientes de densidad discontinua de 
sacarosa, para separar los diferentes estadios embrionarios 
por su densidad ya que ésta depende de su condición 
fisiológica. 

Se hicieron algunos ensayos para establecer la 
concentración de las soluciones de sacarosa a emplear y se 
encontró que con la preparac1on de un gradiente con 
concentraciones de sacarosa en agua al JO, ¿o, 70 y 90 % 
(p/v) , se lograba una buena separación de los embriones de 
diferentes estadios de desarrollo. 

IV.3.1 Preparación de loa gradiontas: 

Se prepararon 4 soluciones de sacarosa en agua destilada 
o en solución de azid~ de sodio al O.Dl % (si eran preparados 
grandes volümenes), a concentraciones de JO %, 50 %, 70 % y 
90 % (p/v) (Ver preparación de soluciones en el Apéndice 
III) . La preparación 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 diámetro x 10.3 mm de longitud, de la 
siguiente manera: 

- 10 ml de la solución de sacarosa al 90 %, se colocaron 
en el fondo del tubo, utilizando una pipeta volumétrica. 

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

- Enseguida y de la misma manera, se adicionaron 10 ml 
de la solución al 50 %. Y finalmente, 10 ml de la solución al 
JO %. 

Una vez preparados, los tubos (con un volumen total de 
40 ml), se mantuvieron en posición vertical durante no más de 
2 horas antes de introducirlos a la centrifuga (a temperatura 
ambiente el gradiente se pierde rápidamente) . 
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IV.3.2. Cooecba de callos con er:Wrionco somáticoe 

Se disgregaron mecánicamente 
tamizaron a través de una malla 
material en una caja de Petri 
conteniendo agua destilada. 

1 "'ºº"j '• ~ 
Eliminación del 
exceso de humedad 

1 
Registro del peso tres­
co total de los ES 

1 
Aplicación de la muestra 
en la superficie del gra­
diente preparado en tubos 
de centrifuga. 

1 
Centritugación a 1500 x g 
durante 10 minutos. 

1 
Separación de e/fracción 
con una pipeta Pasteur de 
punta recortada 
(diám. aprox. 7 mm). 

aprox. 
tamaño 

de 90 

JO callos y se 
JO, lavando el 

mm de diámetro 

La fracción de callo 
fue obtenida de aprox. 40 
ml de agua destilada. 

1 
Centrifugación a 1500 x g 
durante 8 min. 

1 
Eliminación del sobrena­
dante por decantación. 

1 
Eliminación del exceso de 
humedad de la pastilla 
formada por las células 
del callo. 

1 
Determinación del peso 
fresco total. 

1 
La fracción de callo 
asi obtenida se reservó 
para posterior análisis 
de proteinas. 

Las fracciones se lavaron con 
través de una malla tamaño 60 
sacarosa. Luego se eliminó el 

1 

agua destilada a 
para elimina la 
exceso de agua 

Determinación del peso fresco de 
platillos individuales tarados. 

cada fracción en 

50 mg de ES fueron separados y secados 
en estufa a 5o·c durante 24 horas para 
para determinar su peso seco. 

Extracción de proteinas de cada fracción. 
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IV. 4. EXTRACCION DE PROTEINAB DE SEMILLAS Y ES DE ALl'ALFA 
A7034 

En un mortero de porcelana previamente congelado con 
nitrógeno liquido, se pulverizó de 1 a 2 g de semillas de 
alfalfa, en presencia de aprox. 60 ml de nitrógeno liquido 
hasta la obtención de un polvo fino, el cual se transfirió a 
un homogenizador de vidrio esmerilado con macho de teflón 
previamente congelado y mantenido sumergido en hielo durante 
la prueba, el polvo se transfirió cuantitativamente lavando 
el mortero con pequeños volúmenes del amortiguador de 
extracción a utilizarse. 

En el caso de los ES, éstos fueron macerados 
directamente en un homogenizador de vidrio esmerilado de 5 
ml o de 1 ml, si la cantidad de ES era muy pequeña (por abajo 
de 200 mg), en cualquier caso, el homogenizador con el macho 
de teflón fue mantenido sumergido en hielo durante toda la 
prueba. La extracción se efectuó adicionando pequeños 
volúmenes del amortiguador de extracción al homogenizador con 
los ES y macerando con un taladro casero (aprox. 2500 rpm), 
se maceró durante JO segundos, descansando durante 10 
segundos, el tiempo total de macerado fue de 2 minutos. 

La extracción de las diferentes clases de proteinas se 
realizó utilizando sus caracteristicas de solubilidad: 

Albúminas : Proteinas solubles en soluciones acuosas. 

Globulinas: Proteinas solubles en soluciones salinas. 

Prolaminas: Proteinas solubles en soluciones alcoholicas. 

Glutelinas: Proteínas solubles en soluciones de ácidos o 
bases diluidas. 

También se utilizaron sus caracteristicas fisicoquimicas 
para su aislamiento y purificación parcial. 

Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga 
Dupont Instrument Sorvall RC-5V refrigerated super speed 
centrifuge con un rotor SS-J4 de 4.25 pulg. de diámetro. 

Los protocolos de extracción empleados son los siguientes: 
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rv.4.1 PROTOCOLO PAl!A LA EXTRACCrON DB PROTBINAB DE Rl!SERVA 
EN SEMILLl\B DE Medicago lli!..t1Yll L. 

Pesar de l a 2 g de semillas 

1 
Pulverizar en un mortero congelado y con la ayuda de 

nitrógeno liquido 

1 
Extraer can 10 volúmenes de amortiguador I 

1 
Homogenizar en un homogenizador de vidrio esmerilado can 

macho de teflón, durante 3 minutos totales (l min 
de homogen. y 10 segundos de descanso) 

1 
Centrifugar a 2100 x g 30' 

Extraer la pastilla 
con amoítiguador II* 

Centrifugar a 2100 x g 30' 

Extraer la pastilla 
con amortiguador IV 

Centrifugar a 2100 x g 30' 

Extraer pastilla can 
amortiguador V 

. 1 

Centrifugar a 2100 x q 30' 

Eliminar precipitado 
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Sobrenadante con la la. 
fracción de albúminas 
guardar en congelación. 

Sobrenadante con la 
fracción de globulinas 
guardar en conyelación 

Posterior separación de 
prateinas 7S y llS por 
precipitación isaeléc­
trica. 

Sobrenadante can la 
fracción de prolaminas 
guardar en congelación 

Sabrenadante con la 
fracción de glutelinas 
guardar en congelación 



* El amortiguador III es recomendado en la bibliograíia pnra 
ser utilizando en sustitución del II o adicionalmente a este, 
para incrementar el rendi1":iento de la elCtracción (Stuart, 
1985), sin embargo, para nuestro caso, no fue del todo 
favorable ya que el rendimiento en la extracción se 
incrementó en un 5-B % solamente y los patrones obtenidos 
mostraron la presencia de un gran numero de bandas 
contaminantes, por éstas razones las extracciones de 
globulinas fueron realizadas empleando unicamente el 
amortiguador II. 

NOTA: Siguiendo el protocolo anteriormente descrito, se 
hicieron multiples extracciones con diferentes pesos 
inicia les de semillas para determinar el grado de 
reproducibilidad de la técnica. 

IV.4.2 EXTRACCION DE LAS GLOBULINAS 78 Y 118 

Dializar contra 
a temperatura 

amortiguador VI• durante 24 horas 
ambienti e/agitación constante 

Centrifugar a 2100 x g JO' 

La pastilla principalmente 
constituida por la llS, 
se redisuelve con amorti­
guador II y se conserva a 
-2o·c. 

La pastilla principalmente 
constituida por la 75, se 
redisuelve con amortigua­
dor II y se conserva a -2o·c. 

Dializar sn contra 
agua desionizada con 

EDTA 10 mM y PMSF 
200 µM durante 24 

horas a 4·r 
Centrifugar a 2100 x g JO' 

Sobrenadante. 
Guardar encongela­
ción. 

* Ver preparación de amortiguadores en el Apéndice IV. 
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IV.4.3. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE PROTEINAB DE RESERVA DE 
EMBRIONES 60Kl\IICOS DE ALFALJ?A. 

Macerar cada fracción embrionaria en homogenizador de 
vidrio esmerilado con macho de teflón 

con lx volumen re amortiguador I. 

Macerar con un taladro casero 
durante 30 segundos y descansando 

2 minutos. Adicionar lx lolumen 

(aprox 2500 rpm), , 
10 segundos, durante 
de amortiguador I. 

Decantar el homogenado en viales de plástico de l ml. 
Lavar el homogenizador con lx volumen de amortiguador I 

y decantar también er lavado en otro vial. 

Marcar los viales ylagitarlos en vórtex 

Centrifugar en microfuga los viales equilibrados 
durantel2 minutos 

El sobrenadante corresponde a la fracción de albúminas, 
colectarlo y medir el volumen, guardar en congelación. 

(Hacer 2 lavados). 

1 
La pastilla se resuspende en lx volumen de amortiguador II 

1 
Agitar en vórtex 

1 
centrifugar en microfuga durante 2 minutos 

Dar 2 lavados con amortiguador II 

1 
La fracción soluble corresponde a las globulinas, medir el 

volumen extraido y congelar. (Hacer 2 lavados). 

1 
Congelar pastilla 
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rv.s. CUANTIFICACION DE PROTEINl\8: 

La cantidad de prote1na presente en cada una de las 
fracciones extra1das fue cuantificada mediante el método de 
Bradford ( 1976) , utilizando azul de coomassie G-250. (Ver 
preparación de soluciones en el Apéndice V). 

METODO: 

Se prepararon por t:-iplicado soluciones patrón de BSA 
(albumina de suero bovina), en agua bidestilada a 
concentraciones de O, 20, 40, 60, SO y 100 µg/100 µl de 
acuerdo a la tabla l adicionando 5. O 1:11 de reactivo de 
Bradford. El contenido de cada tuba fue agitado 
inmediatamente en un vórtex y todoa se dejaron reposar aprox. 
15 minutos, se procedia entonces a leer la absorbencia de 
cada muestra en un espectrofotómetro Beckman Mod. DU-65 
ajustado a 595 nm. 

Las lecturas fueron tomadas contra un blanco de 
reactivas, preparado con 100 µl de agua destilada y 5.0 ml de 
reactivo de Bradford y utilizando celdas de vidrio o 
plástico. 

Para las muestras, se procedió de la misma manera, o si 
éstas ten1an una alta concentración de prote1na (lo que 
provoca una intensa coloración, que impide la lectura 
confiable de la muestra en el espectrofotómetro), se dilu1a 
con amortiguador I en el caso de albúminas y rr en el caso 
de globulinas. Una vez obtenidas las lecturas, se hacia 
referencia a la curva tipo obtenida con las lecturas de la 
soluciones patrón, para determinar la concentración de 
proteina de las muestras. 

TABLA l. ORDENES DE DILUCION DE LAS HUBST!!AB 

Dilución Fracción extraida 

1:100 Para todas las fracciónes extra idas de 
embriones somáticos 

1:50 2da. fracción de globulinas 

1:20 la. fracción de globulinas y 2da. 
fracción de albúminas 

l:lO la. fracción de albúminas. 
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RLABOl!ACIO!I l>R LA CURVA PATRON: 

[BSAJ (µg) o 20 40 60 80 lOO 

µl de BSA (l mg/ml) o 20 40 60 80 lOO 

µl agua desion. lOO 80 60 40 20 o 

vol. reactivo (ml) 5 5 5 5 5 5 
de Bradford 

Tabla 2. - Volúmenes de dilución de las soluciones para 
cuantificación de proteinas por Bradford. 

Los resultados de la curva patrón fueron promediados y 
utlizados para la elaboración de gráficas y análisis de 
regresión lineal, calculándose la pendiente, ordenada al 
origen, indice de correlación y baricentro. Una vez realizado 
el ajuste de la recta y con la ecuación de ésta, se calculó 
la concentración de proteina presente en cada una de las 
muestras. 

Las concentraciones calculadas de albúminas y globulinas 
en las diferentes fracciones fueron utilizadas para la 
elaboración de tablas cuyos componentes fueron: 

a) Fracción embrionaria 
b) Lectura de la absorbencia 
o) Concentración calculada con la ecuación de la recta de la 

curva tipo de BSA (1 mg/ml) en µg proteina/ml. 
d) Volumen colectado en la extracción para esa fracción 
e) Peso fresco de la fracción embrionaria correspondiente 
!) Concentración en mg prote1na/g. de tejido, calculada de la 
siguiente manera: 

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

Peso fresco de la fracción extra1da (g). 

g) µl necesarios de cada extracto de prote1nas para tener una 
solución cuya concentración fuera de 42 µg/JS µl (en semillas 
se usó una concentración de 420µg/JSO µl) • Estos valores 
fueron utilizados en la preparación de las muestras para la 
electroforesis en geles de poliacrilamida y SOS (SDS-PAGE) •. 
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:IV. 6. CARJ\CTERIZ1,CIOJI DE L.'6 PROTEINAB DE RESERVA: 

IV.6.l. ELECTROFORESIS EN GELES DS POLIACRILAMIDA Y SOS. 

Para determinar el patrón polipeptidico de las protcinas 
presentes en la semilla y en las fracciones embrionarias 
obtenidas, con las diferentes condiciones experimentales 
propuestas, los extractos correspondientes fueron analizados 
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y SOS al 
12 \ de PAA (tamaño de poro de 0.288), en condiciones 
reductoras y empleando el sistema de amortiguadores de 
Laemmli (1970), en una cámara de electroforesis vertical 
marca Hoefer Instruments Mod. 2001 con capacidad para dos 
geles de 14 cm x 16 cm y en otra cámara para electroforesis 
en roinigeles de 82 mm x 73 mm marca Hoefer Instruments Mod. 
SE 200 Mighty Sroall vertical slab gel unit No. de serie 2359. 

Preparación de los goleo para SDS-PAGE 

Geles de 14 x 16 cm 

GEL CONCENTRADOR: 

Acrilamida:Bis 

Minigeles 
(15 Cll\ -20 cm) 

(33.5 % p/v) ••••••••.••••. 2.5 rol • (30:0.8 t p/v) ••• 0.835 rol 

Tris HCl lM 
pH 6.8.(2x) .••••••••••••.• 8.7 rol..(lx) ••••••••••••• 0.625-rol 

SOS 10 % (p/V} .•••••••••••• 50 µl. • • • • • • • • • •• -
Agua des ionizada •.•••••••• 6. 2 rol .•••••• '..'.,'• 

Desgasificar 

PSA 10 % (p/v) .••.••••••••• 75 
'l'EMED ••.••.•••••..•••.•••• 7. 5 

GEL DE CORRIDl\.I 

Acrilamida: Bis 
(30:0.8 t p/v) •..•...•••• ,10.0 

Tris HCl 3M 
pH 8. 8 ••••.••••.•••••••••• 3 • 7 s roL • 

sos 10 t (p/v) •••••.•••••• 0.30 
Agua desionizada •.••.••••• 10.9 

Dcsgasific>r 

PSA 10 % (p/V) ••••••••••• • .150 
TEMED .••...••.••.••••••••••• 15 

NOTl\.I Ver preparación de soluciones en el ~~-éndice-~~; 
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Preparación de las muestras para SDS-PAGE: 

Una vez que se calcularon los volúmenes requeridos para 
tener una concentración de 42 µg/35 µl en cada una de las 
muestras de ES y de 420 µg/350 µl para las semillas, se 
adicionaron: 

ES Semilla 
Amortiguador de muestra 
(c/6-mercaptoetanol al 2\) ••.••.. 10 µl •.•••.••• 100 µl 

Agua destilada c.b.p ••.•.••.•.•..• 35 µl. .•••.••• 350 µl 

Posteriormente se agitaron las muestras y se hirvieron 
durante 2 minutos, se agitó nuevamente y se hirvió por 5 
minutos más. De ésta manera, las muestras quedaron listas 
para ser aplicadas a los geles; en el caso de los de 20 cm x 
20 cm cada carril se cargó con 80 µl de muestra y en el caso 
de los minigeles, los carriles se cargaron con 15 µl de 
muestra; se utilizaron marcadores de bajo peso molecular de 
10,000 a 100,000 D, los cuales se prepararon mezclando 10 µl 
de sol. concentrada de marcadores marca Bio-Rad (No. Cat. 
161-0304), 140 µl de agua desionizada y 50 µl de amortiguador 
de muestra, el volumen aplicado de marcadores por carril fue 
de 15 µl para los geles de 14 cm x 16 cm y de 5-B µl en el 
caso de los minigeles. 

Los marcadores de bajo peso molecular empleados fueron: 

Proteína 

Fosforilasa B 
Albúmina de suero bovino 
ovoalbúmina 
Anhidrasa carbónica 
Inhibidor de tripsina 
Lisozima 

Condiciones de corrida: 

Peso molecular 

95,500 kD 
66,200 kD 
45,000 kD 
31,000 kD 
21,500 kD 
14,400 kD 

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

El teñido y desteñido de los geles se realizó como se indica 
en el apéndice VII. 

Determinación del patrón polipeptidico de las 
diferentes fracciones proteicas. 

La determinación del peso molecular de cada uno de los 
constituyentes proteicos representados por las bandas 
obtenidas en la electroforesis, fue realizado en algunos 
casos con densitogramas obtenidos en un espectrofotómetro 
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Becl::man Mod .• y en otros por evaluación directa, midiendo las 
distancias recorridas entre los puntos de origen y el fren~e, 
refiriendo éstas a los valores de una grAfica construida por 
regresión lineal de el log. de los pesos moleculares de los 
marcadores de peso molecular y las distancias recorridas por 
cada uno de ellos. La fórmulu utilizada para obtener los 
pesos moleculares fue la siguiente: 

P.M. da la mueotra 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 registrados y comparados 
con los caracteristicos de las proteinas 115 y 75 obtenidas 
de semillas. 

IV.6.2. IBOELECTROEllFOQOE 

Cl\MARJI: oioRad 1415 
Fuente de poder: BioRad Mod. 1420 
Recirculador: Lauca K-2/R 

NOTA: Los geles para isoelectroenfoque se prepararon con 
un espesor de J mm. 

A un matraz Kitasato se ensambló un filtro Millipore de 
0.22 µm, el cual estaba conectado a una jeringa de 10 ml, se 
adicionaban loG siguientes reactivos en el orden gue a 
continuación se indica: 

Glicerol al 50 % 3 ml 
Agua 4.5 ml 
Anfolinas 
pH J-10 O.l 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 (JO \-8 \), se filtró y 
desgasif icó durante 20 minutos. 

Una vez desgasificada la solución, se agregaron 5 µl de 
TEMED y 15 µl de persulfato de amonio al 10 \ (recién 
preparado).Se mezcló perfectamente y se adicionó rápidamente 
a una placa de vidrio perfectamente limpia. Se dejó gelificar 
durante 30 minutos. 
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El gel se precorrió para establecer el gradiente a 2000 
V durante 30 minutos. 

En el extremo negativo del gel, se colocó una tira de 
papel filtro humedecido con NaOH 1 M y en el extremo positivo 
una tira de papel filtro humedecido con H3P04 1 M. Durante la 
precorrida y corrida se debia mantuvó una temperatura de 4"C. 

Se colocaron después cuadritos de papel filtro alineados 
en el centro del gel, sobre los cuales se aplicó un volumen 
de 30 µl de cada muestra. Se realizó entonces la corrida a 
2000 V durante 2 horas. Una vez transcurrido éste tiempo se 
transfirió la placa de vidrio con el gel a un recipiente en 
donde se cubrio con solución 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 cuidado en su manejo para na 
perder el extremo ácido y básico. 

Posteriormente se retiró la solución de acetato y se 
procedió a teñir el gel. 

IV.6.3. ELECTROFORESIS EN DOBLE Dil!ENSION (O'Farrel) 

Para la electoforesis en doble dimensión, las soluciones 
fueron preparadas como se indica en el Apéndice VIII. 

La primera parte de éste método se refiere a la 1' 
dimensión que permite la separación de las proteinas por su 
punto isoeléctrico. 

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 crómica, enjuagados con agua 
destilada, lavados nuevamente con cloroformo, enjuagados con 
agua destilada y secados can calor. 

Los tubos limpios se marcaron a 11.5 cm de longitud. 

Preparación del gel: 

Para 10 geles 

5.5 g 
l. 33 ml 
2.0 ml 
2.0 ml 
0.4 ml 
0.1 ml 

UREA 
Sol. D 
Sol. E 
AGUA 

Anfolinas 5-7 pH 
Anfolinas 3-10 pH 

Para 4 geles 

1.84 g 
0.46 ml 
0.66 ml 
o. 66 ml 
0.133 ml 
0.033 ml 

Desgasificación con vacio durante 10 minutos. 

7 µl 
15 µl 

Persulfato de amonio 10 % 
TEMED 
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Los tubos fueron sellados en un extremo con parafilm y 
eran llenados con las soluciones del gel hasta la marca con 
la ayuda de una jeringa, las burbujac que ocasionalmente se 
forman, fueron eliminadas con una aguja caliente. 

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

Una vez ocurrida la polimerización, se retiró el 
parafilm, los tubos se colocaron en la cámara y los geles se 
lavaron en los extremos superior e inferior con agua 
destiladd, después toda ~1 agua se retiro, utilizando tiras 
de papel fil~ro. 

Se colocaron entonces por la paredes 15 µ.l de 
amortiguador A y 15 µl de amortiguador K, despues los tubos 
se llenaron completamente con amortiguador del cátodo (NaOH 
0.02 M desgasificado exhaustivamente). La cámara inferior se 
llenó con amortiguador del ánodo y la superior con 
amortiguador del cátodo, checanáo que no hubiera fugas. 

Los geles se precorrieron dentro del cuarto frie durante 
los siguientes tiempos: 

15 minutos a 200 V 
JO minutos a JOO V 
60 minutos a 400 V 

Después de precorrerlos, se lavó la superficie de los 
geles y se secaron. Se colocaron entonces las muestras 
previamente disueltas en amortiguador A, agitandolas en 
vórtex ~· centrifugadas. Se sobreponían 10 µl de amortiguador 
K. 

Los tubos y la cámara superior 
amortiguador del cátodo (HaOH 0.02 
corrieron a 400 V durante 20 horas. 

fueron llenados con 
M) y los geles se 

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 jeringa o con una bomba 
peristáltica y fueron recibidos en 5 ml de amortiguador O 
(cuidando de no perder de vista los extremos ácido y básico), 
se equilibraron en ésta solución durante l hora. 

NOTA l: En el caso de que la segunda dimensión no se 
realizara inmediatamente, los geles eran congelados a -1o·c. 

NOTA 2: En el caso de que la 2da. dimensión no se 
realizara y se quisiera teñir el gel de isolectroenfoque, 
éste se debia recibir directamente en agua y pasarse a una 
solución para remover anfolinas preparada de la siguiente 
manera: 
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Metanol 
TCA 100 \ 
Ac. sulfosalicilico 
Agua 

so ml 
a .33 ml 

28.66 
116.66 ml 

Los geles se mantuvieron en ésta solución durante 10 
minutos agitando suavemente, hasta adquirir una coloración 
blanca, posteriormente fueron enjuagados, teñidos durante 60 
minutos y desteñidos (Las soluciones de teñido y desteñido, 
se describen posteriormente). 

Los geles de poliacrilamida ". SOS para la 2da. 
dimensión, fueron preparados de la misma manera que ya se 
describió anteriormente con un espesor de gel concentrador de 
1 cm. Sobre éstos geles se colocó un poco de solución P 
(caliente) y el gel de isoelectroenfoque, el cual fue 
posteriormente cubierto con más solución P. 

La corrida electroforética se inició a 14 mA hasta que 
las proteínas pasaran al gel de corrida y después se dejó 
correr a 28 mA durante 5 horas. 

Los geles fueron retirados de la cámara de 
electroforesis y se tiñeron durante 1 hora en una solución de 
Azul de coomassie al O.l t, etanol 50 \ y ácido acético al 7 
\. El desteñido de los geles se realizó en una solución de 
ácido acético al 8 % y etanol al 25 % en agua. 

IV.6.4. ANALIBIB INHUNOELECTROFORETICO DE LAS PROTEINAS DE 
RESERVA 

La altima prueba analitica para el caso de las proteínas 
fue la de '1Rocket 11 inmunoelectroforesis, para lo cual se 
obtuvieron anticuerpos especif icos contra las proteínas llS y 
75 obtenidas de semillas de alfalfa. 

Obtención de anticuerpos policlonales va. proteínas de 
reserva de alfalfa 

Con el objetivo de obtener anticuerpos tejido­
especificos vs. las proteinas de reserva (globulinas), éstas 
fueron extraídas de semillas de alfalfa purificadas, 
desnaturalizadas y dializadas (para eliminar el agente 
reductor 8-mercaptoetanol). Después de ser preparadas de esta 
manera, fueron inoculadas a conejos, para la posterior 
obtención de anticuerpos policlonales contra dichas 
proteinas; los sueros obtenidos con éstos extractos fueron 
capaces de reconocer antigenos preferencialmente acumulados 
en las semillas, en los embriones somáticos y ocasionalmente 
en los callos embriogénicos. 
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Desnaturalización do proteínas do reserva pnra inmunización 
de conejos: 

Se calculó la cantidad (en µl) , de los extract:os 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 µl de un amortiguador de 
muestra sin azul de bromofenol (ver apéndice IV), y aforando 
a 1 ml con agua, a ésta solución se le adicionaban 25 µl de 
8-mercaptoetanol. 

Posteriormente las muestras se hirvieron durante 
minutos y se agitaron en vórtex, después se hirvieron 
nuevamente durante 5 minutos y se agitaron. Una vez 
denaturalizadas, las muestras se dializaron contra agua a 
temperatura ambiente durante toda la noche, para eliminar el 
S-mercaptoetanol. Las muestras se resuspendieron finalmente 
en solución fisiológica, quedando listas para ser inoculadas 
a los conejos. 

INMUllIZACION 

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 
subcutánea. A los 7 dias se inoculó el antigeno a una dosis 
de 1 mg/ml con adyuvante de Freud incompleto en la región 
vecina a los granulomas formados como respuesta a la pri~era 
inmunización. Posteriormente se inoculó a los 15 dias la 
misma dosis, por via intravenosa inyectando en la oreja, esta 
operación se repitió 15 dias después. 7 dias después de la 
ultima inmunización, se realizó el primer sangrado por la 
oreja, obteniéndose alrededor de 25 ml de sangre por coneja. 

Posteriormente se hicieron reinrnunizaciones can la misma 
dosis y por vía intravenosa inyectando en la oreja y 
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 la 
formación del coágulo 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 -4ºC en viales de plástico de 1 ml bien 
identificados, 

Las pruebas preliminares de éstos sueros fueron por 
ouchterlony, inmunodifusión radial en placas (portaobjetos) 
de agarosa al 2 \ con perforaciones de 2.5 mm de diámetro y 
revelando con azul de coomasie R-2 50. Los sueros con los 
titulas más altos, fueron empleados para el "Rocket" 
inmunoelectroforesis. 
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IV.5.5. "ROCXET" INKUNOELECTROl'ORBSIS: 

Preparación da lao muostra11 para ttJ1ockett1 
inmunoeloctro!orosis: 

{Ver preparación de soluciones en el Apéndice IX}. 

De una mue~tra nativa de globulinas de semilla (no 
reducida con 8-mercaptoetanol), con una concentración de 
protein• conocida de l mg/ml, se hicieron diluciones 
sucesivas 1:2 para obtener concentraciones de 1250, 625, 312, 
156, 78 y 39 ng/5 µl, utilizando solución de boratos O.l M pH 
a.6 como diluyente. De éstas soluciones se prepararon 100 µl 
de cada una, adicionándoles 2 µl de sol. de azul de 
bromofenol y se conservaron E.J1 viales de plástico en 
congelación. Posteriormente se utilizaron para hacer una 
curva tipo y se colocaron en cada placa de ensayo como 
referencia .. 

Las muestras de globulinas de embriones somáticos a 
analizarse, se prepararon colocando 25 µl del extracto nativo 
en viales de plástico con 25 µl de solución de Boratos O.l M 
pH 8.6 y 2 µl de sol. de azul de bromofenol. En algunos casos 
en los que los inmunopi-ecipitados formados eran muy pequeños, 
la corrida se repitió para esas muestras y se usaron 
directamente, sin dilución. O en el caso contrario en que el 
exceso de antígeno provocaba deformación de los 11 Rockets'', el 
antigeno era diluido. 

Procedimiento: 

Sobre un soporte de acrílico de 25 x 25 cm, nivelado 
horizontalmente con la ayuda de una burbuja, se colocó una 
placa de vidrio de 10 cm x 10 cm perfectamente limpia, sobre 
la cual se virtieron 15 ml de solución fundida de agarosa al 
1.5 % (p/v) en solución de boratos O.l H pH 8.6, conteniendo 
150 µl de antisuero anti-globulina disuelto para dar una 
concentración final de antisuero de l. O % (v/v). La agarosa 
se depositó y se extendió rápidamente con una pipeta 
precalentada ligeramente en un mechero; con la ayuda del 
mismo se eliminaron las burbujas de aire que quedaran 
atrapadas en la superficie. 

La a9arosa se solidificó a temperatura ambiente y 
posteriormente se perforó con un sacabocados de 2. 5 mm de 
diámetro marca BioRad, conectado a vacio mediante una 
manguera. Se hicieronn 12 pozos a l cm del borde inferior de 
la placa, con una separación de aprox. 6 mm entre cada uno de 
ellos, para esto se utilizó como guia, una plantilla de 
cartulina con la posición deseada de los pozos. 

La placa perforada, fue entonces colocada sobre el 
soporte horizontal de una cámara de inmunoelectroforesis, 
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cuyos deposites fueron previamente llenados con 650 ml de 
solución de corrida cada uno (Boratos O.l M pH 8.6). Se ~enia 
especial cuidado de que los pozos quedaran alineados 
paralelamente con los depósitos. 

El sistema de enfriamiento de la cámara, fue conectado a 
la llave de agua corriente y el agua fue drenada a través de 
la cámara, hacia la tarja. 

Las lDUestras con azul de bromofenol, fueron • colocadas 
rápidamente en los pozos (para evitar la difusión). La 
aplicación fue de 5 µl en cada pozo y no se colocó muestra en 
los pozos laterales. 

La solución de los depósitos de la cámara, fue conectada 
con los extremos del gel mediante almohadillas de algodón de 
10 x 10 cm envueltas en gasa y previamente humedecidas con la 
misma solución. 

Se cerró entonces la cámara y se conectó a la fuente de 
poder, la cual encendida, se ajustó a 50 Volts durante 4 
horas (en el caso de hacer el ensayo con geles en 
portaobjetos se ajustó a 20 volts durante 90 minutos). 

Una vez terminada la corrida electroforética, la placa 
se retiró de la cámara y las proteinas no inmunoprecipitadas 
se extrajeron, sumergiendo los geles en 1000 ml de NaCl O.l 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 l Kg de peso: posteriormente se colocaron 
dentro de un horno a 60" e durante 20 minutos o hasta que 
estuvieran completamente secos. 

Teñido y dosteñido de los "Rocket"s: 

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

optimiz11ción del eistem11 de "Rocket" inmunoelectroforesis 

Para realizar la inmunoelectroforesis se requirió de 
hacer algunas pruebas para establecer las concentraciones 
óptimas de anticuerpos y antigenos a usar, asi como la 
corriente y los tiempos de corrida para obtener los mejores 
"Rocket 11 s. 

Estos experimentos fueron los siguientes: 
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1) Efecto de cantidades variables de antígeno 
(globulinas de setr:illa d" alfalfa) y una cantidad fija de 
antisuero (anti-globulinas), sobre la altura de los 
inmunoprecipitados en "Rock.et". 

2) Efecto de cantidades mayores a 1250 ng de ant1geno 
(globulinas de setlillas de alfalfa), con una cantidad fija de 
suero d~ conejo antí-globulinas, sobre la altura de los 
inmunoprecipitados en "Rocket". 

3) Efecto de cantidades varíablos de suero de conejo 
antiglobulinas, sobre la altura de inraunoprecipitados en 
"Roclrnt"s con una cantidad fija de ant1geno (globulinas de 
semillas de alfalfa). 

~) Efecto de cantidades variables de antisuero de conejo 
(anti-globulinas) y una cantidad fija de antigeno carbamilado 
(globulinas de semill~s de alfalfa), sobre la altura de los 
irununoprecipitados en "Rocket". 

S) Efecto de la carba~ilación el antigeno (globulinas de 
semillas de alfalfa), sobre la altura de los 
inmunoprecipitados en "Rocket" con cantidades variables de 
antigeno. 

Una vez realizados éstos experimentos y encontradas las 
mejores concentraciones de ant1geno6 y anticuerpos, asi como 
optimizado las condiciones de corrida, se realizaron los 
enf;ayos para el .:ináli!iÍS de los extractos de prateinas de 
embriones somáticos obtenidos con las diferentes condiciones 
c~cperimentales. 

IV. 6, 6. DE'rER."IIHACION DE ACTIVIDM> HIDROLITICA DE 
ALFA-AMILl\BA 

otras bicmcléculas, coJLo les carbohidratos, pueden ser 
muy útiles para realizar el seguimiento del desarrollo 
embrionario y sus diferentes aspectos, sin embargo el 
análisis de los cambios en éstas no ha sido abordado 
plenamente en sistema<: de embriogénesis somática .in yjj;J:Q. 

En este trabajo, se trató de determinar si ocurren 
cambies importantes en los niveles de almidón durante el 
desarrollo embrionario, la evaluación 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 albúminas de los extractos de proteinas 
de diferentes estadios de desarrollo. 

La estimación de los niveles de actividad enzimática fue 
realizada en placas de agar al 2.0 t p/v, conteniendo almidón 
al 0.2 % p/v, la presencia y actividad de la alfa-amilasa, 
fue evidenciada por los halos formados en las zonas de 
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aplicación de e>:tractos de albüminas de ES, al ser revelados 
despuéz de su incubación con solución de ycdo-yoGuro de 
potasio (Ver prepar.ación de esta solución en el Apéndice X). 

Preparación de placas de agar-almidón para la ~oterminación 
de '1lftt-=llasc 

Se prepararon 400 ml de una solución de almidón al O. 2 \ 
en amortiguador de fosfatos pH 6. o (Solución 1). De ésta 
solución se transfirieron 150 ml a un matraz aforado de 200 
ml, donde se le adicionaron 20 ml de una solución de CaCl2 
200 JrlM, se mezcló y aforó con la misma solución l para tener 
una concentración final de 20 mM de CaCl2 (Sol. 2). 

A 200 ml de las sols. l y 2, se les adicionaron 
respectivamente 4.0 g de agar (concentración final 2.0 %:) , se 
calentaron ha5ta disover completamente el agar, y se 
colocaron aproximadamente 10 ml de cada solución en cajas de 
Petri de plástico o vidrio de 90 mm x 15 mm. Una vez 
nolidiflcado el agar se perforaba con un sacabocados de 4 mm 
de diámetro. 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 µI de cada una de las muestras de los 
extractos de albuminas de los embriones somáticos y en el 
centro 5 µl de alfa-amilasa purificada de aleuronas de 
semillas de trigo con una potencia de 10 U/ml y a una 
dilución de 1:20. Concentración final:2.5 U/5 µl. 

L.'.ls placas se incubaron ~n una estufa a 37•c durante 12 
y 24 horus. Una vez terminado el periodo de incubación, se 
revelaba la hidrólisis del almidón (en forma de halos 
blancos), presente en la plf'ca mediante solución 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 diámetro alcanzado por 
éstos tanto en el control corno en las muestras problema, fue 
registrado y comparado con los obtenidos para la misma 
muestra pero con diferentes tiempos de incubación. 

Esta determinación indirecta de la actividad de alfa­
amilasa, fue litil sobre todo para ubicar los momentos de 
actividad metabólica de los embriones en diferentes estadios 
de desarrollo. 
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IV.7, CillETICA DE DESARROLLO. 

IV.7.1 CONDICIONES BXPERil!BNTALBS: 

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

Siambra 

l 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

Cosechar 

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

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

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

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

Callos a termino de inducción. 
Dias 15 y 18, fotoperiodo y control. 

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

Peciolos hinchados 
Dia 6, fotoperiodo y control. 

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 más tardios (dia 42) , y las 
últimas siembras fueron realizadas para obtener las cosechas 
correspondientes a la fase de inducción (formación y 
proliferación de callos). 

Las cosechas realizadas consistieron en tomar el número 
de callos que tuvieran un peso total de entre l.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 que 
los embriones ya eran evidentes) y germinación (desde los 
estadios de torpedo joven, para evaluar germinación precoz); 
se procedió entonces a separar los diferentes estadios 
embrionarios por centrifugación en gradiente discontinuo de 
sacarosa, determinando su peso fresco y seco; cada estadio 
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embrionario fue sometido a extracción de prote1nas de =eserva 
de acuerdo al protocolo antes I:lencionado. En las fra.::ciones 
de albliminas y globulinas de cada estadio de desarrollo, se 
determinó el contenido d~ proteinas por Bradford y su 
composición polipeptidica por SDS-PAGE, utilizando marcadores 
de bajo peso molecular. 

Este análisis fue realizado simultáneamente 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 al fa-amilasa 
presente. 

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

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

1 
Se procedió a la desinf estación de los peciolos en etanol al 
70 % durante 30 segundos y posteriormente en hipoclorito de 

sodio al l.2 % drrante 8 minutos. 

Los explantes fueron inoculados en medio Bs de inducción 
(c/reg. de crecimiento) y cultivados en fotoperiodo durante 

18 ras. 
Las cosechas se iniciaron desde el dia de cultivo # 3 

y se continúo cosechando cada 3 dias hasta el dia de 
cultivo # 42. 

1 
A los 18 dias el lote fue dividido en 2 partes iguales. 

Los callos obtenidos en la inducción se 
transfirieron a medio B5 de desarrollo (s/reg. de 

crecimiento) y se continúo cosechando cada 3 dias. 

La mitad del lote se cultivó 
en condiciones de 
fotoperiodo durante 24 
dias. 
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oscuridad, durante 24 
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Una vez concluida la primer serie completa 
se hicieron repeticiones de éstas, durante los 
de manipulaciones de medio con los controles de 
con lotes de repetición, contándose con un 
repeticiones promedio para cada cosecha. 

de cosechas, 
tratamientos 
los mismos y 
total de 3 

Con los datos obtenidos de este experimento, se 
elaboraron gráficas de respuesta, rendimiento y crecimiento, 
se determinó también el % en peso de cada fracción 
embrionaria en el cultivo después de ser separadas por el 
gradiente de densidad discontinua de sacarosa, el contenido 
de proteinas de los extractos de albúminas y globulinas de 
todas las muestras obtenidas durante la extracción de todas 
las fracciones embrionarias, la relación albÚlllinas/ 
globulinas, asi como el seguimiento de los cambios en el 
patrón polipeptidico de las fracciones proteicas embrionarias 
obtenidas y su comparación con el patrón característico de la 
semilla. También se evaluaron los cambios durante el 
desarrollo en el tipo de proteinas sintetizadas mediante el 
análisis en "Rocket" inmunoelectroforesis. 
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IV,8, MANIPULACIONES DE MEDIO 

Una vez que se determinaron los cambios en los niveles 
de proteinas y patrones polipeptidicos de las mismas en los 
diferentes estadios del desarrollo embrionario mediante la 
cinética de crecimiento, se ubicaron las momentos más 
importantes de sintesis y d<:gradación de las proteinas de 
reserva durante el cultivo in Y..iJ;J;.Q. Con estos datos se 
diseñaron los experimentos de manipulaciones de medio, para 
los cuales se consideraron 3 agentes que lueron aplicados 
exógenamente al medio de cultivo: ABA 10- M, sorbitol a 
concentraciones de 2, B y 12 % y extracto de embriones 
sexuales inmaduros a una concentración de 2 g/l . 

IV.8.1 BORBITOL 

En el caso del sorbitol, se decidió trabajar con 3 
diferentes concentraciones: 2, B 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 la calidad y 
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 que se encontrara 
un efecto en los niveles de proteina, que posteriormente 
pudiera ser utilizado para estableGer un rango de 
concentraciones más preciEo (en el caso de que fuera 
favorable el efecto). 

Con los resultados de la cinética de crecimiento se 
determinó el cambio en el contenido de pro te inas de reserva 
con respecto al tiempo y se pudo ubicar los momentos en que 
seria más favorable la exposición del tejido a éste agente. 

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

El protocolo de 
siguiente:. 

cultivo para este experimento fue el 
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SIEMBRA EN MEDIO DE INDUCCION 

'' ''~ ~ ~''''''~ 

TRA!ISFERENCIA A MEDIO DE DESARROLLO B5 S/R 

COCTNO "'"" '" T " ~ ~~·= 
CAMBIO A MEDIO DE DESARROLLO SUPLEMENTADO CON 

SORBITOL MAS 3 \ DE SACAROSA, EN FOTOPERIODO 

CONTROL 2 % SORBITOL 8 \ SORBITOL 12 % SORBITOL 

la. COSECHA A LOS 35 DIAS 
análisis• de las muestras y ensayos de germinación 

2da. COSECHA A LOS 42 DIAS 

análisis• de las muestras y ensayos de germinación 

Análisis• de las muestas: 

Separación en gradiente 
Peso seco y fresco 
cuantificación de proteinas 
Patrón electroforético 
Inmunodetección 
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Germinación 

Medio M5 al 50 % 
en condiciones de 
fotoperiodo. 



xv.a.2 ACXDO ABBCXBXCO 

En cuanto al ABA io- 5M (P.M.: 264.Jl), se trata también 
de un agente y de una concentración recomendada por varios 
autores, que han trabajaOo sobre los efectos que causa éste 
ácido sobre la inhibición de la germinació!'l precoz. La idea 
en nuestro caso fue introducirlo ante~ de la fase de 
degradación o disminución en los niveles de las proteínas de 
reserva, los tiempos fueron estimados de acuerdo a los 
resultados obtenidos en la cinética de crecimiento, la cual 
permitió ubicar los momentos criticas de síntesis y 
degradación de las proteinas. Se propusó realizar la 
exposición del tejido al agente por periodoa de 7 dias (no 
se tenian muchas bases para determinar si éste tiempo era muy 
largo o corto), consecutivos en el tiempo. El diseñar el 
experimento de esta manera, tuvo como objetivo el tratar de 
evitar la pérdida de lns proteinas sintetizadas en el momento 
y las ya existentes, as1 como la germinación precoz; 
considerando que en la bibliografia se reporta que con este 
agente se detiene momentáneamente el desarrollo embrionario. 
En el caso de los embriones somáticos, se trabajó además en 
condiciones de oscuridad, por haber antecedentes de 
fatodescomposición del ABA. Esto se realizó envolviendo los 
frascos de cultivo experimentales y controles en papel 
alumunio y colocándolos en cajas de cartón dentro del cuarto 
de cultivo a la temperatura ya descrita. 

El único antecedente de la utilización de este agente en 
el sistema de alfalfa, fue realizado anteriormente por Peña 
en 1989. En este trabajo se trato de determinar si habia 
cambios importantes en los niveles de protcinas de reserva 
mediante algunas manipulaciones de medio como ABA a 0.5 mg/l, 
sacarosa JJ % + Manitol 66 %, PEG 1000 al 10 %, en 
condiciones de fotoperiodo y con tratamientos de oscuridad 
sin ningú.n é\gente, aderaás se hizó combinación de éstos 
tratamientos. Sin embarga en los resultados de éstos 
tratamientos con manipulaciones de medio, no se obtuvo una 
mejoria en cuanto a los niveles de proteinas de reserva en 
rel3ción con los controles cultivados en condiciones basales. 

El diseño de este experimento considerando los tiempos 
de cultivo es presentado a continuación. 
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SIEMBRA EN MEDIO DE INDUCCION ,, ,,~ ~ ·~~,,~ 

TRANSFERENCIA A MEDIO DE DESARROLLO B5 S/R 
CULTIVO HASTA EL DIA 28 EN FOTOPERIODO 

COSECHA DE MEDIO LOTE 
EL DIA J5. 

~•>i•i¡• ' ··~'"'º''"· 
COSECHA DEL RESTO DEL 
LOTE EL DIA 42. 
Análisis y germinación. 

CONTINUACION DEL CULTIVO 
EN MEDIO DE DESARROLLO 

~'A <C O~ ''· 

~Bi~-~ :::DIO CON 

COSECHA EL DIA 42 
Análisis y germinación. 

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

Análisis• de las muestas: 

Separación en gradiente 
Peso seco y fresco 
cuantificación de proteinas 
Patrón electrof orético 
Inmunodetección 

Germinación 

Medio MS al 50 \ 
en condiciones de 
fotoperiodo. 



IV.B.3 EXTRACTO DB EMBRIONES SEXUALES INMADUROS 

Otro de los agentes que se propusó utilizar fue el 
Extracto de Embriones Cigóticos inmaduros (EEC) . El uso de 
los EEC, fue planeado considerando que se trataba de emplear 
en medio químicamente indefinido. Sin embargo, esto es 
justificado de alguna manera, mediante la hipótesis de que si 
los embriones somáticos germinan precozmente y no acumulan 
cantidades importantes de proteina debido a la carencia de 
algun agente modulador que no puede estar presente en el 
cultivo .in ill.r.Q (dadas las condiciones de éste), entonces 
la aplicación de un extracto de embriones sexuales que 
obviamente debe contener todos estos agentes moduladores, 
podria producir algún efecto en los niveles de proteinas y en 
la germinación precoz. Se consideró además que la fracción de 
albuminas era la más indicada para utilizarse dado que en 
esta fracción se encuentra una gran cantida de moléculas de 
bajo peso molecular, entre las cuales seria más factible 
obtener éstos agentes moduladores. 

Se planeó introducir este agente, desde la transferencia 
de los embriones somáticos del medio de inducción al medio de 
desarrollo. Se trató de llevar el desarrollo .in vitre de 
manera paralela al desarrollo .in Yix2, incubando los ES 
durante la la. semana de desarrollo en medio suplementado con 
EEC de 15 di as 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 desarrollo los ES fueron incubados 
en medio de desarrollo suplementado con EEC de 45 dias p.a. 

Para la obtención de los EEC, fue necesario asistir al 
INIFAP Campo Agricola Experimental "El Horno" con el M. en c. 
Luis Castro Acero; quien dió 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 polinización. Estas vainas fueron 
abiertas manualmente en el laboratorio y se extrajeren las 
semillas inmaduras, las cuales fueron pesadas y utilizadas 
para extracción de proteinas. Los extractos así obtenidos 
correspondientes a la fracción de albúminas, se emplearon en 
la preparación de los medios de cultivo a una concentración 
de 2 g/l de medio. Hubo dos tratamientos del extracto: uno 
que fue esterilizado por autoclave y otro que lo fue por 
filtración a través de membranas de 0.22 µm, ya que se temia 
que de haber algún compuesto regulador importante, éste fuera 
termolábil. 

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

TRANSFEREllCIA A MEDIO DE DESARROLLO B5 S/R 
CULTIVO HASTA EL DIA 21 EN FOTOPERIODO 

CAMBIO A MEDIO DE DESARROLLO SUPLEMENTADO CON 
BBC DE 15 OIAS p.a. ¡uLTIVO HASTA EL DIA 28 

COSECHA bE 1/3 DEL LOTE 
EL DIA 28. 
Análisis• y germinación 

1 
COSECHA DE 1/3 DEL LOTE 
EL DIA 35. 
Análisis y germinación 

Análisis• de las muestas: 

Separación en gradiente 
Peso seco y fresco 
cuantificación de proteínas 
Patrón electroforético 
Inmunodetección 

TRANSFERENCIA DEL RESTO 
DEL LOTE A MEDIO DE DE­
SARROLLO SUPLEMENTADO 
CON BBC DE 30 DIAS p.a. 
CULTIVO HASTA EL DIA 35. 

1 
TRANSFERENCIA DEL RESTO 
DEL LOTE A MEDIO DE DE­
SARROLLO SUPLEMENTADO 
CO!l BEC DE 30 DIAS p.a. 
CULTIVO HASTA EL DIA 35 

1 
COSECHA DEL RESTO DEL 
LOTE EL DIA 42. 
Análisis y germinación. 

Germinación 

Medio MS al 50 t 
en condiciones de 
fotoperiodo. 

!IOTA l : BEC: EXTRACTO DE EMBRIONES SEXUALES INMADUROS 
A UNA CONCEllTRACIO!I DE 2 g/l. 

NOTA 2: EL CONTROL SE CORRIO COMO EN LOS EXPERIMENTOS 
ANTERIORES. 
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IV.9. APENDICEB 

APENDICE I 

Preparación de la solución de hipoclorito de sodio al 1.2 \ 
v/v de cloro activo: 

De una solución comercial de hipoclorito de sodio con 
una concentración de 6. O % de cloro activo, tomar 3 O ml y 
transferirlos a una probeta graduada de 100 ml, diluir y 
aforar a 100 ml con agua destilada. 

La concentración final de ésta solución es de 1.2 % v/v 
de cloro activo. 

APENDICE II 

Medios de cultivo empleados; 

MACRONUTRIMENTOS 

NH4N03 
KN03 
MgS04. 7H20 
KH2P04 
NaH2P04.H20 
NH4H2~4 
(NH4) . cit. dibásico 
CaCl2.H20 

MICRONUTRIMENTOS 

KI 
H3B03 
MnS04.H20 
ZnS04.7H20 
11a2Moo4 • 2H2o 
CUS04.5H20 
C0Cl2.6H20 
Na2EDTA 
FeS04.7H20 

MS 
(mg/l) 

1650 
1900 

370 
170 

332 

o.ea 
6.2 

16.9 
e.5 

0.25 
0.25 
0.25 
37.J 
27.8 

APENDICE III 

MS modif. 
(mg/l) 

400 
03538 
370 

332 

o.ea 
6.2 

16.9 
a.5 

0.25 
0.25 
0.25 
37.J 
27.8 

B5e 
(mg/l) 

2528 
500 

150 

2827 
151 

0.75 
J.O 

10.0 
2.0 

0.25 
0.25 
0.25 
37.J 
27.8 

Preparación de las soluciones de sacarosa para el gradiente: 

Pesar con exactitud la cantidad de sacarosa especificada 
en la tabla siguiente de acuerdo al \ de sacarosa en solución 
que se va a preparar: 

7l 



t deseado 

30 t 
50 t 
70 % 
90 t 

Cant. de sacarosa 

30 g 
50 g 
70 g 
90 g 

En matraces Erlenmeyer individuales de 200 ml, disolver 
la sacarosa con so ml de agua destilada y bajo agitación 
magnética (en el caso de la solución al 90 \, puede ser 
necesario aplicar calor). 

Transferir cada solución a matraces aforados de 100 ml o 
a probetas graduadas de 100 ml, medir el volumen y adicionar 
pequeños volúmenes de agua a los matraces Erlenmeyer para 
lavar las paredes, adicionar estos lavados a las probetas o 
matraces volumétricos y aforar con agua destilada. 

APENDICB IV 

Composición de los amortiguadores usados en la extracción y 
precipitación de proteínas; 

Amortiguador I 

Amortiguador rr 

Amortiguador III 

Amortiguador IV 

Amortiguador V 

Amortiguador VI 

Fosfatos 50 mM, PMSF 200 µM y EDTA 10 mM. 
PH 7.0. 

Fosfatos 50 m.~, PMSF 200 µM, EDTA 10 mM 
y NaCl l M pH 7.0. 

Fosfatoa 50 mM, PMSF 200 µM, EDTA 10 mM, 
NaCl l M y DTT 10 mM. pH 7.0. 

Fosfatos 50 mM, PMSF 200 µM, EDTA 10 mM, 
en propanol al 70 \. pH 7.0. 

Fosfatos 50 mM, PMSF 200 µM, EDTA 10 mM 
y NaO!l al O.l N ptt 7.0. 

Acetatos 50 mM, PMSF 200 µM, EDTA 10 mM 
y Nacl l M. pH 4.75 

APENDICE V 

Soluciones y Reactivos para Bradford: 

Sol. stock de albúmina de suero boyino IBSAl: 

Pesar con exactitud 100 mg de albúmina de suero bovino 
S~gma y disolver con agitación magnética en 60 ml de agua 
b1destilada, diluir y aforar en un matraz volumétrico de 100 
ml. conservar en refrigeración. 
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Reactivo de Bradford; 

Preparar una solución disolviendo 0.1 g de azul de 
Coomassie G-250 en 50 ml de etanol al 95 \. Agregar 100 ml de 
H3P04 al 85 \ y aforar con agua bidestilada a 1000 ml, 
filtrar y guardar en oscuridad. 

APENDICB VI 

SOLUCIO!IBS PARA SDS-PAGBI 

AMORTIGUADOR DB MUESTRA CON AZUL DB BROMOPENOL: 

Componentes 

Tris-HCl lM pH 6.8 
sos al 25 \ 
Glicerol 
Azul de bromof enol 

para 100 ml 

10.32 ml 
10.0 ml 
2.5 ml 
3.0 ml 

AMORTIGUADOR DB MUESTRA SIN AZUL DE BROMOPENOLI 

Componentes 

Tris-HCl lM pH 6.8 
SOS al 25 \ 
Glicerol 

AMORTIGUADOR OB CORRIDA! 

para 100 ml 

10.32 ml 
10.0 ml 
2.5 ml 

Solución stock 10 X para 4 litros: 

Conc final 
(% v/v) 

10.32 
10.0 
2.5 
3.0 

conc final 
(% v/v) 

10.32 
10.0 
2.5 

En un 
Base, 576 g 
ml de agua 
aprox. 8.4. 

matraz aforado de 1000 ml, colocar 120 g de Tris 
de Glicina y 40 g de sos, mezclar con aprox. 600 
desionizada y aforar con el mismo solvente. pH 

APENDICE VII 

Teñido y desteñido de los geles de SOS-PAGE: 

La tinción se realizó, dejando los geles dentro de un 
recipiente tapado y cubiertos con solución de metanol-ácido 
acético durante toda la noche, posteriormente se destiñeron 
con otra solución de metanol y ácido acético. 
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APENDICE VIII: 

Preparación de soluciones pera la electroforesis en doble 
dimensión CO'Farrell; 

NOTA: Usar Urea, Acrilamida y Bisacrilamida recristalizadas. 

Soluciones; 
A 11Jnortiguador de Lisis 

9.5 H Urea 
2 % (p/v) 
1.6 \ Anfolinas 5-7 pH 
0.4 \ Anfolinas 3-10 pH 
5.0 \ B-mercaptoetanol 

Para 10 ml 

5.7 g 
0.2 ml 
160 µl 

40 µl 
500 µl 

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

Solución o 

28.38 % Acrilamida (p/v) 
l.62 % Bisacrilamida (p/v) 

Filtrar y guardar a 4'C. 

~ Solución E 

10 \ v/v llonident p-40 en H20 

l Amortiguador del ánod9 

H3P04 0.01 M 

~ /\mortiguador del cátodo 

Para 100 ml 

28.38 g 
l.62 g 

llaOH 0.02 H (O.a g/l) (Oesgasificar exhaustivamente). 

Solución K 

9 .5 H Urea 
0.8 % Anfolinas 5-7 pH 
0.2 % Anfolinas 3-10 pH 

Para 10 ml 

5.4 g 
so µl 
20 µl 

Filtrar y guardar en alicuotas congeladas 

Q Amortiguador O 

10 \ Glicerol 
5 % B-mercaptoetanol 
2.3 % sos 
0.0625 M Tris-HCl pH 6.8 

Filtrar. 
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E Solución P 

l g de agarosa 
100 ml amortiguador o 
20 mg de azul de bromofenol 

Guardar a 4·c. 

APENDICE IX1 

Preparación de soluciones para el "Rocket" inmunoelectro­
foresis: 

Solución de Boratos 0.1 M pH 8.6; 

Disolver 9.276 g de ácido bórico en 1000 ml de agua 
bidestilada, ajustar el pH a B.6 con NaOH l M y aforar a 1500 
ml. Almacenar en una botella de polipropileno de 2000 ml a 
4•c. 

Preparación de la solución de azul de Bromofenol 10 x: 

Disolver 1.0 g de azul de bromofenol en 10 ml de 
solución de boratos O.l H pH 8.6. Almacenar en un vial de 
vidrio con tapón de rosca a temperatura ambiente. 

Azul de Coomassie al 0.5 \; 

Mezclar 1.0 g de azul de coo~assie brillante R-250 en 90 
ml de etanol, 20 ml de ácido acético glacial y 90 ml de agua, 
con agitación constante. Filtrar a través de papel Whatman 
No. l Almacenar en una botella de polipropileno de 250 ml a 
temperatura ambiente. 

Solución desteñidora: 

Mezclar 90 ml de agua, 20 ml de ácido 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 carbón activado. 

NaCl 0.1 H; 

Disolver 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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Preparación de agarosa al 1.5 %; 

Mezclar 0.45 g de agarosa tipo II Sigma No. Cat. A6877, 
con 30 ml de amortiguador de boratos 0.1 M, pH 8.6 en un vaso 
de precipitados de 40 ml. Fundir la mezcla en un horno de 
microondas con tres o cuatro periodos de irradiación a máxima 
intensidad durante 10 segundos cada vez, sin dejar que llegue 
a ebullición. Agitar con una varilla de vidrio delgada hasta 
que quede un fluido cristalino. Mantener la agarosa fundida 
tapada en un baño a 57"C para evitar su gelificación. 

APENDICE X. 

Preparación de la solución de yodo-yoduro para placas de aqar 
almidón; 

Disolver l.O g de yodo y 3.0 g de yoduro de potasio en 
50 ml de agua bidestilada. 
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V, P.ESULTADOS Y DISCOBION 

V .1 SISTEMA DE EMllRIOGENESIS SOMl\TICA D!l LA Jl.LPALPA in. Y.itu>. 

La obtención de embriones somáticos (ES), u partir de 
peciolos de plantas de alfalfa Jl.7034 cultivadas en 
condiciones de invernadero, resultó ser satisfactoria con el 
método de desinfestación utilizado, ya que se obtuvo una 
rápida generación de ES con indices altos de respuesta (hasta 
SS %) y rendimiento (hastü 27 embriones/callo), e indices 
bajos de contaminación. 

Nuestros resultados además confirman los de trabajos 
anteriores realizados por otros investi~adores, quienes 
refirieron tiempos de cultivo cortos y reproducibles para la 
embriogénesis somática en alfalfa (Villegas, 1988; Peña, 
19S9). 

Los indices de respuesta obtenidos en el presente 
trabajo con ésta variedad fueron de 79.SG % ± 8.07 %, en un 
promedio de 12 siembras en condiciones de cultivo basales 
realizadas antes de iniciar la fase experimental. El objetivo 
de Cstos ensayos fue establecer las condiciones de cultivo 
estándar y los resultados factibles a obtener con éstas 
condiciones. 

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

En el caso de las variaciones observadas en la respuesta 
de los lotes control utilizados durante los e:i<perimentos, 
cabe señalar que las condiciones de cultivo no fueron 
exactamente las mismas durante todo el periodo de trabajo 
experimental ya que se detectaron algunas variaciones de 
temperatura importantes en el cuarto de cultivo durante las 
diferentes estaciones del aúo. Sin cnbargo, éstas variaciones 
de temperatura no pudieron ser controladas totalmente, dadas 
las condiciones de las instalaciones en las que se trabajó. 

Por otro lado, nosotros consideramos que la variación en 
los indices 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 está trabajando con 
explantes extraidos de plantas obtenidas después de uno 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 está 
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 germinación de una 
semilla. Los resultados después de 2 ó 3 ciclos de 
recurrencia demuestran un incremento en la capacidad 
embriogénica o generación de un mayor número de embriones por 
explante ~ esto nos haria pensar que quizá fuera más 
conveniente utilizar plantas obtenidas a partir de varios 
ciclos de recurrencia y tener respuestas máximas. Sin embargo 
esto no es recomendado por la literatura ni por la 
experiencia ya que después de varios ciclos de recurrencia la 
capacidad de generar embriones se pierde totalmente. Este 
fenómeno es interpretado por algunos autores como 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 somática en alfalfa A7034 en condiciones 
basales, fueron aproximadamente de 21 embriones/callo en un 
promedio de 12 siembras, obteniéndose una variación de ± 3 
embriones por callo, lo que indica que el comportamiento del 
parámetro es reproducible y muy satisfactorio. El conteo de 
éstos embriones estuvo basado exclusivamente en los ES más 
desarrollados, desde estadio torpedo joven hasta cotiledonar. 

El rendimiento está relacionado con la respuesta, sin 
embargo en callos Ubicados en un mismo frasco de cultivo 
podian encontrarse callos con 2 ó J embriones, en tanto que 
el callo vecino presentaba de 20 a 25 embriones. La formación 
diferencial de embriones en tales casos puede tener varias 
causas, como el grado de exposición y orientación de los 
embriones a la fuente de luz, a la región del callo donde son 
generados, al grado de inmersión 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 aunque considerarnos que la variabilidad 
intrinseca del tejido es un factor muy importante. Los 
rendimientos en nuestro sistema fueron satisfactorios y 
además en algunos casos pudo presentarse la generación 
secundaria de ES, lo que incrementó aún más los indices de 
rendimiento. 

Si bien los niveles de rendimiento alcanzados son 
satisfactorios, se utilizaron algunas estrategias para 
incrementar aún más los rendimientos de los cultivos de 
embriogénesis somática primaria. Esto se realizó durante las 
fases de resiembra; esto es, en la transferencia de los 
cal los de la fase de inducción a la fase de desarrollo y 
durante la transferencia de los callos del medio de 
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desarrollo al medio de germinac1on. En el prime::-o se 
disgregaba suavemente Gl friable tejido calloso, con ayudn de 
una espátula incrementando la superficie de callo en 
contacto con el medio de cultivo, lo que redundaba en una 
mayor producción de embriones. Asimismo, durante la 
transferencia en condiciones asépticas de la fase de 
desarrollo a la de germinación, se tomaban sólo los embriones 
maduros y los demás, que generalmente se encontraban en un 
estadio de desarrollo menos avanzado, se dejaban continuar en 
desarrollo. Una vez que éstos maduraban, eran transferidos al 
medio de germinación, en éstos casos era posible transferir 
embriones de un mismo callo, hasta tres veces, obteniéndo un 
total de embriones para germinación de por lo menos 35 
embriones por callo. 

La tabla con los resultados obtenidos para los cultivos 
en condiciones basales, se muestra a continuación: 

SIEMBRA RESPUESTA RE!IDIHIBllTO 
(%) (%) 

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 
DBSV. ST. 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 vitre. 

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

En cuanto a la heterogeneidad del cultivo, ésta estuvo 
siempre presente, observándose la presencia de diferentes 
estadios de desarrollo a un mismo tiempo de cultivo en la 
misma población de callos, en este sentido se consideraron 
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diferentes factores involucrados, tales como la variabi_;t.~da:l­
intrinseca del tejido utilizado, la superficie del callo en 
contacto con el medio de cultivo, la cercania de los frascos 
a la fuente de luz, etc., si~ndo el. prime.e-o de éstos quizá el 
más importante. 

La:J caracteristicas n:orfol6gicaa de los ES en estodios 
de desarrollo avanzados como el cotiledonar turdio, 
involucran la presencia y/o desarrollo de raices, As1 como el 
crecimiento evidente de los cotiledones. Sin embargo el 
desarrollo radicular en el medio de germinación fue más bien 
pobre y en condicioneG basales no se obtuvo un desarrollo 
vigoroso que pernitiera el mantenimiento de las plántulas 
durante, largo tiempo. En general solamente el 10 \ de las 
plantas germinadas in vitro, alcanza a desarrollarse en 
tierra hasta los 50 cm de altura, después de aproximadamente 
6 meses de cultivo. 

Los porcentajes de germinación en los ES fueron altos al 
inicio del cultivo. Para las 12 siembras realizadas se 
obtuvo un indice promedio de 58.6 % ± 6.49 \ a los 15 dias, 
sin embargo, este porcentaje se redujó a 29. 42 \ ± 7. 94 % 
después de 30 d1as. 

Los resultados son los siguientes: 

SIEMBRA CJERMINACION GERMINACION 
15 DIAB (\) 30 DIAB (\) 

1 59 32 
2 60 33 
3 58 22 
4 7l 42 
5 66 35 
6 52 36 
7 63 40 
8 59 29 
9 60 26 
10 52 18 
11 45 17 
12 58 23 

PROMEDIO 58.58 29,42 
DEBV, BT. 6.49 7.94 

Fig. No. 5. Resultados de germinación (\), a 
los 15 y 30 d1as, después de transferir a medio de 
germinación, para 12 lotes de callos de alfalfa, 
cultivados en condiciones basales durante el 
desarrollo embriogénico in vitre. 

80 



El desarrollo de 
invernadero, es lento y 
vez establecida, la 
floración normal. 

éstas plantas en condiciones de 
requiere de cuidados, sin embargo una 
plántula puede llegar inclusive a 

V. 2. SZPAJ!ACIOH DB J!HBllIOlll!S SOKA'tICOS POll. C?.NTll.Il'UClACIOll l!H 
ORADIEllTJIS DB DE?ISIDAD DISCO!ft'IllUA DB BA~SA. 

Dado que se trabajó con grupos de ES en todos los 
estadios de desarrollo y no era confiable atribuir los 
resultados obtenidos a algún estadio en particular, se 
planteó la necesidad de separar los diferentes estadios 
embrionarios, con el fin de hacer una evaluación =As precisa 
y confiable de su contenido da proteinaa. Sa propuaó la 
utilización de gradientes de densidad discontinua de sacarosa 
en los cuales se colocaron los ES cosechados y fueron 
centrifugados y ubicados dentro del gradiente de acuerdo a su 
densidad especifica. 

Para esto, se realizaron algunos ensayos con el objetivo 
de determinar cuales aran las concentraciones de sacarosa 
óptimas para una buena separación de los embriones, se 
encontró que éstas fueron las siguientes: soluciones acuosas 
de sacarosa al 90 \, 70 \, 50 \ y 30 \ p/v. 

~ 
Se encontró además que los e1D-

4'40\ briones van disminuyendo su den-
1 sidad espec1f ica a medida que su 

1 "' 
desarrollo embrionario contin~a; 

" n 
esto es esquematizado en la pre-

! sente figura. La utilidad de éste 
método de separación,demostró ser 

'! '" ~ muy importante, ya que la separa-
9 rr ~ 

ción lograda en los gradientes 

1 fue clara y precisa y también re-,., sultó ser un método sencillo que 
~ 

"'' 
separa de manera confiable los 

1 embriones cuya condición flsioló-

1 

gica es diferente a~n cuando su 
'°'· tamaño puede ser el mismo. 

,,~ ,. 
Fig. No. 6. Gradiente de densidad 
discontinua de sacarosa, donde 
se indica la relación entre la 
concentración de sacarosa y los 
diferentes estadios de desarrollo 
embrionario. 
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V.3. REPRODUCIBILIDl\D DEL METO!Xl DE BXTP.ACCIOH DE PitO'l'SIF~~B 
DB RESBIIVA E!l SEMILLA.B Y BXBP.IOHBS SOXATICOS DE ALYALl";.. 

Se obtuvo la reproducibilidad del método de extracción 
de las proteinas de reserva presentes en semillas de alfalfa 
el cual tue eficiente y selectivo como se observa en los 
9eles de SDS-PAGE. Las extracciones fueron realizadas con 
diferentes cantidades de semillas completas o pulverizadas 
con nitrógeno liquido, obteniéndose los resultados mostrados 
en la fiqura No. 7. 

Los peaos de seJ1illas utilizados fueron seleccionados 
considerando que el •ismo método de extracción seria empleado 
para los ES y que estos estarian disponibles en cantidades 
muy pequeñas. 

cabe señalar que se utilizaron dos lotes diferentes de 
semillas de alfalfa enviadas de Canadá, con las cuales se 
obtuvieron resultados diferentes. Con el primer lote, se 
iniciaron los experimentos de extracción y caracterización de 
proteinas, siendo los resultados muy satisfactorios, sobre 
todo en cuanto a los valores obtenidos para la relación 
illbuminas/globulinas y a la limpieza de los patrones 
polipeptidicos encontrados. Una vez agotado el primer lote, 
se continuó el trabajo con un segundo lote con el que se 
obtuvieron variaciones en los resultados que demostraron un 
mayor contenido de Albuminas que de globulinas en éstas 
semillas, por lo que la relación A/G se incrementó. Asimismo, 
encontramos una mayor contaminación de bandas de alto peso 
molecular en los patrones polipeplidicos de las proteínas 75 
y 115, que no se presentaron con el primer lote como se 
muestra en la figura No. 8. 

Las diferencias en los niveles de albúminas y 
globulinas, se señalan en la figura No. 7, en la cual, 
podemos observar que para el primer lote de semillas, se 
obtuvieron relaciones de álbuminas vs. globulinas can un 
promedio de 1.80 para muestras de 100 mg y para el segundo el 
promedio fue de 3.36, también en muestras de 100 mg. 

En esta figura se observan importantes diferencias en 
los valores obtenidos para cada ensayo, ya que se observa que 
el mayor contenido de albúminas (en mg de prot./g de tejido), 
se encontró en las extracciones del 2do. lote con 200 y 300 
mg de semilla (aprox. 180 mg prot./g de tejido), en tanto que 
el contenido de globulinas se mantuvo muy similar en las 
extracciones del 2do. lote (aprox. 3.60 mg prot./g de 
tejido), de esta manera hubo una notable diferencia en la 
relación A/G, debida principalmente a las diferentes 
concentraciones de albúminas extraidas, las cuales también 
fueron irrequlares, sobre todo en los lotes de semilla de 50 
y 100 mg. Este efecto puede deberse a que se trabajó con 
cantidades y volúmenes minimos por lo que cualquier pérdida 
de material que quedara adherido en las paredes de los viales 
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iOTE De 'W'11LW > ,_, 

PrM11141o 
Duv. at. 

100"' 
(1et. lote} 

Prm.dlo 
Onv. at. 

100 ... 
(2do. lote) 

Prcaedfo 
Deav. st. 

PrOl!le'dlo 
Desv. st. 

300 .. 

Prcrrcdlo 
De~v. st. 

~Ir.AS: 

'. tma --io ta!.l 

180.66 
126.14 

151.50 
33.41 

7l.)9 
73.70 
72.91 
71.63 

n.91 
0.91 

14Z.16 
142.16 
142.16 
147.38 
141.24 
146.81 

141.99 
2.45 

tBJ.81 
163.81 
18.3.81 
181.64 
195.68 
190.12 
189.20 
147.36 
191.58 
182.65 
189.85 
190.65 

187.54 
4.59 

182.62 
155.36 

168.99 
19.28 

ClOiULIV..S: 
(m 0r0t/":1 ~l"I.) 

)5.76 
1.30 

41.62 
38.30 
39.80 
39.49 

39.eo 
1.37 

43.ISO 
43.80 
43.80 
45.09 
42.78 
41.92 

4).51 
1.08 

53.22 
53.22 
53.22 
48.01 
47.94 
47."'l"Y 
48.20 
34.)9 
47.79 
40.15 
35.13 
37.45 

46.Só 
6.)1 

54.~ 

39.45 

47, 12 
10.05 

4.28 
0.92 

1.76 
1.77 
1.Bl 
1.81 

'·"" O.OJ 

3.31 
3.31 
J.J1 
3.27 
3.35 
J.50 

J.J6 
0.10 

3.45 
),45 
),45 
),78 
•.09 
l.98 
J.93 
U:9 
4.01 
4.55 
5.40 
1.09 

4.11 
0.66 

).33 
J.94 

J.6l 
0.43 

ílg. No. 7. Niveles de slbUnlnas y c¡lob.Jllnas opresl'dos en n-.g ~ protefna/11 de tejido 
obtenidos en e.11.tratciones sucesivas de 1l'!llillas de alfalfa, utilf:ando 50, 100, 200 y 
300 ing. En ht• tabla tari>ltn H JIUCltro l• relación •tt:ünln111/glob.Jl ln111 obtenida en ca· 
da lllll de htH utrocelones, aal ccmo et pranedlo y duvl•cl6n HtArdar de los datos 
obtenidos. 
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y tubos o por salpicaduras, tenia un efecto importantísimo en 
la cantidad final de proteina obtenida. Es evidente también 
que este efecto disminuye a medida que ae incrementa la 
cantidad de semilla utilizada. 

si bien hay diferencias evidentes en los niveles de 
proteínas, considera.moa qua éstas son justificables y que 
además entre los ensayos se puede apreciar cierta regularidad 
en los resultados. 

Una vez validado el método de extracción en la semilla, 
se procedió a su utilización con las muestras de ES. 

7S !IS 75 115 

-- b 

• ..... 
E 

' -... 
.... 

• ... 
Íjjiiii 1 
• 1 

lar. lote 2do. lote 

Fiq. No. 8. patrones polipeptidicos de las 
qlobulinas extraídas de semillas de alfalfa 
obtenidas de dos lotes de semill& diferentes. 

La extracción diferencial de las proteínas 7 B y 11 a, 
se realizó a partir de la fracción extraída de qlobulinas y 
en el caso de la proteína 11 B no hubo ninqUn problema ya que 
el método utilizado os especifico, pues involucra una 
precipitación isoeléctri ca con amortiguador de acetatos pH 
4. 75, con al que se obtienen patrones polipeptidicos muy 
limpios. sin embargo en el caso de la 7 s, se presentaron 
alqunos problemas, pues como ya se mencionó, en el primer 
lota de semilla se obtuvieron patrones polipeptidicos muy 
claros y limpios y en el segundo lote se presentó una qran 
contaminación de ?:landas de alto peso molecular, así como de 
algunas que son especificas de la 11 s. Este problema se 
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resolvió parcialmente al realizar múltiples diálisis del 
sobrenadante de la fracción de globulinas después de la 
extracción 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 
s, ésta última es separada por insolubilidad mediante 
precipitación por diálisis contra agua. 

La separación de alicuotas durante la extracción fue 
obtenida a partir del homogenado total, de las diferentes 
fracciones de albúminas (la, 2a y Ja), de las diferentes 
fracciones de globulinas (la, 2a y Ja), de las fracciones de 
prolaminas y glutelinas (en los casos en que se realizó la 
extracción completa de proteinas), de proteina residual y del 
botón. Todas estas fracciones, también fueron cuantificadas 
también mediante Bradford. 

En los casos en los que se realizó la extracción 
completa, se tomaron muestras del homogenado, de las 
fracciones de albúminas, globulinas y de la fracción del 
botón. 

V.4. COANTIFICACION DB PROTEINAS. 

Con relación a la cuantificación, podemos mencionar que 
el método de Bradford fue inicialmente elegido porque es un 
método utilizado por varios autores para la cuantificación de 
globulinas de semillas y embriones cigóticos de leguminosas 
(Crouch, 1982; Crouch y Finkelstein, 1984), y porque es un 
método que no cuantifica proteina mediante la presencia de 
grupos aromáticos como el de Lowry, sino mediante la 
presencia de grupos amino y por lo tanto es más preciso y 
confiable. 

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

Se hizo la preparación por duplicado de soluciones de 
proteinas de reserva a concentraciones conocidas de 10, 20, 
30, 40 y 50 µg/ml, las cuales fueron cuantificadas por el 
método de Bradford y el de Lowry. Con éste ensayo, se 
demostró que el comportamiento de la absorbancia era lineal 
y con una correlación de 0.9986 para la 11 S y de 0.992 para 
la 7 S siguiendo el método de Bradford. En contraposición, 
utillzando el método de Lowry se encontró un comportamiento 
no muy lineal para la 11 S, con una correlación de 0.986 y 
prácticamente no lineal para la 7 s, con la cual se obtuvo 
una correlación de O. 9008. Las gráficas que muestran los 
resultados de este experimento se muestran en la figura 9. 
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Mediante este ensayo, ce demostró que el comportamiento 
de le curva en la región de las concentraciones a analizar 
fue más lineal con el método de Bradford que con el de Lowry. 

V.5. CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAB DE RESERVA EN SEMILLAS 
Y EMBRIONES BOM.ATICOS DE ALFALFA. 

Uno de los objetivos más importantes de este trabajo fue 
el de mcnitorear la presencia y actividades de sintesis y 
degradación de las principales proteinas de reserva en ES de 
alfalfa. Estas proteinas como ya se mencionó, pertenecen a la 
familia de las globulinas y ya han sido bioqu1micamente 
caracterizadas en un gran número de especies de leguminosas. 
Dos puntos básicos de esta primera parte experimental y cuyos 
resulta~os 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 extracción fuera reproducible y, 

- Que el método de cuantificación de éstas proteinas 
fuera el más adecuado. 

Otro punto importante fue: 
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Demostrar que las p_roteinas de reserva que se 
presentan en los ES, son las mismas que las que se encuentran 
en la semilla, para lo cual se utilizó la caracterización 
electroforética e inmunoelectoforética (Rocket), de las 
proteinas que correspondieron a los patrones establecidos 
para las globulinas cuyo coeficiente de sedimentación era 75 
y llS. 

Para todas las muestras de albúminas y globulinas, se 
realizó el análisis electroforético de las diferentes 
fracciones muestreadas mediante electroforesis en SDS-PAGE, 
por isoelectroenfoque y por electroforesis en doble dimensión 
(O'Farrell). 

V. 5 .1. ELECTROFORESIS EN BDB-Pl\GE: 

Mediante este análisis se pudo apreciar la diferente 
composición de todas las fracciones proteicas y sus patrones 
caracteristicos en los que también se apreciaron los cambios 
mencionados 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 albúminas y 
globulinas. Los resultados de estos ensayos también 
demuestran que en el botón queda una cantidad importante de 
proteinas que parecen corresponder a la 11 S (ver figura 10). 

1 2 3 " S 7 B 9 10 11 12 13 ·¡ '-- -_--..; /:"!" =:- ~--¡:;=:.,,.,. 

' ¿__ -
1 92.5 ~~'· -- -

¡----~~111-n ::¡ ;¡; ~ - ;; i -
... ~~~~ ~-- ~ . 

..... ~- ss11-~:i,- -
-~--- . .. ,. ~~---- ~---~:; .. 

j 
Fig. No. 10. Patrones electroforéticos de las diferentes 

fracciones proteicas obtenidas de semillas de alfalfa. 
Albuminas (Carriles 2 a 4) Globulinas (5 y 6), 7S s/DTT (7), 
7S e/ DTT (8 y 11), 11 S s/DTT (9), 11 S c/DTT (10), 
Glutelinas (12), Prolaminas (13) 
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La caracterización de las proteinas de reserva en los 
embriones sexuales se realizó determinando los patrones 
polipept1dicos de estas proteinas mediante densitogramas y 
por cálculo directo de las distancias de migración con 
relación a los marcadores de bajo peso molecular tratados en 
condiciones reductoras al iqual que las muestras. 

Para determinar estos patrones polipept1dicos, se hizó 
un ajuste por regresión 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. SEMILLA EMBRIONES SOMATICOS 
(kD) (GELES DE 14 Xl6) (MINIGELES) 

Dist. prom. Desv. 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 a.so 
Jl.O 59.43 7.63 46.86 s.22 
21.5 77.50 13.17 56.86 4.48 
14.4 96.75 5.51 68.214 3.51 

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

El análisis de regresión lineal fueron obtenidos con el 
logaritmo en b~se 10 del peso molecular de cada marcador; 
estos datos se wuestran a continuación: 

PESO MOLECULAR log P.M. 
(kD) 

92.5 4.966 
66.2 4. 821 
45.0 4.653 
Jl.O 4.491 
21.5 4.332 
14.4 4.158 

" 
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Los resultados de la regresión lineal fueron los 
siguientes: 

BEllILl'.J'. EMBRIONES BOHATICOB 

PENDIENTE - 95.1869 - 69.8416 

ORDENADA 489. 734 358.94 

I. CORRELACION 0.99632 0.99789 

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

donde: 

DM - b 
Peso molecular = antilog ----------­

m 

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

b - Ordenada al origen. 
m = Pendiente de la recta. 

Cabe señalar que este cálculo se realizó de manera 
particular para cada gel, considerando en cada caso sus 
respectivos marcadores de peso molecular con el fin de evitar 
alteración de los resultados por la variación de las 
condiciones de corrida electroforética intrinsecas de cada 
ensayo. 

La comparación de los patrones polipeptidicos de la 
proteina 11 5, se realizó sobre un promedio de 26 geles de 
SDS-PAGE, y sobre un promedio de 23 geles de 505-PAGE para 
la 75. 

Los resultados de este análisis para las proteinas de 
reserva de las semillas condujeron a los patrones 
caracteristicos señalados 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 75 y 115 que nosotros encontramos, además estos 
patrones son comparados con los encontrados por otros autores 
para la alfalfa y los de otras especies de leguminosas. 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 extracción y de análisis 
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~· H. .......,., .... GLOSULllLAS 11 s Stwrt 

SE"lllA SEMILU. StMllLA 1985 

100 100 

96. 94 (0) 
90 90 09 

81, 82, 81 (l) 

~ 
78 

78, 75 (0) 
7tl 71 

111 68 
64 64, 66 

60 59 60(0) 60, 63 
57 57, 56, 54 56 
53 

50 
44 43 (0) '7, 49 ,, (1) 

" '"'· ,2, 41 42. 45 42 
40 40, 41 40 

la 35 (0) 35, 37, 3" et> 

32 32 32,lJ (0) 

30 30 
25 27 

21, 2• 2l 22 
20 19 Ul, 19, 20 CTJ 19, 20 (0) 20 

16 15, 16 15, 16 
14 13 1l 

10 

11 BAHDAS: 15 15 1l 4 

I BANDAS 
SIHILARES: 10 4 

X SIHIUTLIJ 66.6()1 100% 

flg. Ho. 12. Tabl1 c~ratlv1 9f\ la~ n 1Uettran los v1lores de puo 1110lecul.r 
de lis diferentes bardat cbte-nldu por SOS·PACE, piatl 11 glcb.Jllne 11 S de semillas 
de •tfolfa, CCC1p&r-.i41 con tos v1lorca de P. N. rt;iortados por otros lnvestfgtKbres 
Jlt3r• htas protl!fn11. En 61t• tabl1 1e lndic1 adeN1 et J'l)nfro de bAnda1 sl11flarl!1 
y i!I X~ 1i111lltud entre fstu fr1ccfonu y 111 obt~lda• por tos otros 1utores. 
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11 s 
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49 

40 
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96, 94 (DJ 
90 90 119 

llS 
SS·St <TJ 

eo 
7B T1 

7D .. 67, 69 69 
66 64 .. 60 (D) 58, .. .. 

57·54 55·54 
53 5Z 

50 
48 (0) 41, 49 47 47, 49 
44·41 45·'2 45 

40 
38, 36 38 30 

35 (DJ 
30 32, 30 34·31 32, 31 32 

Z7 Z5 
24. 22 24, zz zz 

ZD 20•11! (fJ 20, 19 ZD ZD 
16, 15 15 

13 13 
ID 

,, UMDAS: 15 16 

Ffg. Wo. 13. Tabla Coopll"•tlv• de loe valol"tt de peso rolecutar de tos 
potfpfptfdot C~tH ~ las globul fnas 7 S en eabrlones 1cmátlco1 
y ••lllas de alhlfa. 

91 



90 

7D 

60 

so 

'º 
JO 

20 

'º 

96, 94 (D) 
90 

71 

60 (D) 

57·5' 

3S CD) 
32, 3D 

24, 22 
20·18 (T) 

16, 15 
13 

IS 

.. 
es 

77 

67, 69 
66 

sa, 60 
55·54 

48, 49 
45.,z 

la, 36 

34·31 
27 

24, 22 
20, 19 

IS 
13 

16 

6S 

49 
4S 

" 3a 

32 
27 
23 

,. 

66 

S2 

47 (T) 

39 
36 

22 
20 

flg. No. 1'. hbl• c~ratlv• de 101 valorf'I de pes;o 1J10lecular de l 
poi lpfptldos ccnponmtn de tu globullnas 11 S fll ent:>rlones sorM· 
tlcos y 1emllta1 de alfalfa. 

;:, ClOBUt.INAS Gtoeut.l"AS 7. 11 s 
.,· ES SEIOLU. 

·:-,,,,,. 
57.14% .35.00X 76.9ZX 

.11 s 33.301; 30.00l 69.ZlX .. : 

Ffg, Ho. 15 fabla c~r11tfv11 de los X ÓI.' sfmilitl.d entre Los 
patr"-nts pollpcptfdlcos obtlN'lido'i con 101 e11tr1cto1 de globu· 
lfnas 7 S y 11 S ~ 1tt111lhs y ellbrlonta 1om.hlco1 de alfalfa, 
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De acuerdo a loG resultados mostrados, las globulinas 
en los ES comparten alrededor de un 65 \ de bandas con las 
globulinas de semilla y en el caso de las proteínas 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 S y 11 S de semilla. 

cabe señalar que las primeras extracciones de ES fueron 
realizadas alrededor de la 5a. semana de cultivo y los 
extractos fueron obtenidos a partir de la población 
embrionaria completa encontrada, esto implica 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 se presentan solo 
en algunos estadios de desarrollo de los ES. Esto provocó 
también una gran heterogeneidad en la distribución 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 éstas 
proteínas, sin embargo los patronea no son totalmente 
equivalentes ya que es posible que a este tiempo de cultivo 
las proteínas no estén totalmente conforr:iadas y se encuentren 
subunidades o polipéptidos aún no integrados en las proteinas 
maduras, sino más bien en proceso de sintesis o agrupación. 

De cualquier manera la correlación de las diferentes 
subunidades en los ES con las de la semilla es interesante y 
el análisis de su composición en los diferentes estadios de 
desarrollo se detalla en los resultados del experimento de 
cinética de desarrollo. 
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v.s.2. IBOELECTROB!il"OQOE: 

Los patrones de bandeo obtenidos para los extractos de 
globulinas 7 S y 11 S de semillas de alfalfa al ser 
analizados por isoelectroenfoque, demostraron que la proteina 
7 S está constituida por 6 bandas principales cuyos puntos 
isoeléctricos 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 región negativa 
del gradiente de punto isoeléctrico, en tanto que las demás 
se encuentran en la parte positiva del misl!lo, éstos 
resultados confirman los reportes de otros investigadores que 
mencionan que la proteina 11 s está constituida por dos 
subunidades principales, una ácida y otra básica. 

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

V.5.3. BLBCTROPORBSIB EN DOBLE DIMENSION (O•Parrell): 

Este método que involucra la separación de los 
componentes proteicos de acuerdo a su punto isoeléctrico (la. 
dimensión) y por su peso molecular (2da. dimensión), con ésta 
técnica se logró una mejor separación de las subunidades 
componentes de las proteinas de reserva y se demostró que las 
principales subunidades de ambas proteinas tienen un punto 
isoeléctrico diferente y por otro lado que el peso molecular 
de cada una de ellas es similar a los obtenidos en los geles 
de SOS-PAGE simples. 

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

Los ensayos de isoelectroenf oque y electroforesis en 
doble dimensión no fueron realizados en los extractos de 
proteinas de ES sino sólo utilizados en la caracterización de 
las proteinas de reserva en las semillas al inicio de la 
presente investigación. 

Una vez definida la presencia e identidad de las 
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, moni toreando los cambios en sus patrones 
polipeptidicos por electroforesis en SDS-PAGE en una 
dimensión, para éstos experimentos, se realizó una cinética 
de desarrollo que involucró un análisis completo de las 
caracteristicas de los cultivos embriogénicos y de los ES, de 
los cuales se realizaron cosechas cada 3 dias durante los 4b 
dias totales de cultivo in vitre. 
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+ 

1 
7S 11 s 

Fi9. -No. 17. rsoelectroentoque de las proteínas 7 
s y 11 s de semillas de alfalfa, realizado en 
tubo, se indican los extremos 8.cid.o y básico 
y se pueden apreciar claramente el número de 
polipéptidos componentes de diferente punto 
isoeléctrico. 
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V.6. CINBTICA DE DESARROLLO EMBRIONARIO 

V.6.1.BVALUACION DB LAB CARACTERISTICAB MORl"OLOGICAB DEL 
CULTIVO. 

Como ya se mencionó, las cosechas fueron realizadas cada 
3 dias. La evaluación de las caracteristlcas morfológicas de 
los ES cultivados in vitro, estuvo de acuerdo a las 
detalladas anteriormente, pudiéndose observar todo el 
desarrollo desde la siembra del inoculo, hasta la formación, 
crecimiento y germinación de los ES. 

En la alfalfa el desarrollo embrionario in vitro en 
condiciones de fotoperiodo se desarrolla de manera muy 
similar al caso de oscuridad, salvo que en éste último caso, 
los embriones obtneidos son blanquecinos y más bien 
redondeados, lo que representa un desarrollo cotiledonar más 
pobre que en el caso de fotoperiodo. A continuación se 
describe el desarrollo de los embriones en fotoperiodo. 

DIA DB CULTIVO 

o 

6 

9 

12 

MORl"OLOGIA DB LOS CALLOS Y/O EMBRIONES 

Peciolo de color verde intenso, de 
consistencia dura y con una longitud 
aproximada de a mm. 

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

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

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

Inóculo de color verde, muy hinchado en 
la región central con alta prolifera­
ción celular en las zonas de corte o 
en regiones localizadas de ruptura del 

tejido, sobre todo en la región central 
del explante y en algunos casos en los 
extremos del inóculo. En la incipiente 
masa callosa se presentan grupos de 
células verdes y amarillas. 
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15 

18 

21 

24 

Inóculo con rapida proliferación 
celular y avanzada formación de cal~o, 
la pequeña casa callosa presenta un 
aspecto friable y cvlor amarillo crema 
Todavia hay grupos de células verdes. 
En algunos casos se observan algun~s 
puntos pequeños de color verde claro 
y consistencia dura que corresponden 
a los primeros estadios de desarrollo 
de los ES. 

Callo bien formado de color amarillo 
crema de aspecto friable, se continuan 
presentando grupos de células verdes. 
En esta etapa, son más evidentes y nu­
merosos los precoces ES en desarrollo 
los cuales presentan un aspecto duro y 
un color verde claro. Así como una mo~ 
fologia mas definida y caracteristica 
de los estadios de globular y corazón. 

En éste tiempo, se realiza la transfe­
rencia de los callos del medio de in­
ducción (B5 con reguladores de creci­
miento), a medio de desarrollo (Bs sin 
reguladores de crecimiento). 

Callo completamente desarrollado, de 
aspecto friable y color amarillo claro 
que presenta una franca formación y 
proliferación de ES, los cuales se pr& 
sentan inicialmente sólo en la superfi 
cie del callo, éstos ES son de una con 
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 corazón. 

Callo completamente desarrollado de a2 
pecto friable, consistencia suave y CQ 
lar 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 ev1 
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 callo y en algunas 
cavidadeE del mismo. Los estadios de 
desarrollo de los ES preser,tes a éste 
tiempo de cultivo corresponden princi­
palmente a los de globular y corazón, 
lo que indica gue la fase de embriogé­
nesis primaria continua. 

Callo friable de color amarillo con 
gran proliferación de ES de color verde 

y consistencia dura, los cuales a par­
tir de este tiempo inician su elonga­
ción. Los estadios de desarrollo pre­
sentes a este tiempo, corresponden a 
los estadios de torpedo tardío, torpe­
do maduro, torpedo joven y corazón -
globular, siendo éstos dos últimos los 
predominantes. A partir de éste tiempo 
se pueden obtener ES susceptibles de 
germinar y generar plantas normales. 

Callo friable de color amarillo con 
numerosos ES, de los cuales los 
principales estadios de desarrollo son 
los de torpedo maduro, torpedo tardio 
y corazón-globular que indican que a 
éste tiempo continúa la generación o 
formación de ES. Los ES en estadio de 
torpedo son grandes, de color verde y 

consistencia dura con el extrerao apical 
separado en dos pequeños cotiledones. 

Callo de color amarillo de apariencia 
friable cuyos ES a este tiempo corres­
ponden a los estadios de desarrollo de 
torpedo tardio, torpedo maduro, torp. 
joven y corazón-globular, siendo otra 
vez, éstos dos últimos los predominan­
tes. En los ES en estadios de torpedo 
se observa una mayor elongación y cre­
cimiento de los cotiledones los cuales 

se separan y son cada vez más evidentes 

Callo friable de color amarillo con ES 
en todos los estadios de desarrollo 
incluyendo el cotiledonar, casi en la 
misma proporción entre si. En éstos 
estadios, los ES maduros presentan una 
clara separación de los cotiledones, 
los cuales se elongan y engrosan. La 
longitud y el volumen de los ES a éste 
tiempo son máximos. En algunos casos 
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puede observarse que en este momento, 
la casi totalidad de la población de 
ES corresponde al estadio cotiledonar, 
lo que indica el final de la fase de 
desarrollo embrionario: lo anterior 
puede ser debido a la variación en al­
gunas condiciones ambientales corno la 
temperatura. 

Callo de color amarillo un poco deshi­
dratado con ES en todos los estadios 
de desarrollo siendo predominante el 
estadio cotiledonar, los demás esta­
dios se presentan en la misma propor­
ción; se nota un incremento en la po­
blación de ES en estadio corazón-glo­
bular. 

V.6.2. BVALUACION DB LA RESPUESTA EN LOS CULTIVOS DB 
EMBRIONES SOMJ\TICOS. 

Para determinar la cantidad de callos que presentaron 
fonaación de ES en cada cosecha de la cinética, se 
determinaron los rng de embriones en peso fresco del total de 
callos cosechados, de cuyo cociente se obtuvieron los mg de 
ES obtanidos por callo, 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 bn.sal y bajo condiciones de fotoperiodo y 
oscuridad a partir del dia de cultivo 21 (que es cuando se 
presentan lüs poblaciones embrionarias), hasta el dia de 
cultivo 42, se muestran en la figura No. 20. 

I~s resultados en esta figura, muestran de manera clara 
que a medida que el desarrollo avanza, la respuesta o 
capacidad embriogénica del cultivo se incrementa partiendo 
desde 10.1 rng de embriones /# de callos en el dia 21 hasta 
54.2 rng de embriones /# de cellas en el dia 39, éstos indices 
decaen un poco hacia el dia da cultivo 42 (48.6 mg de 
embriones /# de callos) para el caso del cultivo en 
condiciones de fotoperiodo, 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 la particularidad de cada 
siembra, no podernos utilizar sólo estos datos para hacer 
ninguna aseveración y si remarcar la necesidad de más 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.BJ rng de embriones 
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/1 de callos en el dia de cultivo 36, sin embargo para el dia 
39 se observa una baja importante en la respuesta (38 ~g de 
embriones /# de callos), que para el dia 42 incrementa 
nuevamente a 51.l mg de embriones /i de callos. Estos 
resultados en oscuridad indican lo 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 
generación de embriogénesis somática. 

RESPUESTA (Cltt!:!ICA DI DISARRQLLO> 
,,---------------....60 
J----.v.:: '.<!!!--------...,.-+ 59 

------+40 

------+30 

------+2l! 

----:------!" 10 

Figura »o. 20. Respuesta de los cultivos de 
ES expresada en mg de embriones/# de callos para 
las cosechas del dia de cultivo 21 al 42 en 
condiciones de fotoperiodo y oscuridad 
correspondientes al experimento de cinética de 
desarrollo. 

0 

V.6.3. EVJILO~CIOH DE EL RENDIMIENTO EH LOS CULTIVOS DE 
EMBRIONES SOMATICOS. 

Este importante parámetro indica el número de embriones 
por callo que se obtuvieron durante el cultivo in vitre 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 evaluación del rendimiento se realizó en cada cosecha 
desde el dia de cultivo 21 al 42, tanto para los lotes en 
condiciones de fotoperiodo COQO en oscuridad. Nuestros 
resultados se muestran en la figura 110. 21. 

R!HDIHIEHTOS <CltlETICA DE DESARROLLO> 

, ... 

Fig. No. 21. Indices 
expresados en mg de embriones/g 
co1rnchaG de ES cultivados en 
o~curidñd y fotopryriodo desde dia 
42. 

500 

400 

300 

200 

100 

de rendimiento 
de callo de las 

condiciones de 
de cultivo 21 al 

Los resultados obtenidos para éste parámetro indican que 
el desarrollo embrionario continúa, la cantidad de ES 
formados incrementa yendo desde 239 mg de embriones/g 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 
decaimiento en los niveles de rendimiento gue llega hasta 389 
mg de embriones/g de callo en el dia de cultivo 42 en el caso 
del cultivo en condiciones 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 alcánzando su máximo ligeramente después gue 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.B mg de 
embriones/g de callo para el dia de cultivo 42. 
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Durante todo el desarrollo embrionario, 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 EN LOS CULTIVOS DE 
EMBRIONES SOM11.TICOS. 

El crecimiento de los cultivos en general entendido como 
el cambio en peso fresco de los callos fue evaluado nediante 
y expresado como los mg de callo con embriones/# de callo) , 
éste parámetro indica el cambio en peso fresco de los callos 
con embriones, que pueden representar indirectamente la 
proliferación celular de los callos y el incremento en número 
y peso de los ES. Este parámetro al igual que los anteriores 
fue deterrainado en los callo obtenidos en las cosechas de ES 
cultivados en condiciones de fotoperiodo y oscuridad a partir 
del día de cultivo 12 (desde que la formación de callos es 
apreciable), hasta el d1a de cultivo 42 para el caso de los 
cultivos de fotoperiodo y del día de cultivo 21 al 42, para 
el caso del cultivo en oscuridad. (ver Fig. No. 22). 

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 cultivo 21 al 42 y en 
fotoperiodo del dia de cultivo 12 al 42. 
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En el caso de éste parácetro se observa que los indices 
de crecimiento incrementan progresivamente con el desarrollo 
embrionario, sin embargo, se observa que para los cultivos en 
oscuridad, el crecimiento va desde 38. O mg de callos con 
embriones/f de callo, hasta 143. o mg 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/M 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 parámetro es sübito hacia 
el dia de cultivo 3 O y que después se mantiene en ni veles 
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 separación de las diferentes poblaciones 
embrionarias por centrifugación en gradientes de densidad 
discontinua de sacarosa, y cada una de las fracciones 
embrionarias fue pesada con el fin de determinar la 
proporción en peso fresco de cada una de ellas en el cultivo. 
De esta manera, se pudieron evaluar los cambios en la 
contribución en peso de los diferentes estadios de desarrollo 
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. 

Días de ESTADIO DE DESARROLLO 
cultivo Cor-Glob Torp. j. Torp. m. Cot. j. Cot. 

21 
24 
27 
30 
33 
36 
39 
42 

Fig. No. 
embrionarios 
durante la 
fotoperiodo. 

{%) {%} (%) {%) {%) 

49.0 31. 73 
75.81 24.19 
73.86 26.14 

51.42 23.43 14.6 10.70 
48.26 7.66 13.95 25.57 
39.37 35.26 14. 64 11.05 
23.95 14. 45 20.63 17. 72 25.38 
37.67 16.09 13.62 15.45 17.18 

23. % de peso fresco de los diferentes estadios 
obtenidos de los dias de cultivo 21 al 42, 
cinética de desarrollo en condiciones de 
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Días d.e ESTADIO DB DESARROLLO 
cultivo cor-Glob Torp. j. Torp. m. Cot. j. Cot. 

21 
24 
27 
30 
JJ 
J6 
39 
42 

Fig. No. 
embrionarios 
durante la 
oscuridad. 

(\) (\) (\) (\) (\) 

42.J9 26.78 
66.60 3J.40 
65.73 34.77 

24.77 14. 87 15.37 28.88 
15.29 l0.11 12.12 45.51 
28.94 8.44 8. lJ 40.7 
23.35 14. 70 ll.44 16.16 J4.34 
47.15 12.06 12.53 15.57 12.68 

24. \ de peso fresco de los diferentes estadios 
obtenidos de los dias de cultivo 21 al 42, 
cinética de desarrollo en condiciones de 

\ EN PESO FRESCO DE LOS DIFERENTES ESTADIOS EHllRIOllARIOS 
EN FOTOPERIODO 

21 " " "' " " " ~"~~ií0.§] 
• Cor•glob ID Torp. J. 0 Torp. m 13 Torp,t l!li Cct. 

Fig. No. 25. \ de peso fresco e><presado en \ de los 
diferentes estadios embrionarios de ES cultivados en medio de 
desarrollo basal del dia de cultivo 21 al 42, en condiciones 
de fotoperiodo. 
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% PESO FRESCO pg LQS PIFEREh"TEB earapros 
EMBRIONARIO EN OSCURIDAD 

Z• ,, 30 33 

@:1.\S OE OJlTI~ 

•cor·glob ií!iTorp. j. Crorp. • Srorp.t l!!lcot, 

39 •2 

Fig. No. 25. % 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 
de fotoperiodo. 

En las figuras mencionadas se observa que los estadios 
de desarrollo tempranos (cor-glob), se presentan como 
fracción importante hasta el dia de cultivo 30, y que al 
inicio del desarrollo embrionario, se presentan estadios de 
desarrollo más avanzados, estos resultados pueden deberse a 
que durante la inducción 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 priI4leras poblaciones observadas c.n 
desarrollo son estas y no las de corazón. Se observa tambien 
que la heterogeneidad del cultivo se incrementa a medida que 
el desarrollo embrionario continua y que las fracciones 
embrionarias predominantes san las de globular-corazón y 
torpedo de los dias de cultivo 24 a 36. Asi la formación y 
desarrollo masivo de los embriones se da en este periodo. 
Hacia el final del cultivo (dias 39 y 42), se observa la 
presencia de embriones maduros en estadio cotiledonar en un 
porcentaje importante (25 a 34 %) . 

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

Los resultados de la cuantificación de las fracciones de 
albuminas y globulinas en los extractos de peciolos y de las 
diferentes fracciones embrionarias para las cosechas desde 3 
a 42 dias en condiciones de fotoperiodo y de 21 a 42 dias en 
condiciones de oscuridad se muestran a continuación: 
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En las figuras anteriores se observa que en el caso de 
fotoperiodo las albúminas (Fig. No. 31), incrementan 
fuertemente sus niveles a partir del dia de cultivo 30 y 
alcanzan su máximo en el dia de cultivo 36 en los estadios de 
corazón-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 concentración que llega hasta 0.373 mg de 
proteina/g de tejido para la fracción de corazón-globular y 
10.258 mg de proteina/g de tejido para la fracción de 
torpedo. En el caso de los embriones en estadio cotiledonar, 
sus niveles de albúminas 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 que durante la fase media del 
desarrollo in yitro se da una alta sintesis de albúminas que 
probablemente se requieren para la maduración de los ES, los 
cuales en el estadio cotiledonar presentan un incremento en 
la concentración 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 degradación 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 fotoperiodo, 
observándose que en estas cosechas los niveles de albüminas 
incrementan también a partir del dia de cultivo 30 y alcanzan 
su máximo para el dia 36, pero en este caso las fracciones 
embrionarias que presentan gran cantidad de albúminas son la 
torpedo ( 18. 28 mg de proteina/g de tejido) y la cotiledonar 
(15.282 mg de proteina/g de tejido en el dia 33), después de 
lo cual se observa una baja en la concentración de las 
albúminas de ambas fracciones que llega a 13.042 mg de 
proteina/g de tejido en la torpedo y a 8.641 mg de proteína/g 
de tejido en la cotiledonar. De esta manera, parece que el 
desarrollo en oscuridad favorece un rápido desarrollo y 
maduración de los etlbrionc~ y la fo~ución de una grun 
cantidad de albúminas en estos, las cuales al final del 
cultivo también experimentan un descenso en su concentración 
que sin embargo no es tan importante como en el caso de 
fotoperiodo, en donde los niveles de albúminas son en general 
mayores que los de oscuridad. 

En la cuantificación 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 fracción de torpedo desde el 
dia de cultivo 27 (5.24 mg de proteina/g de tejido) y 
alcanzan su máximo 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 máximo después de las primeras. El descenso en 
concentración de las globulinas puede también ser explicado 
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ALllLMllllAS 
(lllil de protefN/Sl de tejido> 

DSC.MIDAD 

OIA CALLO OlM>l.09 IOO>EDO .DJTJL~ 

21 2.71 1.98 
24 1.96 2.06 
27 0.25 z.r.7 ].61 
30 0.]1 2.as '·"" 5.ll 
33 0.3 ].11 10.45 15.2~ 

36 0.311 2.92 l8.2! ... 
39 0.67 1.985 14.42 8.97 
42 0.51 0.315 B.04 8.64 

fíg. No. 29. llfveles de atbWiina1 de los utr.c:to1 de los dlferentH 
utadlos de desarrollo de ES, cultlvecbt an miedlo de deurrollo bnel 
del die de cut tfvo 21 el 42, en clY!dlclonu de oscuridad. 

Gt.OBUlllAS 
<mu de protefN/g de tejido> 

OSQJillDAO .,. C.Uto t'Ol2~ctoo TOO'fOO arr 1 lOlCIWt 

21 0.6 0.57 
24 º·" 1.17 
27 0.031 0.41 2.98 0.41 
30 0.041 0.57 3.84 1.63 
33 0.104 O.B45 .... 3.a1 
36 0.09 1.22 4.62 3.66 
39 0.05 1.55 4.15 3.5 

" º·' IJ 1.28 

FI;. No. JO. NivelH de glob.Jllnu de los e.11.trKto1 de los diferentes 
tttadlot de deurrotlo de ES, cultfvedos en .-dio de desarrollo basal 
del dfe de cultivo 21 al 42, en condiciones de o&euridad. 
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- PECIOLO - CALLO 

-a- TORPEDO - COTILEOONAR 

Fig. No. 31. Niveles de albúminas en ES 
cultivados en medio de desarrollo basal del 
dia de cultivo 3 al 42, en condiciones de 
fotoperiodo. 

21 

J -; 
3 6 9 

- PECIOLO 

~TORPEDO 

12 

CINETICA DE GLOBULINAS 
FOTOPERIOOO 

U IB ~ U V M " ~ $ a 
OIA& Df: CULTIVO 

- CAL.LO 

-- COTILEOOHAR 

Fig. No. 32. Niveles de globulinas en ES 
cultivados en medio de desarrollo basal del 
dia de cultiva 2 l al 4 2, en condiciones de 
fotoperiodo. 
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CINETICA DE ALBUMINAS 
OSCURIDAD 

""0 Jl"IOTEINlt.t; OE TEJIDO 
20 ·- -- -·-·-----.--- - -·· 

1 
1s 1 

10~ 

21 24 27 30 33 36 39 
DIAi DE CUlllVO 

- CALLO - CO~·DL.OB -- TORPEDO _..._ COTILEOONAR 

Fig. No. 33. Niveles de albúminas en ES 
cultivados en medio de desarrollo basal del 
dia de cultivo 3 al 42, en condiciones de 
oscuridad. 

CINETICA DE GLOBULINAS 
OSCURIDAD 

Or.t.S OE CULTIVO 

- CALLO - COR·OLOB -- TORPEDO -"- COTILLOONAR 

Fig. llo. 34. lliveles 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 albúminas presentes a este tiempo de 
cultivo y demuestra que hacia el final del cultivo, las 
qlobulinas formadas y acumuladas se pierden por alqUn 
fenómeno de degradación o de deficiencias en su acumulación. 

Las globulinas de los cultivos de oscuridad (Fig. No. 
J4), muestran un comportamiento similar al de fotoperiodo, 
aunque en este caso las fracciones embrionarias que presentan 
niveles más importantes son la torpedo y cotiledonar al igual 
que el caso de las albúminas en estas condiciones, en etse 
caso también el incremento en concentración se da a partir 
del dia de cultivo 27 (2.978 mg de proteína/g de tejido para 
el estadio de torpedo y O .• 413 mg de proteína/g de tejido 
para el estadio de cotiledonar) y alcanzan sus máximos en el 
día 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 mg de proteina/g de tejido en el estadio torpedo y 
l. 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 que 
los posteriores experimentos de manipulaciones de medio 
fueron diseñados en fotoperiodo (a excepción del de ABA el 
cual es fotolábil). 

V.6.7. RELACION ALBUMINAB/GLOBULINAB 

La proporción entre los niveles de albúminas y 
globulinas de las diferentes fracciones embrionarias y en 
cada dia de cosecha fueron evaluados con el fin de determinar 
la importancia de los niveles de globulinas en mg de 
proteina/g de tejido con respecto a los niveles de albúminas. 
Los resultados obtenidos en este parámetro se muestran en las 
Fig. !lo. 35, 36, 37 y 38. 

En éstas figuras se observa que la relación 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 desarrollo que parece acentuarse ~ás en el caso de 
los extractos de callos y de embriones en estadio cotiledonar 
en oscuridad (Fig. No. 38) y en los extractos de peciolo, 
callo y de embriones en estadio corazón-globular en 
fotoperiodo (Fig. !lo. 37). 

Sin embargo, podemos decir de manera general, que los 
indices de la relación ;..¡G, tienden en ambas condiciones a 
ser muy altos, encontrando valore~ máximos en cultivos en 
oscuridad de hasta 12. 85 (en embriones cotiledonares), en 
tanto que en fotoperiodo, los máximos alcanzados fueron de 
6. 68 (en embriones corazón-globular), lo que representa una 
diferencia de casi el doble entre éstos tratamientos. 
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RELACION Alil:IMlltA.S/CLOOUlllU.S 
CIMETICA DE DESARllOLlO EMGalou.110 

FOTCPERIC.00 

DIAS OE ESTADIO DE OES.AllROi.lO 

tuLT1VO PECIOLO tALlO COR•CLOO TOll.PEOO COlllfD. 

1.4 
a ... 
0.961 

12 3.99 
15 1..46 
18 .... 
21 b.W. t.9Z3 
Z4 2.n 1.100 
27 b.114 1.ses 0.615 
30 1.558 z.4n 1.385 

" 1.42 l.506 1.82 2.146 
36 1.41 b.llb2 4.b 2.28Q 
39 D.799 2.s Z.SQ 3.781 
42 0.619 1.09 2.44 

FI;. Mo. 35. Re\•cl6n •ltll:11IN11/;lob.lllnu pi.re \u fracciones tcTt>r-lo· 
ntirhs de lot lotes~ ES cultlYaól& 11n lllf:dlo d. deurrollo baul del 
di• M cultivo 3 •l 42, C1' condlc\ont"s di' totcperlodo. 

REU.C 1 CW Allll.M 1 KAS/ Gl06Ul l MAS 
CltlEllCA DE OE'SIJUtOC.lO EX&lllCW.UIO 

OSOJIRI0'-0 

DIAS OE ESlADlO PE DEWROllO 
QJL.tl\l'O CALLO Ctl'f·CLOB t~PEOO COTILED. 

" ,, 4.554 3.4QZ 
24 5.13 1.76 
27 7.99 •.o> t.2,, 
30 7.476 5.009 1.47! 12.es 
33 2.646 3.68 2.098 9.37 
36 l.57S 2.381> 3.957 2,Sb 
39 11. 118 t.28 3.47 2.56 
42 t.607 7.76 b.73 

Ft;. Mo, 56. Re\ac\6'1 •lbU'lll"lls/globutlnu par• lu fracciones 
ftt>rlON!rhs de tos lotes di!' ES cultiY!ldM M llledio di! dl!urro· 
llo bu1l .Xl di• de cultivo 18 al 42, tn cordlclonu de oscu· 
rtdM:t. 
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ALBQMINl\B/GLOBULI!!)\S FOTOPERIODO 

9 12 15 HI 21 24 27 JO JJ l6 J9 42 

DIAS DE aJLTJVO 

• COTILED. 

DT~PEDO 

11 tal·GL09 

~CALLO 

eJ PECIOLO 

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

" .. 

so JJ "' ,, 
llUPl ClA.lh'l;I 

Fig. No. 38. Relación albúminas/globulinas de los extractos 
de callo, estadios corazón-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 POLIPEPTlDICOG DE LAS PROTEINAB DE LOS 
DIFERENTES ESTADIOS DB DESARROLUO EHBR!ONARIO. 

Del análisis electrol'orético por SDS-l'AGE de las 
diferentes fracciones e;::1br-iona!"'i2s obtenidas .e:?n cada uno. de 
las cosechas realizadas, se obtuvíe~on los patrones 
polipeptidicos de las fr-accianes de albU.t:iinas y globulinas 
que se muestran en las &iguíentes fo'.:ograf1as de los geles 
obtenida~,,. Estos fueron elaborados con loz extractos de 1 os 
diferentes dias de cosecha de. cada est.adio de desarrollo en 
particular, de manera que ne pu e.den observar los can.bias de 
los patrones del nim~o estzdio de desarrollo los diferentes 
dias de cultivo y también las CifeLencias en los patrones de 
los estadios de deSt!rrollo entre si, a cualquier tiempo de 
cultivo. 

CULTIVO !lll FOTOPERIODO 

En la Fig. Ho. 39 se muestra la fotografia del gel can 
los patrones pal ipeptidicos obtenidos para los extractos de 
albúminas y globul inas del estadio corazón-globular. Estos 
patrones nuestran al ta contaminaciOn de bandas de di fe rente 
peso molecular 1 esto probablemente sea debido a que hay 
arrastre de globulinas en e! araort.iguador no salino y de 
albúminas en el amortiguador salino. Sin embargo a pasar de 
esta contaminación puede observarse 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 JO 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, los más 
importantes. 

Estas bandas importantes tienen un P.M. aproximado de 
60, 48, 40, 32, 23 y 18 kD y con relación al patrón 
característico de las globulinas 7 s y ll_S, presentan un 100 
% de similitud, ya que las mismas bandas se presentan en los 
extractos de semilla; sin embargo, dada la alta contaminación 
de los extractos y que probablemente a este tiempo de cultivo 
quizá no se ancuentren totalmentQ formadas estas proteinas de 
reserva, no podemos decir que corr-esponden totalmente a la 7 
S y 11 S de semilla en estos embriones somáticos, por lo que 
es necesario realizar el analisis de éstas fracciones por 
Rocket inmunoelectroforcsis y as1 determinar precisamente si 
las prote1nas con éstos patrones polipeptidicos son 
reconocidas por los anticuerpos obtenidos contra las 
globulinas de las semillas de alfalfa. 
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TORPEDO JO\Tt:H 

En la Fig. No. 40 se pueden apreciar los diferentes 
patrones polipeptidicos correspondientes a las fracciones de 
albúminas y globulinas je los embriones en estadio torpedo 
joven, las cuales no muestran la gran contaminación observada 
en los extractos del estadio de corazón-globular, 
posiblemente debido a que en este estadio de desarrollo, las 
proteínas presentes cuentan ya con caracteristicas quirnica~ 
que facilitan su separación y extracción 

En los extractos de globulinas d~ esce estadio de 
desarrollo se observa claramente la confon:iacion progresiva 
de las globulinas del estadio corazón-globular al torpedo 
joven y en los patrones de éste correspondientes: e los dias 
de cultivo JO y 36, se observa la presencia de bandas 
caracteristicas de las globulinas de seoilla que corresponden 
a polipéptidos caracteristícos de lus proteinas 7 S_y 11 S. 
Algunos de éstos polipéptidos presentes en los extractos 
analizados muestran un P. M. aproximado de 60, 55, 50, 45, 
42, 40, 27 y 23 kD y en general muestra un S3.3 i de 
similitud con el patrón de ambas proteinas presentes en los 
extractos de semilla. 

El efecto que 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 extractos de 39 y 42 
dias presentan cuy pocas bandas apenas visibles. Asi podemos 
ubicar al estadio torpedo joven de 36 dias como el que 
presenta el máximo contenido de proteinas de reserva. 

TORPEDO MADURO 

En la Fig. No. 41, se observa la fotografia del gel 
correspondiente a los extractos de albúminas y globulinas del 
estadio de torpedo maduro, que muestran una clara diferencia 
entre los patrones de albúminas y globulinas, que evidencia 
que en este estadio de desarrollo la separación y extracción 
de dichas proteinas es más precisa. De esta manera, los geles 
permiten un mejor análisis al no mostrar gran contaminación. 

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

Se observa también gue el extracto de 39 dias muestra la 
desaparición progresiva de los polipépt!dos component"s de 
éstas proteinas y hacia el dia 42, no se observa ya ninguna 
banda, esto es hay una desaparición completa de los 
polipéptidos constituyentes de las proteinas de reserva, que 
confirma una vez más la pérdida de las globulinas en los 
Ultimes días del cultivo in vitro. 

TORPEDO T/\RDIO 

En el gel de la Fig. No. 42, correspondiente a los 
extractos de albúminas y globulinas del estadio de torpedo 
tardio, se observa nuevamente una gran contaminación de 
bandas correspondientes a la fracción de globulinas en la 
fracción de albúminas. Las bandas importantes presentes en la 
fracción de globulinas presentan un P. M. aproximado de 70, 
60, 48, 45, 42, 36, 33, 30, 27 y 23 l<D y un 90 t de similitud 
con el patrón 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 máximo en la definición del patrón 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 que se 
observa nuevamente la desaparición de el patrón 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 
albúminas y globulinas (producto de una buena extracción), en 
los carriles en los que se presentan ya que los extractos de 
albúminas a los 39 y 42 dias no muestran polipéptidos 
componentes, al igual que los extractos de globulinas de los 
días de cultivo 30 y 33. Los patrones polipeptidicos 
obtenidos en esta condición de cultivo en oscuridad son 
di fe rentes a los obtenidos en fotoperiodo mostrando aqui 
polipéptidos cuyo P.M. aproximado es de 70, 60, 50, 45, 40, 
36, 32, 27 y 23 l<D y teniendo por lo tanto un 100 t de 
similitud c<:>n los patrones obtenidos de las semillas. Un 
aspecto interesante de estos cultivos es que aparentemente 
hay una relación entre la presencia de la albúminas y las 
globulinas, ya que en los dias de cultivo en que las 
albúminas estan presentes en altos niveles, no pudimos 
detectar globulinas y cuando los niveles de albúminas decaen, 
las globulinas son evidentes. 
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OSCURIDAD 

COBAZON GtpBULl\R 

Los patrones polipeptidicos de las fracciones de 
albúminas y globulinas de embriones somáticos en estadio de 
corazón-globular cultivados en condiciones de oscuridad, se 
muestran en la Fig. No. 43, en donde se observan patrones 
diferenciales de albúminas y globulinas (producto de una 
buena extracción), en los que se observa que en los extractos 
de albúminas de los dias de cultivo 39 y 42, hay desaparición 
de bandas, asi como en los extractos de globulinas de los 
dias de cultivo 30 y 33, donde casi no se observan 
polipéptidos componentes. 

Los patrones polipeptidicos obtenidos en esta condición 
de cultivo en oscuridad, son diferentes a los obtenidos en 
fotoperiodo, mostrando aqui 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 relación entre la presencia de las 
albúminas y las globulinas, ya que en los dias de cultivo en 
que las albúminas están presentes en altos niveles, no 
pudimos detectar globulinas y cuando los niveles de albúminas 
decaen, las globulinas son evidentes, los que sugiere un 
efecto de degradación o hidrólisis de las globulinas en 
presencia de albúminas. 

TORPEDO JOVEN 

En la Fig. No. 44, se presenta el gel correspondiente a 
las fracciones de albúminas y globulinas de embriones 
somáticos en estadios de desarrollo de torpedo joven, en este 
gel se observa que a diferencia• de los patrones 
polipeptidicos obtenidos en los extractos de este mismo 
estadio de desarrollo en fotoperiodo hay muchas más bandas de 
alto y bajo peso molecular y las más importantes obtenidas 
aqui tienen un P. M. aproximado de 48, 40, 32, 27, 18 kD y 
por lo tanto un 100 % de similitud con relación al patrón 
obtenido en la semilla. Tanto los patrones de albúminas como 
de globulinas muestran un enriquecimiento de bandas con 
relación a la fracción de corazón-globular, pero también se 
muestran muy difusos, lo que no permite establecer si todos 
éstos polipéptidos estan involucrados en la formación de las 
proteinas de reserva maduras. 
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También se observa que en los extrac~os de globulinas de 
la cosecha a los 42 dias se cuenta con el patrón casi 
completo de las globulinas de los 39 dias, lo que indica que 
si bien hay una ligera baja en la intensidad da las bandas 
componentes, es posible encontrar .:-. este tiempo de cultivo 
algunos polipéptidos, lo cual no ocurr1a con los extractos de 
globulinas del cultivo en fotopcríodo. 

TORPEOO l.¡bDU_GQ 

Las fracciones de albúrnina.3 y globulinas del estadio 
embrionari~ de torped~ maduro nostradas en el gel de! la Fig. 
No. 4 5, presentan patrones poJ ipcpt. idicos diferenciales, los 
cuales en el caso de las globulinas nuPstran b3ndas cuyo P.M. 
aproximado es de 89 1 10 1 60, 55, 50, 40, 36, 30, 27, 2J, 18 
kD y que corresponde a un ~7.5 i de similitud con relación al 
patrón c~racteristico de las globulin3s de las semilla~, en 
este estadio de desarrollo, se observ~ todavia una gran 
cantidad de bandas en los extractos de glcbulinas, sin 
embargo hay una mayor conformación de las proteinas presentes 
que están bien definid3s para todos los dias d!! cultivo lo 
que de alguna manera indica que la pérdida drástica de éstas 
proteinas que se habia observado en los extracto~ de 
fotoperiodo, en éstos extractos de oscur ídad no ocur~c de 
igual manera. Esto sugiere que en condiciones de oscuridad la 
formación y conformación da las proteínas de reserva ocurre 
más lentamente que en fotoperiodo y que.: hacia el final del 
cultivo .i.rL-'!jJ;~Q no ocurre todavia la pérdida de estas 
proteinas. 

TORPEDO TARDIO 

En la Fig. No. 46, se observan los patrones 
polipetidicos de albúminas y globulinas del estadio 
embrionario de torpedo tardio, en los que se observa la 
formación progresiva de los patrones polipeptidicos 
caracteristicos de las globulinas de la semilla, ya que los 
extractos de globulinas de ésto5 embriones somáticos tienen 
un P. M. aproximado de 70, 60, 55, 40, 36, 33, 30, 27, 18 kD 
lo que representa un 87. 5 % de sirnil i tcd con relación a la 
semilla, se observa el enriquecimiento de la tracción de 
albUrninas en este estadio de desarrollo en los dias de 
cultivo 39 y 42 y por otro lado en los extractos de 
globulinas, se muestra un progresivo enriquecimiento en 
número 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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Tai:Wién aqui es evidente y r.t.:.y interesante el ccmt~~ ccn 
éstas globUlinas hacia el final del cultivo, ya que la 
condición del cuiltivo en oscuridad puede favorecer que la5 
proteinas de reserva sintetizadas y de alguna manera 
acumuladas por los embriones somáticos no se pierdan, sin 
embargo, es preciso reconocer especifica~ente éstas proteínas 
mediante el Rocket inmunoelectroforesis y establecer si 
efectivamente se trata de las proteínas de interés. 

En el gel de la Fig. Uo. 4 7, se observan los extractos 
de albúminas y globulinas del estadio cotiledonar de los 
embriones somáticos cultivados en condiciones de oscuridad en 
los que nuevamente se observa contaminación en los patrones 
polipeptidicos de los extractos de albüminas con los de las 
globulinas, los cuales se presentan en éste caso muy limpios 
y claros sobre todo en los extractos de los días de cultivo 
36 y 39, éstos polipéptidos tienen un P.M. aproximaCo da E9, 
70, 60, 50, 48, 45, 42, 36, 33, 27, 22 kD y un 90.0 % de 
similitud con relación al patrón caracteristico de la 
semilla. Los patrones de globulinas que aqui se muestran 
corresponden muy claramente a los caracteristicos de la 7 S y 
11 S de la se~illa. 

Estos resultados demuestran nuevumen~e que el desarrollo 
emrbionario ocurre más lentamente en los cultivos en 
oscuridad, pudiéndose encontrar las proteinas de reser.:a en 
los dias de cultivo 33, 36 y 39, aunque al igual que en caso 
de fotoperiodo hacia el dia 42, ocurre la pérdida de éstas 
proteinas. 
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fotopcrfodo .. lo1 lO, 33, ló, J9 y i.;i dtu de cultlvo, obterildl:ia tn el u· 
radio ell'tlrlon11rh1 cM torpedo jovtn (í Hl del gr.Ciente de aensidl.d 
ditcCW\tlnu. de Ut•rou). 
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WlllL K.IESTRA 

All:Unin..130dl11 
All:Uiltnu 33 dfH 
Alb:nlna1 36 din 
ALbúninu 39 df11 
Albúnlna1 4.2 din 

H11rudore1 de P. M. 

Flg. No, 41, Pttrones pollpeptldlco1 corrHpondientea 1 loa 1.1.tr1cto1 
He 11tobullruis (carrlles 2 a 6) Y •lbüninu Ccarriies 10 ~ 14!• de eM>rlo• 
l'M!I 1c:n.ltlco1 cultlvadoa en Ndlo de de11rrotlo be11l y en ti.h:llctonea ele 
fotoperfodo 1 101 30, ll, 36, 39 y 42 dfH de cultl~, obtmtdo1 •n •l et• 
t9dlo ellbrl001rfo de 1or~ NWro {fil del 11r.dient1 de densidad dlscon· 
tlrw.Ja de ucarou}. 
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KJESTRA 

Globultnu JO dl11 
Glob.Jlin11 ll df11 
Globul lna• 36 dtas 
Clobullnas 39 din 
Cilobulin.u 42 dio 

KD . ~- . 

10 12 13 14 

KD 

70 
60 

50 
45 
40 

36 

32 

27 

23 

fl¡¡. No. ,O!, P1trone1 poll~tldlco1 c:orrupondlentea • 101 ea.tr1cto1 
de attui.lna1 (nrrltea 2 1 6) y globullnu (ClrrllH 10 1 14>. dt l!lbrlo• 
nes 1cni6tlco1 cultfv.cJo1 tn llledlo de de11rrollo tMIHI y en c~lclon .. de 
fotoptrlodo • lot ]O, 33, 36, ]9 y 42 dlaa do cultivo, obt.,,ldo• tn el ••­
helio enbr\Ol\llrlo de torpedo urdfo <F l del arlldtente de derwdded dh­
cootinu.a de ui:1rou), 
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'º 11 " IJ " 
CARRIL PlJESTRA 

Alb.:nliN11lOdl11 
AIW.lria1lldl11 
Alb.nlf\1111 lb dlH 
ALt:uriiN11 39 dt11 
AIW.IN1s42dl11 

M1rceóorn de P.M. 

flg, No. 43, htrone1 poll~tfdk.01 corr11pond\Mtt1 1 loa utraeto1 
de alb.:nlln11 turrlll'I 2 1 6} y ;lobulln11 turrllu 10 1 14), de e«Orlo• 
ne• 1omt.tleo1 cult\vado1 rn ..ed\o de dntrrollo ba11l y rn condtclonn de 
otcvrld9d a \01 lO, ll, 36, 39 y 42 dl11 de cultivo, obtrnldo• rn el e1t1• 
dio elli>rlOMrlo de cora16n·globular (f IV del ¡rltdlrnta de ~lcwd 
dl"ontll'JJlll di nurou). 

123 

· l 

-ns 

!~~ -1'4.'4 --- -
'º 11 12 13 1'4 

CARRIL KJCSTRA 

'º GlobUlin11 30 dl11 ,, GlobuLiN11 ll df11 

" Globullnn lb dlll 
1l C.lobJLiN11 l9 dlH 
14 GLob.llinn 42 dlH 

f\g. No. 44. P1trone1 potl~tldlcos correapondlentes • Lo1 extncto1 
de 1Lt:úlllnn (urriles 2 1 61 y gtobUl lnn turrlles 10 • 14), de eri>rlo· 
ne• 1cmh\co1 cultivado• en ine<!lo de de11rrollo b111l y en condlclone1 dt 
oleurtdbd 1 to• JO, ll, lb, l9 y 42 dh1 de cultivo, obtenidos en el eau• 
dio ert>rlonar\o de torpedo Jovrn (f 111 del gradiente de den1id&d dl1· 
continua de 11e1ro111), 
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KJESTRA 

AlbUlin11 lD df11 
Alt:úlinH 33 dl11 
Atbú:linn l6 din 
Alb.:..tnu 39 dfu 
Altúalnu 4.2 dlu 
Muc~orn de P. IC. 

fl11. Mo, 45. Purontt pollpeptldlco1 corruponclltntn • lo• utr.ctoa 
dt' 1ltúlinu cc1rrll1t1 2 • 6J y globJltn.n (cerrllu 10 • 10, de tll'brlo• 
~• 1arWitlco1 culth'ado1 1n Ndfo de dolurrollo benl y en coodic\onu de 
01curld.d 1 lo• JO, 33, l6, 39 y 4Z dlu de cultivo, obtenido• en ti nu· 
dio ~iONrlo de torpedo ~ro (f 11 del 11r11dlente de densidad dia• 
continua de HCltOU). o 
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Clob.zlff\11 30 dial 
Cilobultnu ll dfu 
ClobJllNI l6 dlH 
Glob,¡lll'IH 39 dfll 
Clob.it1nu 42 di•• 
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flg. No, 46. P1tronn pollpeptfdlco1 corrnpondl•ntn a lot 111tr1cto1 
de atta:ninH (c.rrttes 2 1 6J y glob.lllnaa (c.rrllH 10 a 10, de eri>rlo· 
nu 1om61ico1 cultivado• en lll:!dio de de11rrollo blllll y en condlclonet de 
01c11rlóad a 101 JO, 33, 36, 39 y 42 dlas de cultivo, obtenido• eo ti 1t1ta• 
dio ef!brlonerlo cM torpedól t.rdlo (f l del gradiente de ijenaf~ dla• 
continua Oe ucaroH), 
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CAl.llL JUSTIA 

Alt:UalNI ]0 dlU 
Alt:Ualna1lldlu 
Alb:ntn" 36 dfu 
Alb.ntNI 19 dlH 
AlbUunn 4Z dfH 

l'l•rceooru de P. "· 
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CARllL KESTRA 

10 lilOWl!nu lO df .. 
11 Glohilll'\U ]] d!H ,, Gtoo,¡tina1 36 dlu 
\l Gtowllnu 39 elles 

" GlDtll.illnu 42 dfas 

flg, 1110. 41, P•troou poltpeptldico1 corrup::ll"ditn1t1 1 101 11tr1c101 
de •lbuiitnu (urrllH 2 1 6J y ;lObullnn (c1rrlln 10 • 14J, de Heria• 
ne• 10ll.6tlco1 cultlv~ en ~lo de deurrolto bastl y ..n con:1iclone1 de 
01curldad 1 101 JO, 33, l6, 39 y 42 din de cultivo, obttnl®' m 11 ut1• 
dio e!!Crlon&rlo de cotil~r (fo del grlldlente de dcnltd.ad dl1tontlru11 
de 11c1rou). 
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V.6.9. ROCKET INMUNOELECTROFOREBIB DE LAS MUEBTRAB DE LA 
CINETICA 

El análisis de las muestras 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 siguientes: 

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 globulinas de semilla de 
concentración conocida (1250 ng/5 µl), ya que los 
extractos de globul inas de callo de los diferentes dias 
de cultivo, no formaron inmunoprecipitado alguno, lo que 
muestra que en este tejido no hay presencia de las 
proteinas de reserva. 

COBAZON-GLQBUI.AR 

En la Fig. No. 49 se observa la fotografia de la placa 
de inmunoelectroforesis de los extractos de globulinas de 
embriones somáticos del estadio corazón-globular, 
obtenidos durante el cultivo in vitre de 21 a 42 días en 
condiciones de fotoperiodo. En ésta placa de 
inmunoelectroforesis, al igual que en la anterior, se 
observa que los unicos 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 fracción de embriones 
somáticos correspondientes al estadio de corazón-globular 
de los diferentes dias de cultivo, no formaron ningú.n 
inmunoprecipitado. A~i, es evidente que a éste tiempo de 
cultivo y en éste estadio de desarrollo, aún no ocurre la 
formación ni acumulación de las proteínas de reserva, las 
cuales no son aún 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 somáticos de los estadios de 
torpedo joven y torpedo maduro, obtenidos durante el 
cultivo in vitre de 30 a 42 dias en condiciones de 
fotoperiodo y oscuridad. 
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En ésta placa de inmunoelectroforesis es posible 
observar que tanto para los estadios de desarrollo de 
torpedo joven y torpedo maduro es posible encontrar 
proteinas de reserva especificas de las semillas de 
alfalfa A7034 desde el dia de cultivo 30 hasta el dia 39, 
ya que en el caso de los extractos de globulinas 
obtenidos a partir de la fracción embrionaria de torpedo 
joven cultivada en oscuridad, no se obtuvo la formación 
de ningún inmunoprecipitado, al igual gue en el caso de 
los extractos de globulinas de éstos estadios de 
desarrollo correspondientes a las cosechas de 42 dias. 
As1 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 juveniles y en los estadios 
finales del desarrollo. 

TORPEDO TARQIO 

Para los extractos de globulinas de los extractos de 
embriones somáticos de los estadios de torpedo tardio y 
cotiledonar, obtenidos durante el cultivo in vitre de 30 
a 42 dias en condiciones de fotoperiodo, se obstuvieron 
los resultados mostrados en la Fig. No. 51, en la que se 
observa que en los extractos de globulinas de los 
embriones somáticos 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 que son totalmente reconocidas por los 
anticuerpos vs. 7 s 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 tiempo 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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COTILEOOt!AR 

En la Fig. t!o. 52, se presenta la placa de Rocket 
inmunoelectroforesis para las fracciones de globulinas de 
los extractos de embriones somáticos de los estadios de 
cotiledonar y torpedo tardio, obtenidos durante el 
cultivo in vitre de JO 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 desarrollo cotiledonar en condiciones de 
fotoperiodo y oscuridad, no se obtuvó la formación de 
ningún inmunoprecipitado, lo cual confirma que hacia el 
final del desarrollo embrionario in vitre, 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 JO dias en fotoperiodo, hay una gran 
cantidad de éstas proteinas de reserva especificas de las 
semillas de alfalfa. Asi, podemos decir que aún cuando 
puedan detectarse niveles de globulinas en los extractos 
de cotiledonar, éstas no corresponden a las proteinas de 
reserva de nuestro interés. 
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2 J ~ s 6 1 e 9 10 11 

POZO 

CIRL 5C111lll11Z50~ 
Glotul In.u de c:el lo de 18 d. 
Glotul lnu de ce\ to de Z1 d, 
Glotiul lnu de cet lo de Z4 d. 
Glotiulinu de c1\lo de Z7 d. 
Globul lnu de c:el lo de 30 d. 
Globutlnu de callo de l3 d 

9 Globul lna1 de cal lo de 36 d. 
10 Glob.11 lna1 de tillo de 39 d. 
11 Globul tn11 de cilio de 4Z d. 

flg. 110. 48. Pl1c1 de "Rocket• imulOt!lectroforHh pare lu 
fncclonu de 11lobultnu de \01 utr1cto1 de c1llo obtenido• 
OJrante 1\ cultivo in v1tro de 18 11 4Z d!H en condlc\one1 
de fotoperlodo, 
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2 3 • 6 1 e 9 10 11 

POZO 

CTRL Sen11ll1 6ZS ng 
CTRL Semi l l• l1Z.s ng. 
coru6n·globu\er 42 d, 
cor116n·glt3Jl1r 39 d 
cor116n·globul1r 36 d. 
Cor116n·globul1r ll d. 

11 Cor116rl·11lobu\1r 30 d. 
9 Cor11~1·globul1r 27 d, 
10 Cor116n·globul1r 24 d. 
11 Coruón•globJler 21 d, 

flg. llo. 49. Pl1c1 de "Rocket" l~l<tttroforeals pare tu 
fraccione• dll 11lobullna1 de loa 111.tr1cto1 de el!brtone1 1cinlitl· 
cot del ntadlo cor116n·11lobJ\1r, obtenidos durante el cultivo 
In vltro de 21 1 42 dl11 en cond\clooe1 de fotoperfodo. 
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POZO KJESTU 

Torpcodo Jovro lO d. fotop. 
Jorpeóa Joven ll d. fotop. 
Torpedo jovi:n l6 d. fotop. 
Torpedo jovi:n ]9 d. fo1op. 
Torpedo Jovi:n 42 d. f1Hop. 
Torpcodo jo'ten ]0 d. o•t 

8 Jorpcodo jO'tM ]9 d. OIC'. 
9 Torpedo jOVM 42 d. OIC'. 
10 Torpedo -.duro lO d fotop. 
11 Torpedo «loduro ll d fotop. 
12 Torpedo 116duro 36 d fotop. 

Flg. Jilo. 50. Pl•t• de "llocket" lrm..noelettrofore1!1 Pflr• lu 
fr1cclooe1 de glob1Jllna1 de 101 e11tr1cto1 de flfbrlones 1ant.tl• 
co• de 101 eatlldlo• de 1orpeóo jo'ten 'I 1orpt:'do Nduro, obtmldo1 
duran11 el cultivo In vluo de lO • 42 dl11 en ccndlclones de 
fotoperío3o y oscuridad. 
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tlle.STRA 

CTRL Stmllla 1250 ng. 
Cot itedonar Jonn ll d, 
Torpe® urdfo l9 d. 
Torpe® tardfo lO d. 
JorpedO tardfo ll d. 
Tor~t1rdfol6d. 
Cotiledonar lO d. 

9 Ctnlledonar ll d, 
10 Cotlledon.tr l6 d. 
11 Cottle<koNr J9 d. 
12 Cotlledofl•r 42 d. 

fl g. wo. 51. Pl1C1 de "llod:et" lrmnoelectrofore1!1 pan IU 
fncclonu de gtob.llfnas de los e11tracto1 de enbrlone1 sorn.ttl· 
cos de 101 estlldios de torpedo t1rdfo y cotlledot'llr obtenidos 
d.lrarne el cultivo In vltro de JO 1 42 dl11 en condiciones de 
fotoperfodo. 
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POZO MJESTltA 

CTRL Semll\1 1250 ng. 
CTRL Se111lll1 625 ro¡¡. 
CTRL Seniltl1 31i!.5 ng. 
Cotlledonlr JO d. ose. 
Cotllt'donar Jl d. ose. 
Cott lf'donllr 36 d, ose. 
Cotll~rJ9d.osc. 

Cotllrdooar 4i! d. ose. 
10 Cotllf'donlr J9 d. ose. 
11 Cotlledonlr 42 d. ose. 
12 Torpedo urdfo J9 d. fotop. 

Flg. No, 52. Pl1e1 de "Rodtt" lrm.rioel«trofortr.h para IH 
fracciones de ¡¡lobutlnas de los e1ttractos de eri>dones scnAtl• 
cos de los euadio1 de eotlltdonalr y torpedo urdlo, obtcnldos 
O.Jrante el cultivo in vltro de JO 1 42 dlH cn condiciones de 
fotoperlodo y oscuridad. 
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V. 6. 10. COll'l'ENIDO DE CARBOHIDRATOS DE Ll\S DIFERENTES 
l?RACCIONES EMllRIONARIAS. 

En éste estudio sólo se buscó la presencia de 
carbohidratos principalmente en la forma de almidón que se 
encontraba en la fracción de albúminas de las diferentes 
fracciones embrionarias de todos los d1as de cosecha. 

La presencia de almidón en éstas frag 
e iones fue revelada indirectamente, 
por la estimación de los niveles de 
actividad de la enzima al fa-amilasa, 
por hidrólisis del almidón presente 
en placas de agar-alrnidón al 2\ p/v y 
su posterior revelado con solución de 
yodo-yoduro. La apariencia de éstas 
placas se muestra en la Fíg- No. 53-
Los resultados de los diámetros obte­
nidos en los tratamientos de oscuri­
dad y fotoperiado, se muestran en las 
Figs. No. 54 y 55. • Fig. no 53. Placa de agar-altnidón, en 

la que se muestran los halos produ­
cidos por la hidrólisis del almidón 
del agar por la alfa-amilasa pre­
sente en las muestras de extractos 
de albúminas de ES. 

ACTIVIDAD HIDROLITICA DE Ll\ ALFll-AMILl\SA EN FOTOPERIODO 
ACTIVIDAD RELATIVA AL CONTROL A Ll\S 48 HORAS 

EDO. El!lllUONl\RIO 27 o JO O 33 D 36 o 39 o 42 D 

CALLO o. 75 2.0 1.19 

GLOB-CORAZON Q.92 1.05 o. 7 1.25 

TORPEDO JOVEN o. 92 0.9B 1.5 l. 37 1.12 

TORPEDO MADURO 0.92 1.12 l. 4 1.25 o. 52 

TORPEDO TllRDIO 0.92 1.19 o. 46 

COTILEDON/\R 1.18 l. 5 1.37 

'rabla No. 54. Actividad hidrolitica de la alfa-amilasa 
expresada en U/ml de los extractos de albúminas de 
los ES cultivados en medio de desarrollo basal del 
dia de cultivo 27 al día 42 en fotoperíodo. La 
actividad es relativa al control a las 48 horas. 
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ACTIVIDAD RIDROLITICA DE LA ALFA-l\HILABP. EN OSCURIDl'.D 
ACTIVIDAD RELATIVA AL CONTROL A LAS 40 HORAS 

EDO. BMBRIONARIO 27 D 30 D 33 D 36 D 39 D 42 D 

CALLO l.12 l.05 0.9 2.0 l.O 

GLOB-CORAZON o.e l.19 0.98 l.05 l.90 l. 58 

TORPEDO JOVEN l.19 l.38 0.9 2.30 l.58 

TORPEDO MADURO l.25 l.44 0.85 2.10 l.42 

TORPEDO TARDIO l.12 l.77 0.75 2.10 

COTILEDONAR 0.66 l.05 l.90 0.70 2.0 0.5 

Tabla No. 55. Actividad hidrol1tica de la alfa-amilasa 
expresada en U/ml de los extractos de albüminas de 
los ES cultivados en medio de desarrollo basal del 
d1a de cultivo 27 al d1a 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 la alfa-amilasa en los extractos de 
fotoperiodo es en general menor que la obtenida con los 
extractos de oscuridad y que los estadios embrionarios que 
presentan mayores indices de actividad son el torpedo y el 
cotiledonar en ambos tratamientos, asi como que los dias de 
cultivo en que los diferentes estadios embrionarios alcanzan 
los niveles máximos 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 disminución en éstos niveles. 

As1, el comportamiento de la alfa-amilasa parece 
acentuarse hacia los últimos 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 
drásticamete pero si se observa que son ligeramente más altos 
hacia el final del cultivo, lo que señala que el 
comportameinto de las proteinas de reserva puede ser 
diferente al que sigue el almidón. Sin embargo, aún no se 
puede hacer un análisis confiable pues se requiere de un 
análisis especifico del almidón y otros carbohidratos en su 
identificación y caracterización durante el cultivo in vitre 
e in vivo. 
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1.s 

o.s 

U/fl\1' 

ACTIVIDAD HIDROLITICA DE LA ALFA-AMILASA 
FOTOPERIODO 

o~~~~~.i......~~~~'--~~~---'~~~~-'-~~~~...J 

27 30 33 36 39 42 
DIAS DE CULTIVO 

CALLO TORP. J, 

-a- TORP. M. 

COR·GLOB 

TORP. T. -+- COTILEDONAR 

Actividad hidrolitica de la al fa-amilasa expresada en 
U/ml de los 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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U/mi 

ACTIVIDAD HIDROLITICA DE LA ALFA-AMILASA 
OSCURIDAD 

DIAS DE CULTIVO 

CALLO _.,_ TORP. J. 

-e- TORP. M. 

COR-GLOB 

TORP.1T. -+- COTILEDONAR 

Actividad hidrol1tica de la alfa-amilasa expresada en 
U/ml de los extractos de albúminas de los ES 
cultivados 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 análisis de actividad de alfa-arnilasa 
no fue realizado para los ensayos de manipul~ciones de cedio, 
debido a que se requiere antes definir, implementar y 
estandarizar los métodos de análisis, asi como establecer de 
manera confiable el comportamiento de los carbohidratos 
presentes en los ES cultivados en condiciones basales para 
poder apreciar realmente el efecto de éstas manipulaciones en 
los niveles de calidad y cantidad de los mismos. 

136 



V. 7. MANIPULACIONES DE MEDIO 

Los embriones somáticos 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 parámetros analizados se presentan a 
continuación. 

V.7.1. RESULTADOS SORBITOL 

A continuación se presentan los resultados obtenidos 
para cada uno de los parámetros evaluados en embriones 
somáticos cultivados in vitre en medio de desarrollo 
suplementado con sorbitol a concentraciones de 2, S y 12 % 
p/v, durante la 5a.y 6a. semanas de desarrollo embrionario, 
asi como el análisis de los mismos. 

V.7.1.1. RESPUESTA: 

La evaluación de la respuesta se realizó mediante la 
determinación de los mg de embriones/# de callos, lo cual es 
una estimación indirecta de la cantidad de callos que 
presentan formación de embriones somáticos. Este parámetro 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 parámetro, se observa que únicamente en el 
tratamiento del 2 % se obtuvieron resultados similares al del 
control, sin embargo, en ningún caso, se superó a éste 
(respuesta máxima de 56.6 vs. 57.5 mg de embriones/# de 
callos). En tanto que a las concentraciones de sorbitol a a y 
12 %, la cantidad de ES se vió 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 explicación a éstos resultados de bajos 
indices de respuesta puede ser que el tiempo de exposición de 
sorbitol a éstas concentraciones no fue el adecuado, ya que 
probablemente con tiempos de exposición más 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 somáticos. 

Es importante señalar que el impacto del agente sobre la 
respuesta del cultivo parece ser mayor en la fase intermedia 
del desarrollo embrionario (2B a 36 dias), en tanto que para 
la fase terminal (36 a 42 dias), la inhibición de la 
capacidad embriogénica es más ligera. Este efecto está 
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 tel'111inal, por lo que el nivel de abatimiento en la 
respuesta causado por el sorbitol, es mas evidente. 
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Fig. No. 56. Indices de respuesta expresados en mg de 
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 

V.7.1.2. RENDIMIENTO: 

Las unidades de éste parámetro son mg de embriones/g 
callo, que es una medida de el peso en mg que aportan los ES 
por cada g de callo y que representa una medida indirecta de 
la cantidad de embriones por callo. Esta medida es útil para 
evaluar el cambio en peso provocado por un mayor número de 
embriones o también por la presencia de embriones más grandes 
o con una mayor densidad especifica, lo cual evidencia la 
fol'1!1ación y crecimiento de los embriones somáticos en el 
cultivo. 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 
máximo de 650 mg de embriones/g de callo para la 
concentración de 2 \, lo que representa una diferencia del 
4 6. 7 3 % con respecto al control, estos resultados sugieren 
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que a esta corcentración el agente puede favorecer la 
generación de ES. Sin eJ:lbargo este efecto decrece 
considerablemente al cultivar los ES del d1a 35 al 42 en 
presencia de sorbitol a la misca concentración alcanzándose 
un nivel má><imo de 230 mg de embriones/g de callo para la 
concentración del 2 t, que representa un 38.5 t 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 tempranos puede ser más favorable una 
concentración de baja disponibilidad de agua para inducir una 
mayor tasa de formación de los embriones somáticos o para que 
estos incrementen su peso. Esta consideración es en el 
sentido de que los ES son pequeños 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 
embrión y por consiguiente en el rendimiento evaluado de esta 
manera. 
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Fig. No. 57. Indices de rendimiento ei<presados en mg de 
embriones/g de callos, para los tratamientos de 
sorbitol a 2, 8 y 12 % de las cosechas 
correspondientes a los J5 y 42 dias de cultivo 

En el rendimiento de los tratamientos con sorbitol a 
concentraciones de a y 12 \, se observa que éste disminuye en 
relación al control de 35 dias en un 65.24% en la 
concentración de sorbitol al 8 \ y en un 9. 71 \ en la 
concentración 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 
que a concentraciones mayores se causa •.in efecto nocivo en el 
desarrollo de los ES, que si11 embargo no abate la formación 
de los mismos ya que a este tiempo se encuentra una gran 
proporción de embriones en estadios tempranos de desarrollo, 
los cuales al parecer en estos tratamientos, tienen menores 
indices de peso por embrión que el control y que los 
embriones del tratamiento del sorbitol al 2 %. 

V,7,1,3, CRECIMIENTO: 

Este parámetro 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 proliferación de la masa callosa, o a un 
incremento en la cantidad y/o peso de los embriones 
somáticos. este parámetro ligado con el rendimiento y la 
respuesta, da una idea clara de la calidad y crecimiento 
global de los embriones somáticos en cultivo, los cuales 
parecen ser aceptables para el tratamiento al 2 \ ya que en 
éste, se lograron indices de respuesta, rendimiento y 
crecimiento similares a los del control, como se observa 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 
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En esta manipulacion de medio, para todas las 
concentraciones probadas, se obtuvieron indices de 
crecimiento ligeramente menores a los obtenidos en el lote 
control, decrecientes a medida que la concentración se 
incrementa, como en el caso de la cosecha a 35 dias (donde 
se observa una disminución de 100 a 83.3 mg de callo/# de 
callos) y crecientes en relación a la concentración en el 
caso de la cosecha de 42 dias (donde aumenta de 97 a 131 mg 
de callo/f de callos) , esto indica que efectivamente hay 
generación de ES durante el cultivo aunque en pequeñas 
cantidades y que estos embriones no contribuyen en gran 
proporción al peso. También podemos considerar que estos 
indices bajos reflejan una menor proliferación de la masa 
callosa dado por el fuerte estrés osmótico en el que se 
encuentran. 

Cabe señalar que la concentración de 2 t dió resultados 
interesantes que pueden ser mejorados con concentraciones de 
l al 5 t con intervalos de l a o. 5 t en la concentración y 
exponiendo el tejido durante periodos más breves (2 a 4 dias) 
o por pulsos de l a 2 dias de duración durante la 4a. semana 
del cultivo. 

V.7.1.4. GERMillACION1 

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

En la germinación de los ES sometidos a los tratamientos 
de sorbitol de 2 %, 8 t y 12 %, del dia de cultivo 28 al 35, 
se observó que la germinación se inició muy tardiamente e 
inclusive hasta el último momento de la evaluación (15 
semanas), se encontraron plántulas muy jóvenes aunque de 
apariencia normal. Muchos de los embriones de estos ensayos 
revirtieron a callo en el medio de germinación, disminuyendo 
mucho los indices de este parámetro. 

El efecto de las diferentes concentraciones sobre los 
indices de germinación de los cultivos de 35 días, no es muy 
evidente, pues sólo se observa una fuerte baja (26.09 t), en 
los embriones del tratamiento al 8 %, en tanto que 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 fisiología de 
los embriones, pues son capaces de germinar y formar 
plántulas sanas. Es importante además señalar que la 
germinación tan tardia es también un reflejo de que se 
inhibió en cierta medida la germinación precoz de los ES, los 
cuales requirieron de más tiempo para germinar. 
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Fig. No. 59. Indices de germinación 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 relación a los embriones obtenidos despues de ser 
cultivados en el medio con las diferentes concentraciones de 
sorbitol, del dia 35 al 42, se observó que tambien en este 
caso la germinación fue tardia al igual que en el tratamiento 
anterior, sin embargo en éste es más evidente el efecto de 
cada concentración sobre la morfologia de las plántulas 
formadas. En el caso de la concentración del 2 % que tuvo el 
mayor indice de germinación (85.71 \), se obtuvieron 
plántulas muy pequeñas con hojas delgadas y de color verde 
oscuro, de apariencia hidratada y de tallos débiles. Al 
parecer esta concentración aplicada en los últimos di as del 
desarrollo no es muy conveniente, ya que si bien los 
rendimientos en la germinación son al tos, no se obtienen 
plántulas de apariencia normal que requieren por lo demás de 
mucho cuidado en la fase de transferencia de in vitro a las 
condiciones de invernadero. 
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Para la concentración al 8 ', se observó que muchos de 
los etnbriones obtenidos revirtieron a callo, sin embargo los 
que quedaron (35.71 %), dieron origen a plántulas pequeñas de 
apariencia normal. Ta?nbién en este caso la germinación fue 
tardia. El tamaño de estas plántulas es un reflejo de la 
condición de déficit hidrico en que se desarrollaron los 
embriones. 

En el tratamiento al 12 \ hubo también muchos embriones 
que revirtieron a callo y si bien el indice de germinación es 
bajo (33.3 \), las plántulas obtenidas fueron pequeñas pero 
de apariencia normal. 

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

v.1.1.s. \ PESO DE LAS FRACCIONES EMBRIONARIAS: 

Los resultados de la evaluación del peso fresco de los 
embriones somáticos cultivados en presencia de sorbitol y 
obtenidos a diferentes tiempos de cultivo, se muestran a 
continuación en la Fig. No. 60. 

TRATAMIENTO F90 F70 F50 F30 SUP. 

2 % 24.34 26.ll 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 embrionario F90 (estadio 
globular y corazón, 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. 
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Fig. No. 61 Peso fresco expresado en %, para los 
diferentes estadios embrionariós F90 (estadio 
globular y corazón, 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 FJO 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; Fracción del 
fondo del gradiente, F90 (estadio globular y 
corazón, F70 (estadio torpedo), F50 (torpedo 
maduro), F30 (cotiledonar), para las cosechas de 
los tratamientos de sorbi tal a concentraciones de 
2, 8 y 12 %, a los 42 dias de cultivo. 
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.. PESO DE FRACCIONES EMBRIONARIAS 
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Fig. No. 63. Peso fresco expresado en %, para los 
diferentes estadios embrionarios; Fracción del 
fondo del gradiente, F90 (estadio globular y 
corazón, F70 (estadio torpedo), F50 (torpedo 
maduro), FJO (cotiledonar), para las cosechas de 
los tratamientos de sorbitol a concentraciones de 
2, a y 12 %, a los 42 dias de cultivo. 

En estas figuras, se observa que a los 35 dias de 
cultivo, el lote tratado con sorbitol al 2 % pres~nta 
estadios de desarrollo tempranos y casi en la misma 
proporción entre si , lo cual indica que efectivamente hay 
generación y desarrrollo de los embriones somáticos hasta los 
estados de desarrollo 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 provocó una reducción en 
la heterogeneidad del cultivo, pues se obtuvó una mayor 
sincronia en el desarrollo embrionario in vitre. 

En el caso de las concentraciones a B y 12 t también hay 
menor heterogeneidad en el cultivo y las fracciones presentes 
corresponden a estadios muy tempranos, en éste sentido parece 
que el cultiva en general no se desarrolla tan rápidamente 
como el control; este efecto es aún más evidente en la 
cosecha de 42 dias, en la cual se observa que los estadios de 
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desarrollo jovenes están presentes en una :iayor proporción 
que los demás y co~parándolos con los \'s de los pesos de la 
fracciones ec.brionarias del control, observa.o.os q'.Je en este 
caso se encuentran estadios de desarrollo cuy avanzados. Asi, 
podemos decir que el cultivo en los tratacientos con sorbitol 
no se encuentra en una etapa final coco la del control, sino 
que al parecer el cultivo puede continuar generando ES y¡o 
mantener los ES que existen, en sus estadios de desarrollo 
correspondientes. 

Este resultado es interesante ya que es precisaoente el 
efecto que se buscaba con ésta manipulación de medio, esto 
es, frenar un poco el desarrollo embrionario tratando de no 
llegar a estadios de desarrollo ca.s avanzados que faciliten 
la germinación precoz. 

V.7.1.6. CONTENIDO DE PROTEINAB 

Los niveles de albúminas y globulinas alcanzados en los 
embriones somáticos cultivados en medio de desarrollo 
suplementado con las concentraciones 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 estos ensayos, 
se muestran a continuación en las Figs. Ha. 64 y 65. 

En estas figuras se observa que los niveles de albUminas 
y globulinas fueron mayores en los lotes experimentales con 
respecto al control, tantv en los ES cultivados de los 28 a 
los 35 diaG, corno en aquellos 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 IV, 
las cuules corresponden a los estadios de desarrollo más 
tempranos, loz que además se presentan en una mayor 
proporción y al parecer se mantienen durante más tiempo, pues 
su velocidad de crecimiento o desarrollo es más lenta. 

Este resultado es intcrc~~ntc porque d~ alguna manera 
se logró un incremento en el contenido de proteinas de 
reserva (globulinas), la cual pudo ser debida a una mayor 
sintesis de éstas o a su acumulación. En éstas 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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mero DE SORBITOL A LOS 35 DIAS 
~~~~~~~~~~~~~~~20 

CONTROL 2 Y. 8 Y. 

fig. 64 Comparac1on de Jos nivele~ de albuminas y 9!ob 1.d1nas en 
mg. de proterna/g. de tejido fre:!ico, obtemdos en fraccío­
nes de diferente de11sldad de ES cultivados en uiedio de 
desarrollo supleu1entado con sorb1tol a con.centr2'ciones 
de 2 X, B 7. !l 12 r. del d1a 28 al dia 35. 
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EFECTO DE SORBI TOL A LOS 42 DIAS 
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Flg. 65 Comparac1on de los niveles de albuminas y globullnas en 
· mg. de protelna/g. de teJ•do fresco. obtenidos en fraccio­

nes de diferente densidad de ES cultivados en medio de 
desarrollo suplementado c:on sorbitol a concentraciones 
de 2 X, 8 ~ y 12 X del dia 35 al' dia 42. 
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V.7.1.7. R.ELACION ALBOMINAS/GLOBULINAS 

Es importante notar que el incremento en los niveles de 
globulinas, es acompañado por un gran incremento en los 
niveles de albúminas, lo que conduce a los resultados en la 
relación albúminas/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 315 el 

REL A/O 
12 

10 
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Fig. No. 66. Relaciones albúminas/globulinas de ES del 
tratamiento de sorbitol del dia de cultivo 28 al 
35, correspondientes a las fracciones de JO, so, 70 
y 90 % p/v de sacarosa del gradiente de densidad. 

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

Estos resultados indican que en los tratamientoc de B y 
12 %, las globulinas contribuyen en mayor proporción al mayor 
contenido de proteinas y sus niveles no se ven superados por 
las albúminas, como ocurre en la concentración de 2 % y en el 
control. 

Estos mayores niveles de globulinas en los tratamientos 
de 8 y 12 %, sin embargo corresponden también a niveles muy 
al tos de albúminas lo cual es un efecto no muy deseable 
porque en esta fracción de proteinas se cuenta con una gran 
cantidad de enzimas proteoliticas que podrian causar una 
fuerte disminución por hidrólisis de las proteinas de 
reserva. 
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RELACION ALBUMINAS/GL08Ul1NAS 
COSECHAS SORBITOL 42 d 
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Fig. No. 67. Relaciones albuminas/globulinas de ES 
cultivados en medio de desarrollo auplementado con 
sorbitol al 2, B, y 12 \ del dia de cultivo 35 al 
42, correspondientes a las fracciones de JO, 50, 70 
y 90 \ p/v de sacarosa del gradiente de densidad. 

v.1.1.e. CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS DE RESERVA EN ES 
CULTIVADOS CON BORBITOL. 

La identificación ';' la caracterización parcial de las 
proteinas de reserva en las fracciones de globulinas 
obtenidas con los diferentea tratamientos, se muestra a 
continuación, 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 que los patrones 
correspondientes a la fracción de albuminas son similares a 
los anteriormente obtenidos con semillas y ES basales. 
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Marcadores de P. M. 
Alb.:raln111 1orbitol 21 fl\I 
AlbU•inu 1orbhol 21 Flll 
Albulin.111 1orbttol 21 fil 
Altuillnu 1orbhol 21 fl 
AlD.nlnu 1orbltol 81 fl\I 
.t.Lb.:ralnu •orbital 81 fil! 
Albullnu 1orbltol 81 Fil 
Alblnlnu 1orbltol lll FIV 
Alb.:ulnu 1orbitol 1Zl f 111 
Alb:ninu 1orbitol 121 Fii 

F19. No. 68. P1trone. poi 1pc-ptld1co1 correipoo:IJenlH • 101 

utr1cto1 de alb.ntnu de tnbrione1 1cm61\coi cultloóo• en lhe'dlo 
de duerrotlo tl4lltmtntado con 1orbltol 1 In coneentr11tlont"11 de 2, 
8 y 12 X en cond\ciooe1 de totoperlcdo de los 28 a los 35 dlH de 

cultivo. 
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Marcadores de P, M. 
ClobJLlna1 1orbltol 2X FIV 
Globullnn 1orbitol 2X 
ClobJllnH 1orbltol 2X Fil 
Globultnu 1orbltcl 21 FI 

8 GLobultnu 1orbltot 8l FIV 
10 Clobutlnas 1orbltot 81 fill 
11 Glob.Jllna1 1orbltol 81 fll 
12 GlobJ\lna1 1orbitot 121 fll 
1l GlobJllnn 1orbltol 12l flll 
14 Globullnn 1orbltol 1Z~ fl\I 

fi11, lilo, 69. Petroon p;¡lipeptldlc;oií c;orruponditntu .1 \01 
u;tnc;to• de 11lobulil'\n de entirlonu &csr.4tlcos cultlv..001 en medio 
de óe11rrollo 1~lementado con 5orb!tol .1 IH cOl'ICentr1i:lone1 de 2, 
8 y IZ ~en c~tcionu de fotoperlodo de 101 ZB .1 101 35 dl.11 de 
cultivo. 
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ftg. 110. 70. Pltrones poltpt'ptldicos corrupondlentes a 101 ur.tncto1 
de glob.Jlina1 de enérlonu 1Dlrl4tlco1 cultlvlldo1 en lfltdlo de de11rrollo 
llo 114lle111tntlldo con 1orbltol • IH concentnclonet de 2, 8 y 12'X p/v 
en condicloneli de fotoperfodo de 101 35 • ha 42 dfH de cultivo. 

152 



V.7.1.9. llOCJa!T INHUNOELECTR.OPOREBIB 

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 somáticos cultivados en medio de desarrollo 
suplementado con sorbitol a las concentraciones de 2 %, y 8 % 
p/v del dia de cultivo 28 al 35, se obtuvieron los resultados 
que se muestran en la Fig. No. 71. 

En esta placa de inmunoelectroforesis se observa que los 
extractos de globulinas de los embriones somáticos cultivados 
en medio de desarrollo suplementado con sorbitol a las 
concentraciones de 2 y 8 t, presentan las proteínas de 
reserva especificas de las semillas de alfalfa, sobre todo en 
la fracción embrionaria II correspondiente al estadio de 
torpedo, se observan inmunaprecipitados no bien definidos 
debido aparentemente a una alta cocnentración del antígeno 
que no permite la formación precisa de los 
inmunoprecipitados, sin embargo aún cuando éstos embriones 
somáticos presentan la formación y acumulación de las 
proteinas de reserva, los parámetros de calidad del cultivo 
con ésta manipulación de medio son más bien desfavorables. 

Para las fracciones de globulinas de los extractos de ES 
cultivados en medio de desarrollo suplementado con sorbitola 
diferentes concentraciones del dia 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, as1 como las concentraciones estimadas de 
acuerdo a la altura de los inmunaprecipitados en ng de 
proteinas/5 µl de muestra sin diluir. 

Observando los resultados anteriores, podemos decir que 
se logró 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 sólo se presentaron con los tratamientos con sorbi tal 
(pues en el control, sólo se obtuvo una fracción de baja 
densidad correspondiente al estadio de cotiledonar), sin 
embargo los parámetros de crecimiento y calidad del cultivo 
fueron más bien bajos con relación al control, lo que 
representa un alto riesgo pues se pueden lograr altos niveles 
de proteinas a cambio de abatir la calidad del cultivo. 

Por esta razón, señalamos la conveniencia de probar a 
las concentraciónes sugeridas, variando los tiempos de 
cultivo con este .:igente, pues si bien la manipulación no 
arrojó resultados impactantes, se logró el objetivo de 
establecer las concentraciones aproximadas de trabajo para 
lograr resultados mas favorables. 
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V.7.2. RESULTADOS ACIDO ADSCISICO 

En esta manipulación de medio, se suplemento el medio de 
desgrrollo con ácido abscisico a una concentración única de 
10- M, los embriones somáticos 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 parámetros evaluados y el 
análisis de los mismos se presenta a continuación: 

V.7.2.1. RESPOBSTAI 

Este parámetro fue evaluado de la misma manera que en los 
tratamientos de sorbitol, esto es, se consideró como una 
estimación indirecta de la cantidad de callos que prssentaron 
formación de ES. Los resultados obtenidos se muestran en la 
Fig. No. 73. 

'MU 

.... 

. ~ 
MA ~5 QC>4ma. AM ~ a:NtFOL 

ffiATN.tfNTO 

e OOOEtt<A .. , • allfOiA •. 

Fig. No. 73. Indices de respuesta expresados en mg de 
emb;iones/I de callos, para los tratamientos de ABA 
10- M de las cosechas correspondientes a los 35 y 
42 dias de cultivo 

como se observa en la tabla y en la gráfica 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 cultivo), la 
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respuesta se incrementó y superó al control hasta en un 173.7 
%, éstos resultados indican que la formación y proliferación 
de estos callos no se vió afectada de manera negativa, sino 
oque más bien se provocó una mejor callogénesis, la formación 
y desarrollo de los ES, tampoco se abatió drásticamente 
aunque aparentemente se cuenta con pocos embriones por callo, 
como indican los bajos niveles de rendimiento. 

V.7.2.2. lll!llDIIUBliTOI 

Al igual que en los tratamientos de sorbitol, para los 
cultivos con ABA, éste parámetro fue evaluado indirectamente 
durante el tratamiento mediante el cambio en peso fresco de 
los embriones somáticos, por cada gramo de callo, como una 
medida util para determinar la formación y crecimiento de 
los embriones somáticos en el cultivo in vitro. Los 
resultados de los ensayos con ABA se presentan en la Fig. No. 
74. 

IOO -- ..... 

-
o ... , O ASAll CI 

TRATN..tENTO 

li!l!I coem.. ~· o • o:ioscHA ~ e 

Fig. No. 74. Indices de rendimiento expresados en mg de 
~mbriones/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 so % en el tratamiento 
ABA-1 con respecto al control de 35 dias y en un 21.22 \ para 
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el tratamiento ABA-2 con relación al control de 42 días. Sin 
embargo, es interesante señalar que en el lote control, el 
rendimiento disminuye a 105 42 dias, ~n un 24.32 t en tanto 
que en la presencia de ABJ·. el rendimiento se incret:Jenta a 
este niismo tiempo de cultivo en un 198 \, este efecto puede 
atribuirse a que los embriones somáticos de el lote 
experimental incrementan su peso por unidad de biomasa y no a 
una nueva generación de embriones, ya que en la tabla 
correspondiente a los \'s de peso de las diferentes 
fracciones embrionarias durante el cultivo, se observa que no 
hay una aportación de peso debida a la presencia de embriones 
somáticos en etapas tempranas de desarrollo. En el caso de el 
lote control correspondiente al ensayo de 42 dias, se observa 
que tampoco hay generación de ES, sin embargo hay una 
importante generación de ES en el estadio de desarrollo 
cotiledonar que provoca indices de rendimiento altos. 

Estos resultados i~dican que la proliferación y el 
crecimiento de los embriones fueron limitados por el ABA, sin 
embargo esto no involucra una merma importante en la 
formación de los mismos, ya que es posible encontrar todos 
los distintos estadios embrionarios en estos cultivos y cada 
uno de ellos en buena proporción (de a a 25 %) . Las 
diferencias en los niveles alcanzados con el control y con el 
lote experimental, pueden entonces deberse a algún efecto 
nocivo en el desarrollo causado por la concentración 
utilizada de ABA o por el tiempo de exposición en el cultivo. 

V.7.2.3. CRECIMIENTO: 

También este parámetro 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 somáticos durante el desarrollo embrionario. Los 
resultados obtenidos en nuestros cultivos, se muestran en la 
Fig. No. 75. 

En este parámetro, se observa el mismo efecto que en el 
caso de la respuesta, observándose un mayor crecimiento en el 
tratamiento de ABA-II, con respecto a su control (54.9 t) 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 resul tactos en este parámetro 
también indican que hay una buena formación de callos y que 
los embriones presentes pueden incrementar notablemente su 
peso. 
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CREOMIENTO 
N3A 35 Y 42 OIAS 
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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 cultiv~os en medio de desarrollo 
suplementado con ABA 10- M del dia de cultivo 28 
al JS y del dia JS al 42. 

V.7.2.4. GBRMillACION: 

Los resultados obtenidos en la germinación de los ES 
cultivados con éste tratamiento, fueron muy importantes y 
determinantes ya que demuestra la gran alteración fisiológica 
causada por este agente en los ES en cultivo. Los resultados 
obtenidos se muestran en la Fig. No. 76. 

Como se muestra en dicha figura, se abatió casi 
totalmente la capacidad de los embriones para germinar, 
obteniéndose niveles de germinación de O %, durante las 
primeras 15 semanas de evaluación para los tratamientos de 
ABA-I y ABA-II. Por lo que se consideró que estos resultados 
anuSaban totalmente la utilidad del ABA a la concentración de 
10- M y su empleo en el cultivo in vitro de los embriones 
somáticos en desarrollo bajo condiciones de oscuridad. Sin 
embargo, se real izó una segunda evaluación a las 17 semanas 
de cultivo en medio de germinación en la que se observó que 
inesperadamente algunos de los embriones del tratamiento de 
ABA I germinaron muy tardiamente (ABA I), si bien el % de 
germinación de este lote, fue muy bajo (14.8 %) , fue 
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alentador ya que nos indicó nuevamente que a menores 
concentraciones o durante menos tiempo de exposición podria 
lograrse cultivar embriones somaticos capaces de germinar 
normalmente. Por otro lado, consideramos que aunque esto 
sucediera, los embriones obtenidos no podrian contener 
niveles altos de proteinas de reserva que era nuestro 
objetivo principal por lo que consideramos que este 
tratamiento no fue exitoso. 

'i DE OB\1IUWJON ~ E11 ........ ., .... 
00.01 

"" ,..., 
o 

º~ .... ~,:---~..a.~,.:---~aal-~..,.~=,~-a•,'"'-

ffiAT>MIENTO 

l1llll IXJIEl>\4 30 D 8 000E<W. 42 O 

Fig. No. 76. Indices de germinac1on de los embriones 
somáticos cultivados ef medio de desarrollo 
suplementado con ABA 10- M y mantenidos en medio 
de germinación durante 15 semanas (ABA I) y 17 
semanas (ABA I'). Los resultados corresponden a las 
cosechas de 35 y 42 dias de cultivo. 

v.1.2.s. \ EN PESO DE Ll\S FRACCIONES EMBRIONARIAS: 

El cambio en el % el pr?so fresco de las diferentes 
fracciones embrionarias presentes, as1 como la contribución 
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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% PESO J'RBSCO DB LOS DIJ'BRENTES ESTADIOS DE DESARROLLO 

35 y '2 DIAB 

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. Peso fresco expresado en %, para los 
diferentes estadios embrionario F90 (estadio 
globular y corazón, F70 (estadio torpedo), F50 
(torpedo maduro), F30 (cotiledonar) para las 
cosechas de los tratamientos de ABA 10-~ M a los 35 
(ABA I) y 42 (ABA II) dias de cultivo. 

'lb PESO DE LAS FRACCIONES EMBRIONARIAS 
IV:!>. 36 y 42 OIA8 

~PESO rnEsoo ºº .. 
ao1----
1oi-----------------JR(ltt-----i 
eo1-----------------l!Mt----1 

,ot-----------------1'\lll--~ 

•oi-----·-------------lll!lt----i 
30¡--------=-----.,=;------¡t~;¡¡----j 

201---~111;;¡-¡--~~-~ 

10 t---l:alt-!94'---111~--lllli;iilf--1 

,l.9,1.. , CTRL' ABA2 cnu .. 2 

TRATAMIENTO 

- SU?. !!i!l'I F 30 G F 60 - F 70 ¡¡¡¡¡¡¡¡ F 00 

Fig. No. 78. Peso fresco expresado en %, para los 
diferentes estadios embrionario F90 (estadio 
globular y corazón, F70 (estadio torpedo), F50 
(torpedo maduro), F30 (cotiledonar) y la fracción 
del fondo, correspondieites a las cosechas de los 
tratamientos de ABA io- 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 vitre, 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 los 
tratamientos con ABA, al igual que en lote control de 35 
dias, se presentan casi todo!! los estadios de desarrrollo 
embrionario y en el caso de ABA-1 hay una pequeña proporción 
de ES en estadio cotiledonar y mayores proporciones de ES en 
estadio globular-corazon y torpedo, esto es, estadios de 
desarrollo juveniles. En comparación con el lote control, 
observamos que éste muestra un estadio de desarrollo avanzado 
y los %'s de peso de cada uno de los estadios de desarrollo, 
se encuentran casi en la misma proporción. 

En el tratamiento a los 42 dias, el cultivo en general 
se encuentra en una etapa terminal, habiendo una mayor 
proporción 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 aún no en estadio 
cotiledonar. 

La inhibición del crecimiento con este agente no fue tan 
clara como en el caso del sorbitol, pues la tendencia del 
cultivo no es hacia la inhibición de la germinación precoz, 
ya que se alcanzan estadios de desarrollo avanzados antes que 
en el control, sin embargo es necesario señalar que diversos 
factores afectan el desarrollo 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 mostró un 
ligero retraso. 

V, 7. 2, 6. CONTENIDO DE PROTEINJ,s: 

El contenido de prote1nas, en especial de las globulinas 
fue uno de los parámetros criticas a evaluar en cada una de 
las manipulaciones de medio, ya que es una medida de nuestro 
principal objetivo que fue incrementar la acumulación de 
éstas proteinas en los lotes experimentales, con relación a 
los niveles obtenidos en los lotes control. Con la aplicación 
de ácido abscicico al medio de cultivo, se encontraron los 
resultados de las Figs. No. 79 y so. 

Corno muestran dichas figuras, en la cosecha a J5 días se 
obtuvieron indices de albúminas y globulinas superiores 
(hasta a 16 mg de proteína 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 pequeñas (aprox. 
5 mg de proteina/g de tejido), es interesante señalar que los 
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EFECTO DE ABA A LOS 35 DIAS 

Fig. 79 Comparac101·, de los n;•.•eles de a!t-,um111as ~ globul111as en 
mg. de prote111a/g. de tejido fre5co. obterndos en -fra-CC10-
nes de d1fere1ile dei"1s1d.:;d de ES cultivados en lllt:dío de 
desarrollo, suplement!'ld: c-::n ASA 1[1'5 M del d1a 29 al d~s 
35 en cond1c1one~ di!' osrr_1.-1dl'd. 
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mero DE ABA A LOS 42 DIAS 

Fig. 80 Comparac1on de los niveles de albuminas g globulinas en 
mg. de protemalg. de teJido fresco. obtenidos en fraccio­
nes de diferente densidad de ES cultivados en medio de 
desarrollo, suplementado con ABA 10·• M del dia 35 al dla 
42 en condicloneo 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 más avanzados, este efecto es un indicativo de que 
las proteinas sintetizadas no se están perdiendo por 
hidrólisis o por algun factor que no permita su acumulación. 
Es muy importante señalar 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 más regular en los niveles de albúminas, los 
cuales se incrementan progresivamente hasta los estadios de 
desarrollo intermedio (hasta 12 mg de proteina/g de tejido) y 
posteriormente decrecen en los últimos estadios embrionarios, 
este decremento también ocurre en los niveles de globulinas 
de los embriones anormales (fracción O), sin embargo desde la 
fracción IV (90 %) a la I (JO %), encontramos casi el mismo 
contenido de globulinas, el cual es mayor que en el control 
de esta cosecha (aprox. J 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 ALBUHINAS/GLOBULINABI 

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

TRATAMIENTO F90 F70 F50 FJO FONDO 

ABA I J.36 2.59 4.68 J.47 4.20 

CONTROL J.11 J.44 J.13 J, 72 

ABA II 2. 71 5.41 4.7 J.50 4.23 

CONTROL J.O 14.91 1.83 6.08 

Fig. No. 81. Relaciones albuminas/globulinas de los 
diferentes estadios embrionarios de ES cultivagos 
en medio de desarrollo suplementado con ABA 10- M 
en las cosechas correspondientes a los 35 (ABA I) y 
42 (ABA II) dias de cultivo. 
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Fig. No. 82. comparación de los niveles obtenidos en la 
relación albúminas/globulinas de los diferentes 
estadios embrionarios de ES cultivados en medio de 
desarrollo suplementado con ABA io-5 M en las 
cosechas correspondientes a los 35 (ABA I) y 42 
{ABA II) dias de cultivo. 

Como se observa en los resultados anteriores, la 
relación A/G para el tratamiento de ABA-!, fue en general 
mayor a la obtenida en el lote control, lo cual indica que 
con este tratamiento, hay una mayor síntesis de albúminas que 
de globulinas durante la fase inicial del desarrollo 
embrionario; sin er...bargo, en la cosecha del tratamiento de 
ADA-II, se observa que la relación A/G increccnta un poco con 
relación 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 albúminas y/o globulinas, se 
incrementa notablemente an los ES cultivados en condiciones 
basales, hacia el final d!!l desarrollo embrionario; esto no 
sucede con el lote experimental en el que lü relación 
albúrninas/globulinas no alcanza niveles tan altos. De alguna 
manera, se puede decir entonces, que can este tratamiento se 
logró una pequeña inhibición en la sintesis de albúminas, o 
bien que se logró un efecto permisivo en el incremento de los 
niveles de globulinas. 
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La identificación y la caracterización parcial de las 
proteinas anteriormente cuantificadas se realizó por 
electroforesis en geles 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 
somático~ cultivados en medio de desarrollo suplementado con 
ABA 10- M en oscuridad presentan diferencias en la 
composición 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 
manipulación de medio no son las de nuestro interés y lo que 
también evidencia que esta manipulación de medio no es 
adecuada para los propósitos de ésta investigación, sin 
embargo se realizó el ''Rocket" inmunoelectroforesis para 
confirmar si efectivamente las proteinas presentes no eran 
identificadas por el anticuerpo. 

V.7.2.9. ROCKET INMUNOELECTROFOREBIB 

Los análisis de las globulinas por "Rocket 11 

inmunoelectroforesis, 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 pequeños, lo que 
demuestra que la cantidad presente de proteinas de reserva 
especificas es pequeña. Además se observa la presencia de 
inmunoprecipitados grandes que no están totalmente formados y 
cuya intensidad es baja, éstos inmunoprecipitados parecen 
corresponder a la presencia e incremento en concentración de 
una de las subunidades componentes de la 7S, éste resultado 
ya ha sido citado por otros autores que mencionan que el ABA 
induce a un increrr,ento en la síntesis de la subunidad n de 
la 75 de semillas de soya (Bray and Beachy, 1985). 

Este resultado es interesnate ya que si se estimuló un 
incremento probablemente de esta subunidad en las proteínas 
de los ES, sin embargo, dado que la concentración de las 
demás subunidades es pequeña y a que los parámetros de 
calidad del cultivo son deficientes, confirmamos que ésta 
manipulacijn no es adecuada en las condiciones experimentales 
probadas. 
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Globulina5 ABA c/dll Fii/ 
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" Alt:útlnn 1/dll f IV 
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IS Alt:útiMttfdt\ f 111 

Fi;. 1110. 83. Patronea poltpeptldlco• corrupondic:ntu 1 los utracto1 
sin dlh.cl6n 'f con diluciOn 1:10 de 1lb...lll1na1 y 9lot1.JlHw1 de ES cultlvr 
do1 tn .edio de deurrollo lupl-nlaóo con ABA 10·5 M en coodlclone1 de 01cu· 
rl~ de lo& 28 a lo• JS din de tllltivo. 
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dlH de cultivo, 
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V. 7 • 3 • RESULTADOS CON EXTRACTO DE EMBRIONES SEXUALES 
INMADUROS (EEC). 

Como se mencionó en la sección de materiales y métodos, 
la preparación de los medios de cultivo para ésta. 
manipulación de medio, involucró la esterilización por 
autoclave (para la mitad del lote de medio de cultivo), y por 
filtración a través de membrana de 0.22 µm (para la otra 
mitad del lote), este ultimo procedimiento fue lento, debido 
a que se requiere de un gran número de filtraciones, primero 
a través de membrana de O. 4 5 µm y después a través de 
membranas de 0.22 µm, hasta la obtención de un filtrado 
claro, el cual era adicionado en condiciones asépticas al 
medio de cultivo basal recién esterilizado por autoclave. 

Podemos decir que el tratamiento utilizado para la 
preparación de los medios de cultivo fue adecuado, pues se 
tuvieron indices de contaminación muy bajos y más bien 
debidos a errores en la manipulación del material vegetativo. 

Los resultados obtenidos con los lotes de este 
tratamiento se discuten a continuación. 

V.7.J.1. RESPUESTA: 

Al igual que en los tratamientos de sorbí tol y ácido 
abscisico, este parámetro fue evaluado para cada uno de los 
lotes experimentales y sus lotes control correspondientes, 
los resultados obtenidos se muestran en la Fig. No. 87. 

Como es posible observar en la figura mencionada, los 
indices de respuesta obtenidos con ésta manipulación de medio 
para la cosecha a los 28 di as, muestran que el medio de 
cultivo suplementado con EEC causó un decremento de 76.J % en 
el tratamiento de autoclave y de 77.05 % en el tratamiento de 
filtración con respecto al control, sin embargo en las 
cosechas a lo~ 35 y 42 dias, se observa que los lotes 
experimentales superaron al control en aprox. un 55 % a los 
J5 dias y en aprox. 64 % a los 42 dias. El incremento de la 
respuesta de los lotes experimentales a los J5 dias (88 vs. 
7J.J mg de embriones/# de callos) y 42 dias (80 vs. 75 mg de 
embriones /# de callos), demuestra que el tratamiento de 
esterilización por autoclave fue ligeramente más favorable 
que el tratamiento de esterilización por filtración, sin 
embargo las diferencias en los resultados son muy pequeñas y 
podemos decir que ambos tratamientos son igualmente 
favorables. 

En la evaluación de este parámetro es evidente también 
que los resultados con esta manipulación de medio fueron más 
satisfactorios que los obtenidos con los ensayos de sorbitol 
y ácido abscisico. 
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Fiq. No. 87. Niveles de respuesta, expresados en mg de 
embriones/# de callos del tratamiento de extracto 
de embriones sexuales inmaduros a una concentración 
de 2 g/l, para las cosechas a los 28, 35 y 42 dias 
de cultivo. (EECf) Extracto de embriones cigóticos 
esterilizado por filtración, (EECa) Extracto de 
embriones cigóticos esterilizado por autoclave, 
( Crl) Control. 

V.7.3.2. RENDIMIENTO: 

La evaluación de este parametro en los lotes 
experimentales y en el lote control, se realizó de manera 
similar a los tratamientos de sorbitol y acido abscisico. 

Los resultados se presentan en la Fig. No. es, en la que 
se observa que en este parámetro se obtuvieron resultados 
diferenciales para los tratamientos de esterilización por 
autoclave y filtración. 

El rendimiento en el lote cultivado en medio de 
desarrollo suplementado con EEC esterilizado por filtración, 
disminuye progresivamente en el tiempo (desde 395.40 hasta 
375.0 mg de embriones/g 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 progresivo 
en los indices de este parámetro 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 que sus 
rendimientos siguen siempre el mismo comportamiento, esto es, 
rendimientos pequeños al inicio del desarrollo, mayores en 
los estadios de desarrollo intermedio (donde alcanzan los 
máximos rendimientos del cultivo - 455.2 mg de embriones/g de 
callos-) y que disminuyen nuevamente en los estadios de 
desarrollo más avanzados. 

Para estos ensayos con EEC de filtración, se obtuvieron 
mayores indices de rendimiento para la cosecha de 28 dias que 
en su control; sin embargo en las cosechas a JS y 42 dias, 
no se superó al control. Si bien, 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 
vitre. 
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RENDIMIENTO EEC aut. y fil. 
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022.2 306.2 
320 

207 

060 

EEO EECn 011 cW EéCn 012 EEC! EECo 013 

TFlATAMIENTO 
111 Coagche 20 d ElIBII Couctia 30 d D Conchtl "2 d 

Fig. No. 88. Niveles de rendir.dento expresado en mg de 
~mbriones/g de callo de los lotes de ES cultivados 
en medio de desdrrcllo suplementado con 2 g/1 de 
extracto de embriones sexuales inmaduros, para las 
cosechas a los 28, J5 y 42 dias de cultivo. (EECf) 
Extracto de embriones cigóticos esterilizado por 
filtración, (EECa) Extracto de embriones cigóticos 
esterilizado por autoclave, (Crl) Control. 
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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. 69, en donde 
se observa que el crecimiento en los cultivos en medio de 
desarrollo suplementado con EEC esterilizado por filtración y 
autoclave, mostraron un incre~ento importante (desde 12 hasta 
98 \) en las cosechas de 35 y 42 dias y para la cosecha de 28 
dias, se observa que sólo el tratamiento de autoclave superó 
al control (72.73 vs. 6J.5 mg de callos con embriones/f de 
callos). 

Los indices de crecimiento alcanzados en cada uno de 
los tratamientos experimentales también ~uestran diferencias 
como en el caso de la respuesta, sin em~argo al igual que en 
ese caso, las diferencias son pequeñas y se puede decir que 
los tratamientos son igualn1cnte favorables. 

200 

200 

1~0 

100 

60 

o 

CRECIMIENTO EEC autoc. y fil. 
28. 36 y 42 DIA8 

ll'Q cetlo-"'1ti<""""'ll COl\O'J 

200 

~ill 
110,7 

106.3 

72.73 

oocf' OllCA Q11 ""°' ooc.A 012 ••el' <>OCA 013 

Tn.\TM.llENTO 

l\l!\'l CMocM 2B O E3 Cosoctln 3b d O Cc:oocha -42 d 

Fig. No. 69. lliveles de crecimiento expresados en mg de 
callo con embriones/# de callo correspondientes a 
los lotes de ES cultivados en medio de desarrollo 
suplementado cor. cxtra<.:to de embriones sexuales 
inmaduros a la ccncentración de 2 g/l, de los días 
de cultivo 21 al 28, del 28 al JS y del J5 al 42. 
(eecF) Extracto de embriones cigóticos esterilizado 
por filtración, (eecA) Extracto de embriones 
cigóticos esterilizado por autoclave, (Crl) 
Control. 
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El crecimiento del cultivo con EEC, para las cosechas de 
28, 35 y 42 dias fue en el único parámetro en el que se logró 
superar al control de manera evidente, durante toda la fase 
experimental; lo cual indica que el cultivo tuvo una mejora 
tanto en la proliferación del callo, como en la formación de 
los ES y en la naturaleza de los mismos. 

Podemos decir que el crecimiento y calidad del cultivo 
con ésta manipulación de medio, son mejores que las obtenidas 
en los cultivos en condiciones basales y que en los 
tratamientos de sorbitol y ácido abscisico. 

V,7,3,4, GERHINACION: 

Como ya se mencionó, este parámetro fue uno de los más 
importantes en la evaluación de la utilidad real de los 
tratamientos de manipulaciones de medio, pues es una medida 
que ayuda a determinar la calidad de los embriones somáticos 
obtenidos in vitre. Los resultados de la germinación de 
nuestros cultivos en medio de desarrollo suplementado con EEC 
a una concentración de 2 g/1, se expresaron en porcentaje y 
son mostrados en la Fig. No. 90. 

Como se observa en la figura mencionada, los indices de 
germinación alcanzados con esta manipulación de medio, se 
incrementaron notablemente superando al control en un 6.38 % 
en el dia de cultiv~ 28, en un 36.4 % en el dia de cultivo 
3 5 y en un 9 5. 4 % en el dia de cultivo 4 2, éste incremento 
progresivo en los indices de germinación, asi como el hecho 
de que alcanzaron valores de 200 % , es justificado porque 
hacia el final del cultivo, se inició una segunda fase de 
embriogénesis que nosotros identificamos como embriogénesis 
adventicia o secundaria ya que se observó la formación de 
pequeños embriones en la región vecina a la parte basal de 
los embriones somáticos maduros. 

De este modo, con éste tratamiento, se logró incrementar 
muchisimo los niveles de rendimiento y germinacion, 
contándose además con embriones y plántulas sanas con 
caracteristicas morfológicas bien definidas y un desarrollo 
rápido y normal. Muchas de éstas plántulas continuaron su 
desarrollo y pudieron ser transferidas a tierra y mantenidas 
en condiciones de invernadero. 

Los resultados de germinación para esta manipulación de 
medio fueron muy satisfactorios (desde 108 hasta 200 % a los 
35 y 42 dias), ya que se demuestra que la aplicación del EEC 
durante el desarrollo embrionario es conveniente para obtener 
buena calidad en el cultivo in vitre y como se verá más 
tarde, lograr altas concentraciones de proteinas de reserva . . 
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Lograr obtener estos dos factores juntos era nuestro 
objetivo principal, por lo que loe resultados de esta 
manipulación de medio, se consideraron como los mejores de la 
fase experimental. 

% DE GERMINACION 
EEC 28, 35 J OIAS 

'.f. DE OERJ..11IAO•:)1 
2~0 

20'J 

E' ::.;;L E2 U<L E'..i 

TRAT"'-Ucl ITC• 

CF1. 

Fig. No. 90. Indices de germinación de los ES cultivados 
en medio de desarrollo suplementado con EEC a una 
concentración de 2 g/l, correspondientes a las 
cosechas de 28 dias (El), 35 dias (E2) y 42 dias de 
cultivo (E3), referidos a su control (CRL) 

V.7.3.5. % PESO DE LAS FRACCIONES EMBRIONARIAS 

La proporción en peso fresco de cada una de las 
fracciones embrionarias obtenidas por la separación en el 
gradiente de densidad discontinua de sacarosa, se determinó 
para los lotes experimentales de autoclave y filtración y en 
sus respectivos lotes control en las cosechas de 28, 35 y 42 
dias. Los resultados obtenidos se muestran en las Figs. !lo. 
91 y 92. 

En éstos resultados se obse~-va que en general, la 
heterogeneidad del cultivo se incrementa con el tiempo y que 
en el caso de los lotes control, hay una gran proporción de 
embriones juveniles (est. globular y corazón) a los 28 dias. 

174 



-.FQHOO F9() Fl'O F50 F:lll ,StJPERF. 

EECA <1> 2l.37 2.:..69 37.39 11.,}8 
4-Ef.CA(?l 26.27 t.6.07 27.43 
-EECA. CJ> 21.76 20.82 11.,95 14.61 27.86 •. ' ',;~, 

EECf,<U 1e.t.1 20.23 61.36 
;EECF (2) 7.t.1 17.M 50.9 21..01 

EE'CF <3> 16,48 1e.2t. 21.62 t.3.45 
·r·. 
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Fig. No. 91. Peso fresco expresado en \ para los 
diferentes estadios embrionarios F 90 (globular­
corazón), F 70 (torpedo joven), F 30 (cotiledonar), 
para las cosechas de ES de los tratamientos de 
filtración (EECF) y autoclave (EECA), a los 26 (1), 
35 (2) y 42 (3) dias de cultivo 
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No. 92. Peso fresco expresado en % para los 
diferentes estadios embrionarios F 90 (globular­
corazón), F 70 (torpedo joven), F 30 (cotiledonar), 
y la fracción de fondo, para las cosechas de ES de 
los tratamientos de filtración (TF) y autoclave 
(TA) de los extractos de embriones sexuales 
inmaduros, a los 26 (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 somáticos en todos los estadios de desarrollo y 
casi en la misma proporción; finalmente a los 42 dias, 
encontramos una gran proporción de embriones somáticos en 
estadio cotiledonar que indica el final del cultivo. 

Por otro lado, en los lotes experimentales 
correspondientes a los tratamientos de autoclave y 
filtración, observamos que durante todo el desarrrollo 
presentaron gran similitud en los 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 que el peso total del cultivo se divide cada vez entre más 
estadios de desarrollo diferentes. 

V.7.J,6 CONTENIDO DE PROTEINAS 

Los resultados de la cuantificación de las proteinas en 
los extractos de embriones somáticos correspondientes a las 
fracciones de albúminas y globulinas, después de cultivar 
éstos del dia 21 al dia 28, se muestran en la Fig. No. 93. 

En los resultadas de este ensayo, se observa un 
incremento importante en los niveles de albúminas del 
tratamiento por filtración 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 tejido y 26. 9 vs 7. 5 mg de proteinas/g 
de tejido, respectivamente). Para la cosecha a los 35 dias, 
los niveles de albú.minas no mostraron un incremento 
apreciable en el contenido de prote1nas 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 <0n lu::; cosechas de 28 y 42 dias (Figs. !lo. 94 y 95), 
las diferencias en los niveles de albúminas alcanzados por 
los lotes experimentales fueron mayores con respecto al 
control ( 20.15 vs 4.J mg de proteinas/g de tejido 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 señalar que la presencia de estas proteinas en los 
diferentes estadios de desarrollo no ocurre de manera regular 
en el tratamiento de filtrdción como en el control y en el 
tratamiento de autoclave, esto es, con niveles bajos de 
albuminas en los estadios de desarrollo iniciales (corazón y 
globular), que incrementan en los estadios de desarrollo 
intermedio (torpedo) y disminuyen nuevamente en los estadios 
avanzados (cotiledonar). En el tratamiento de filtración, se 
observa que los niveles de albUminas aumentan a medida que el 
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estadio de desarrrollo es más avanzado: en este tratamiento, 
el incremento de las albúminas es acompañado por un 
decremento en el contenido de globulinas. 

En las figuras referidas se observa que el contenido de 
proteinas está relacionado con los estadios de desarrollo 
embrionario ya que al parecer los estadios más avanzados 
(fracciones de torpedo y cotiledonar), presentan mayores 
niveles de albúminas. En la cosecha a los 28 dias para el 
tratamiento de EEC esterilizado por autoclave (Fig. No. 93), 
se observa que las concentraciones de albúminas no 
corresponden con algún 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 ven superados por 
los lotes control. 

Como ya se mencionó para las cosechas a los 35 y 42 dias 
(Fig. No. 94 y 95), es evidente que se alcanzan mayores 
niveles de albúminas con los dos tratamientos de EEC que con 
el lote control, en las siguientes gráficas se observa que el 
tratamiento con autoclave presenta un mayor contenido de 
albuminas y que a diferencia del control, los estadios de 
desarrollo más avanzados se observan los niveles más bajos de 
albuminas. 

En éstas dos cosechas el incremento de albuminas, si se 
ve acompañado 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 más diferencialmente de acuerdo a los 
estadios embrionarios correspondientes. En el tratamiento de 
autoclave se observa que los estadios de desarrollo 
intermedio y avanzado contienen niveles máximos 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 filtración, 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 más 
avanzados, lo cual es muy interesante ya que es muy favorable 
contar con éstos niveles al final del desarrollo embrionario 
in vitre. 
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EFECTO DE EEC A LOS 28 DIAS 

FILTRACION 

rIG. No. 93. Comparac10n de los niveles de albúminas 
y globulinas en mg. de prote1na/g. de tejido 
fresca, obtenidos en fracciones de diferente 
densidad Cle, se, 70 y 90 \ p/v de sacarosa>, de 
ES cultivados en medio de desarrollo suplementado 
con e~tracto de embriones sexuales inmaduros 
<EEC) de is dias p. a. esterilizado por 
filtración y autocla 11e a una concentrac10n de 2 
gil del dia de cultivo 21 al ~a <4a. semana de 
CU l t 1 YO). 
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EFECTO DE EEC A LOS 35 DIAS 

FIG. No. 94. ComparaciOn de Los nivele~ de albürnlnas 
y globul1nas en mg. de proteina/g. de tejido 
fresco, obtenidos en fracciones de diferente 
densidad C39, 50, 70 y 90 % plv de S•lcaros3>, de 
ES cultivados en medio de desarrollo suplement~do 
con extracto de embriones sexu1les inmaduros 
<EEC> a 2 gil de 15 d1as p.a. <durante la i.a. 
semana de cultivo) y de 30 dl~s p.J. Cdurante ld 
Sa. semana de cultivo>, est~rilizado por 
filtración y dutocl~ve. 
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EFECTO DE EEC A LOS 42 DIAS 
control autoclave filtracion 1 35 
>--~~~~~~~~~~~~~~~+30 

FIG. No. SS. ComparaclOn de Los niveles de albúminas 
y globullnas en mg. de protelnallJ. de tejido 
fresco, obtenidos e~ fracciones de diferente 
densldad {30, se, 70 y 9PI 'p/v de sacarosal, de 
ES cultivados en medio de desarrollo suplementado 
con e~tracto de embrlone~ sexuales inmaduros 
<CECl a 2 gil de is dlas p . .3. <-:•Jr~nte La i.a. 
sem3na de cul~ivol 1P. J" d1as p,a <durante la 
5a. semana je cutt!~o\ y jp 45 dlas p.a. <durante 
la 6a. semana de cultivo>, esterilizado por 
flltraciOn y autocta~e. 
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V.7.J.7, RELACION ALBOMINAS/GLOBOLINAS 

La proporción entre los contenidos de albúminas y 
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 concentración de 2 g/l 
para las cosechas a los 28, 35 y 42 d1as de cultivo, asi como 
en sus respectivos lotes control. 

Este parámetro es una estimación de la importancia 
relativa de los niveles de globulinas en mg de prote1na/g de 
tejido con respecto a los niveles de albúminas. 

Los resultados de éste parámetro se muestran a en las 
figuras 96 y 97. En éstas figuras, se observa que la relación 
albúminas/globulinas, alcanzada por lotes de tratamientos con 
EEC fueron muy al tos al inicio del desarrollo embrionario 
(cosecha de 28 dias), siendo de 17,85 para el tratamiento de 
autoclave y de 4.36 para el tratamiento de filtración en las 
fracciones de corazón y globular, sin embargo ~stos indices 
que 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 rinalmente se 
alcanzaron indices de 3. 3 3 y 2. 2 2 para la misma fracción 
embrionaria, éstos valores fueron similares y aún menores en 
este caso, que los obtenidos con el lote control 
correspondiente (4.74). 

tELACICll Al8U'11NAS/GLOBULllllAS 

COSECHAS DE EEC DE 2.!, 35 T 42 OIAS 
AUTOCLAVE T fJLTRACIC. 

,, JRAU.MJENTO no , 50 ., 
' 10 '90 FONDO 

EEC1A 17.85 4.97 l.27 
EECH 4.l6 l.9 l.74 

CONTROL 1 2.392 1,56 1.51 

EEC2A 6.68 12.37 2.83 
EECZf 9.46 ... "n 

COUTROL 2 2.374 J.92 l.112 4.63 

ErCH J.ll 4.46 4.76 2.52 
EECH z.zz l.09 .. l.35 2.67 6,07 

CO•HROL J 4.7t. ?,07 1.59 

Fig. No. 96. Relación albúminas/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 filtración 
(EECF) a los 28 (1), 35 (2) y 42 (3), dias de 
cultivo. 

181 



RELACION ALBUMINAS/GLOBULINAS 
Auloclaw y tlftr11elon 28, 38 y 42 d 

101-91---------t!f-----------------t 

TA! TF1 a TA2 TF2 QI 

TRATAMIENTO 
TA3 TF3 

- F 30 f>m F 60 0 F 70 - F QO lffiillil SUP, 

Fig. No. 97. comparación de los niveles obtenidos en la 
relación albúminas/globulinas para los diferentes 
estadios embrionarios obtenidos al cultivar los ES 
en medio de desarrollo suplementado con EEC a 2 g/l 
esterilizado por filtración (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 que hay un 
cambio rápido en las actividades de sintesis de las proteinas 
de reserva en los embriones somáticos que involucran una 
primera etapa de una intensa sintesis de albúminas y 
posteriormente una disminución de ésta , asi como un rápido 
incremento en la sintesis de globulinas. 

Los resultados en éste parámetro 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 somáticos han madurado, son 
vigorosos y cuentan con un gran contenido de material de 
reserva. De ésta manera éste tiempo puede ser el más adecuado 
para su encapsulación y preservación. 
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V.7.3.8. CARACTERIZACION DE LAB PROTEINAB DE RESERVA EN EB 
COLTIVADOB CON EEC. 

Al igual que en los tratamientos de sorbitol y ácido 
abscisico, la identificación y caracterización parcial de las 
proteinas de reserva extraidas de las diferentes fracciones 
embrionarias, fue determinada mediante el anal1sis de las 
fracciones proteicas por electroforesis en SDS-PAGE y la 
obtención de su~ patrones polipeptidicos. 

Los resultados de éstos ensayos se utilizaron para 
determinar el grado de similitud entre los 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 albúminas y globul inas de los extractos de ES 
del tratamiento de autoclave del dia de cultivo 28 al 35, se 
observa que los extractos de albúminas presentan algunas 
bandas caracteristicas de las proteinas especificas de 
semillas de alfalfa y que en los extractos de globulinas 
encontramos un patrón caractcristico de la 7 s en el estadio 
de desarrollo de torpedo, los principales contaminantes en la 
fracción de albúminas 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 albúminas y 
globulinas de los extractos de ES cultivados en medio de 
desarrollo suplementado con EEC 2 g/l esterilizado por 
filtración a través de membrana de 0.22 µm del dia de cultivo 
21 al 28. 

En éste minigel, también se observa contaminación de los 
patrones de albúminas por polipdptidos caracteristicos de la 
fracción de globulinas. Y además se observa una clara 
separación entre los grupos de polipéptidos más importantes 
(60, 50, 40 y 20 kD), sobre todo en las fracciones de 
globulinas. Es muy interesante que éstos patrones se observen 
en estadios de desarrollo tenninal 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 albúminas y globulinas 
de los extractos de ES cultivados en medio de desarrollo 
suplementado con EEC 2 g/l esterilizado por autoclave del dia 
de cultivo 28 al 35. 

En éste minigel, se observa mucha similitud en los 
patrones obtenidos con las fracciones de botón, albúminas y 
globulinas, sin embargo, en las fracciones de globulinas, las 
bandas caracteristicas son más importantes. 

Para el caso del tratamiento de filtración del dia 28 al 
35 (Fig. No. 101 En éste minigel, también se observa 
contaminación de patrones de globulinas en albúminas. Sin 
embargo es importante notar que hacia el final del desarrollo 
se obtienen altos niveles de globulinas cuyos patrones 
polipept1dicos son muy claros pues presentan pocos 
polipéptidos de bajo peso molecular, lo que puede ser indicio 
de una mayor compactación o conformación de las proteínas. 

En el minigel del tratamiento de autoclave del dia de 
cultivo 35 al 42. (Fig. No. 102), se aprecia un patrón casi 
característico 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 albúminas 
~uestran gran heterogeneidad en los pesos moleculares de las 
bandas obtenidas y a pesar de que los niveles de éstas 
últimas son altos, los niveles de globulinas son importantes. 

En la Fig. No. 103, se observan los patrones 
electroforéticos de las fracciones de albúminas y globulinas 
del tratamiento de filtración del dia de cultivo 35 al 42. 

Los patrones de globulinas de éste minigel, muestran una 
gran cantidad de bandas características de las proteinas 7 S 
y llS de las semillas de alfalfa, los patrones ontenidos son 
bien definidos y claros, lo que demuestra que a este tiempo 
de cultivo, las proteínas de reserva se encuentran bien 
conformadas y además en cantidades similares a las de la 
semilla. Es muy importante que a éste tiempo de cultivo se 
encuentren éstos resultados ya que de aluguna manera, no se 
observa el mismo fenómeno de degradación o desaparición de 
las proteinas que se observaba en los cultivos de ES en 
condiciones basales. 
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V. 7. 3. g. JWCICBT Il!Ht!HOELEC'l'ROl>ORBSrs 

El reconocimiento de las proteinas presentes en los 
embriones somáticos cultivados con EEC, fue completado con 
los ensayos mediante Rocket irununoelectro!oresis, en los que 
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 los 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 
S y 7 S (contra las que se obtuvo el antisuero), detectables 
a éste tiempo. 

En éstas figura, na se observa la formación de 
inmunoprecipitados para ninguna de las fracciones de 
globulinas de los lotes de tratamiento con EEC ni para los 
lotes control de ES, lo que sugiere que a este tiempo, aún no 
se completa la formación de las proteinas de reserva capaces 
de ser reconocidas por los anticuerpos en ninguna de las 
fraccioneG embrionarias. 

En la Fig. No. 105, se mUeEtra la placa de "Rocket" 
inmunoelectroforesis para las fracciones de globulinas de los 
extractos de ES cultivados del dia de cultivo 28 al 35. En 
ésta placa también 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 µl de muestra 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 esterilización por 
autoclave, se obtuvieron inmunoprecipitados muy bien formadas 
que demuestran que a éste tiempo las globulinas de los 
extractos de ES corresponden a las prateinas 11 S Y 7 s de 
las semillas ya que san espec1f icarnenter reconocidas par las 
anticuerpos obtenidas para éstas últimas, además de que la 
estimación de la concentración en éstas extractos utilizando 
la altura de los inmunoprecipitados correspondió a 505.6 ng y 
568.8 ng de prateina par cada 5 µl de muestra de globulinas 
sin diluir. 

Par otro lada, se observa que para el tratamiento de 
esterilización por filtración, también se obtuvo la formación 
de inmunoprecipitados para las fracciones embrionarias de 
catiledanar, torpedo madura y torpedo joven, las cuales san 
más pequeñas que en late de esterilización par autoclave y 
cuya concentración por altura corresponde a 442.4 ng, 379.2 
ng y 316 ng de prateina/5 µl de muestra sin diluir, 
respectivamente. 
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Asi se observa que a éste tiempo de cultivo, los 
eabriones soaáticos cuentan ya con proteinas de reserva bien 
fonoadas e inaunológicamente identificables. Es i.llportante 
señalar las concentraciones en las que éstas proteinas se 
presentan y que los estadios que más proteinas de reserva 
contienen son los de desarrollo intermedio, asi como que los 
estadios llAs avanzados muestran los indices más bajos. Las 
diferencias entre los resultados de cada tratamiento se 
evidencian claraaente en las placas de inmunoelectroforesis 
obtenidas, pareciendo ser llás favorable el tratamiento de 
autoclave. 

En la Fig. No 106, correspondiente a la placa de Rocket 
inmunoelectroforesis para las fracciones de globulinas de los 
extractos de ES cultivados del dia de cultivo 35 al 42. En 
esta fiqura también 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 µl de muestra sin 
diluir. 

En las fiquras mencionadas se observa que los 
inmunoprecipitados formados por los extractos de globulinas 
de cada estadio de desarrollo son muy grandes y están casi en 
el limite de la resolución de la técnica, ya que la forma de 
los inmunoprecipitados no es muy clara lo que evidencia que 
hay un exceso de proteinas en éstos extractos. Se observa 
también que a medida que el desarrollo embrionario avanza, la 
concentración de proteina presente es mayor, alcanzado los 
niveles máximos en los estadios de torpedo maduro, después de 
éstos, cuando P.l desarrollo continúa hacia los estadios 
avanzados, la concentración de proteinas nuevamente 
disminuye, éste efecto es el mismo que se observaba en los 
extractos de ES cultivados en condiciones basales, sin 
embargo la diferencia con respecto a éstos es que los valores 
de proteinas eran casi de o y en los extractos con 
tratamiento, a pesar de la disminución de los niveles de 
proteinas, hay una cantidad muy importante de éstas 
proteinas. 

Otro aspecto importante a considerar es que en ésta 
última cosecha se alcanzaron niveles máximos de globulinas y 
que al final no hay una diferencia evidente entre el 
tratamiento de filtración y el de autoclave, pues las 
concentraciones de proteinas de reserva 11 s y 7 s obtenidas, 
son muy similares 
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Vl:. COllCX.USIONllS 

Dado que en el presente trabajo, se evaluó un gran 
número de parámetros en los embriones somáticos (ES) de 
alfalfa (Medicago sativa L. var. Reagenlander L. A7034), 
obtenidos in vitre, asi como algunas caracteristicas de los 
materiales de reserva que éstos contienen, a continuación se 
integran los resultados y análisis de todas éstas variables 
lo gue nos permite evaluar la importancia de los resultados 
obtenidos en ésta investigación acerca de como ocurre en ésta 
especaie el proceso de embriogénesis somática y la expresión 
y acumulación de las proteinas de reserva durante el 
desarrollo embrionario in vitre, tanto en condiciones de 
cultivo basales como en medios de desarrollo suplementados 
con diversos agentes que de alguna manera inhiben la 
germinación precoz y que favorecen la acumulación de éstos 
materiales de reserva. 

En el presente estudio, donde el objetivo principal fue 
determinar la expresión y acumulación 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 somática de la alfalfa A7034, se 
llegó a las siguientes conclusiones: 

Se logró realizar la extracción, cuantificación y 
caracterización parcial de las albúminas y globulinas de los 
embriones sexuales maduros (semillas) y de los ES. Los 
protocolos utilizados para cada ensayo demostraron ser 
prácticos, sensibles, confiables y reproducibles. Mediante 
éstos métodos se logró establecer la identidad de las 
proteinas de reserva (globulinas), presentes en los ES y 
sexuales, evidenciando claramente que se trata de las mismas 
proteínas en ambos casos y que los ES cuentan realmente con 
todo lo necesario para la sintesis de éstas, aún cuando la 
acumulación en los ES no ocurre como en la semilla, lo cual 
puede ser debido más bien a las caracteristicas morfológicas 
de los ES y no a su maquinaria biosintética. 

Mediante la cinética de desarrollo que fue realizada 
para analizar la morfologia, desarrollo, creci~iento, 
respuesta, rendimiento, germinación y niveles de proteinas de 
reserva especificas de los ES cultivados en condiciones 
basales en fotoperiodo y oscuridad, se logró ubicar 
puntualmente los momentos más importantes de sintesis, 
acumulación y pérdida de las proteinas de reserva de los ES, 
asi como la calidad del cultivo durante todo el desarrollo de 
los embriones in vitre. 

Los ES cultivados en un medio de desarrollo basal y en 
condiciones de fotoperiodo, demostraron contener más 
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 
calidad del cultivo, esto es, indices de 
rendimiento, crecimiento y germinación mayores 
cultivo en oscuridad. 

una mejor 
respuesta, 

que en el 

Para el análisis detallado del contenido de proteinas de 
reserva presentes en cada uno de los estadios embrionarios 
obtenidos, se logró establecer un método confiable para la 
separación de éstos, mediante la utilización 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 in 
vitre encontrándose que en fotoperiodo el contenido máximo de 
éstas proteinas ocurre entre los 33 y 36 dias de cultivo y 
que hacia el final del desarrollo embrionario, éstas 
disminuyen su concentración en mg de proteina/g de tejido 
hasta casi desaparecer. Por otro lado, en el cultivo en 
oscuridad los wáximos se alcan~an, entre los 36 y 39 dias de 
cultivo y si bien, la acumulación de proteinas ocurre después 
que en rotoperiodo, también se observa una pérdida de éstas 
al final del cultivo. Esta ultima caracteristica delo cultivo 
en oscuridad, sumada a lo& niveles de respuesta, rendimiento, 
crecimiento y germinación, demuestran que el desarrollo 
embrionario en oscuridad ocurre tJás lentamente que en 
fotoperiodo, lo que si bien puede considerarse como una mejor 
emulación del desarrollo in vitre, es desfavorable porque 
presenta menor contenido de globul in as y menores indices de 
germinación que el caso de fotopeciodo. 

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 más probables de alteración de la 
expresión de las globulinas en éstos embriones para obtener 
resultados satisfactorios en les niveles de expresión y 
acumulación de éo.tos materiales de reserva. 

Se definió que a partir del dia de cultivo 28, podrian 
ser aplicados exógenamente al cultivo, los diferentes agentes 
de manipulaciones de medio con el fin de permitir la 
integración y acumulación de los mismos en los callos y ES. 

En cuanto al objetivo de rcguhr hasta cierto punto la 
expresión genética de los ES, podemos decir que si bien no se 
obtuvieron niveles de prote1n3s de reserva mucho mayores que 
en la semilla, si hubo un efecto muy marcado con cada 
inanipulación de de medin probada, siendo la mejor la de 
e>:tracto de embriones sexuales inmaduros (EEC) de alfalfa de 
15, JO y 45 dias post-antesis aplicado al medio de cultivo en 
una concentración de 2 g/ 1 y cronológicamente de una manera 
casi paralela entre el desarrollo embrionario in vivo e in 
vitre, con ésta manipulación de medio no se provocó un efecto 
negativo en el cultivo obteniéndose muy buenos resultados en 
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los parámetros de calidad del cultivo y en los niveles de las 
proteinas de reserva, en relación con los controles en 
condiciones basales y con las otras manipulaciones de medio 
probadas. 

Este extracto probado después de su esterilización por 
autoclave y filtración dio resultados similares, observándose 
pequeñas diferencias entre éatos dos tratamientos, la cual 
demuestra que el factor responsable del efecto positivo en el 
cultivo in vitro, está presente en ambos, por lo que no es 
termolábil. Un aspecto muy importante de considerar con éste 
tratamiento es que los indices de germinación son muy buenos 
y que al experimentar con éste agente podemos tener confianza 
en la regeneración de plántulas sanas. 

De acuerdo con los resultados obtenidos con éste 
tratamiento, podemos decir que el cultivo pudo verse 
favorecido por la presenciG. en éste extracto de aigú.n o 
algunos agentes r:ioduladores d8l desilrrollo mnbrionario que 
tienen un efecto inhibitorio sobre la germinación precoz y 
perniten la acu?nulación ch.~ las proteinas de reserva. Asi, 
nosotros consideramos que Cado que se trata de un extracto de 
embriones cj góticos, éste pud'.J ~.po:-car factores que en el 
cultivo in vitro basal no existen, por lo que permitió emular 
eficazmente el desarrollo err~rionario in vitro con el 
desarrollo .il:L..Y.iyQ. 

Estos resul tactos son atribuidos a éste agente de una 
manera un tanto imprecisa pues no se tiene ubicado 
bioquimicarnente el factor que pudiera determinar éste efecto, 
sin embargo, éstos resultados establecen una pauta que puede 
seguirse en investigacione:. posteriores en las cuales se 
intento aislar, identificar y caracterizar los principales 
moduladores bioquimicos de la expresión genética de las 
prateinas de reserva en éstos ES a partir del extracto de 
embriones sexuales inmaduros. 

As1, se deja planteada como una buena alternativa el 
utilizar el extracto de scmill&s de alfalfa de 15, JO y 45 
dias post-antesic a diferentes concentraciones y recomendando 
la utilizada en éste trabajo, que fue de 2 g/l con un 
protocolo de cultiva bajo condiciones de fatoperioda, sin 
embarga también seria interesante probar ésto extracto en 
condiciones de oscuridad de acuerda a los resultados 
obtenidos en los cultivos b<?.sales en oscuridad. Los tiempos 
de f'Ypos i ción de los ES a é~tc agente durante ti cm¡:. os de 
cultivo de una sc~rnana r; m.:.s, son favorables. Se propone 
tarr.bió.n el cultivo contin'Jo e por pulsos desde 21 hasta 42 
dias con medio de desarrollo suplementado con EEC de 15, JO y 
45 dias post-antesis. 

En relación a las otras manipulaciones de medio 
probadas, podemos decir que el media de d~sarrollo 
suplementado con ABA a una concentración de 10- M, no 
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favoreció la calidad del cultivo (respuesta, rendimiento, 
crecimiento y germinación), no obstante, los resultados en 
los niveles de germinación de los ES fueron interesantes, ya 
que si bien se abatió casi totalmente la germinación de los 
ES, esto también es una evidencia de que se inhibió en gran 
medida la germinación precoz de los ES, retrasando la 
germinación de éstos durante semanas. También se observó 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 inmunoelectroforesis, se logró identificar sólo una 
porción de éstas proteinas que parece corresponder a una de 
las subunidades (8) de la globulina 7 S de la alfalfa, las 
demás proteinas presentes en los extractos de éste 
tratamiento no fueron reconocidas por el anticuerpo como 
proteinas de reserva. Cabe señalar que el tratamiento puede 
resultar parcialmente satisfactorio, pues se logró 
incrementar la concentración de ésta subunidad. 

Estos resultados permiten determinar que éste agente 
puede ser probado a menores concentraciones o con tiempos de 
exposición menores a 3 dias, pudiendo aplicar las 
concentraciones minimas de manera continua durante el cultivo 
y las máximas por pulsos, de tal manera que no se someta al 
tejido a un suministro drástico de ABA, que impida el 
desarrollo normal de los embriones y que al mismo tiempo 
tenga un efecto inhibitorio de la germinación, suficiente 
para provocar algún tipo de latencia en los ES. 

Asi, el ABA para éste trabajo se consideró como un 
agente con efectos desfavorables para el cultivo in vitre y 
no recomendable para lograr los objetivos planteados a la 
concentración y tiempos de exposición probados. 

El sorbitol probado a las concentraciones de 2, B y 12 % 
p/v en éstos experimentos, demostró tener un efecto más 
favorable que el ABA, ya que se obtuvieron mejores indices de 
calidad del cultivo y altos niveles de proteinas de reserva 
que en éste último. Las proteinas obtenidas con éste agente 
fueron reconocidas por los anticuerpos vs. las proteinas de 
reserva especificas de los embriones sexuales de alfalfa, lo 
que significa que en la presencia de sorbi~ol éstas proteinas 
pueden sintetizarse y acumularse hasta cierto nivel, sobre 
todo en las concentraciones de 2 y 12 %, ya que al parecer. a 
la concentración de 8 %, hubo alguna alteración en el cultivo 
y en los niveles de las proteinas de reserva que impidió 
evaluar adecuadamente el efecto de ésta concentración en la 
calidad del cultivo y en los niveles de proteínas de reserva 
obtenidos. 

De manera similar que el ABA, éste agente puede ser de 
utilidad al ser probado a diferentes concentraciones y 
durante tiempos de exposición mas cortos para evitar un 
fuerte estrés hidrico en los embriones cultivados in vitre. 
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Asi, podemos decir que en el presente trabajo se 
lograron determinar de manera satisfactoria, las principales 
caracteristicas de la embriogénesis somática de la alfalfa y 
el comportamiento de los niveles de proteinas de reserva en 
los ES cultivados en condiciones basales, asi como el efecto 
de los diversos agentes probados en los mismos. 

Asi, la idea de hacer un primer acercamiento a la 
regulación epigenética de la expresión en los ES, tuvo 
resultados satisfactorios que dejan sugeridos diseños 
experimentales interesantes a probar con miras a mejorar los 
resultados del presente trabajo. 

Se deja planteada entonces, la alternativa de emplear 
diversos protocolos de cultivo con los agentes de 
manipulaciones de medio a qui probados, así como el uso de 
algunos otros, como inhibidores de proteasas o retardantes de 
crecimiento tales como CCC o AM0-1618, los cuales al parecer 
pueden inhibir eficazmente la germinación precoz o detener el 
cultivo temporalmente en una fase indicada. Los posibles 
diseños experimentales pueden los tiempos de cultivo que se 
consideren más convenientes de acuerdo a la cinética de 
desarrollo. 

Estas alternativas se refieren básicamente al 
alargamiento o congelamiento del est,.do embrionario, ya que 
esto facilitaria la acumulación de las proteínas de reserva, 
dado que los ES cuentan con la maquinaria bioquímica para 
sintetizarlas, sin embargo, no hay que olvidar que a nivel 
estructural pueden requerirse elementos que de no encontrarse 
en los ES o de na estar organizados de la manera adecuada, no 
permitan la acumulación. 

Es necesario señalar que el análisis de los 
carbohidratos en las diferentes fracciones embrionarias fue 
incompleto, pues no se caracterizaron los diferentes 
carbohidratos presentes en éstos ernbrione~, ni el cambio en 
sus niveles o concentraciones durante el desarrollo 
embrionario in vitro, sino únicamente se detectó la actividad 
hidrolitica de la alfa-amilasa, como un marcador indirecto de 
la presencia de almidón. Cabe señalar que es necesario 
profundizar en el estudio de éstos materiales de reserva y su 
análisis durante el desarrollo embrionario, para lo cual se 
requiere del empleo de numerosas técnicas analiticas y 
tiempo, por lo que en el presente estudio no fue posible 
continuar con el análisis mencionado. 

De esta manera, es evidente que se requiere de más 
estudios que permitan conocer más de la expresión y 
regulación de los materiales de reserva (sobre todo 
carbohidratos), en éstos sistemas, los cuales pueden ser muy 
utiles para el entendimiento de éstos procesos en la alfalfa 
y en otras especies de la familia Leguminosae. 
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