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R E S U M E M 

La capacidad que presentan algunas células vegetales (somáti

cas) para inducir la formación de embriones (embriogénesis somáti

ca) no se ha logrado en todas las especies vegetales, destacando 

aquellas con mayor importancia agronómica como es el caso de 

gramíneas y leguminosas 

El sistema de embriogénesis somática en alfalfa representa un 

modelo de estudio, ya que tiene la capacidad de regenerar dos ti

pos de callos embriogénico y no embriogénico. En el presente tra

bajo se llevó a cabo un estudio comparativo de los patrones de 

sintesis de proteinas en una linea embriogénica y una no embrio

génica de alfalfa durante la fase de inducción del proceso de 

embriogénesis somática. Se realizó una cinética de cultivo hacien

do extracción de proteinas cada tercer dia iniciando el dia O y 

concluyendo el 18. La evaluación se llevó a cabo comparando la li

nea embriogénica con la no embriogénica a nivel morfológico y bio

químico, en este ultimo ca~o tomando el contenido de proteínas to

tales asi como el patrón de bandeo de proteínas durante la 

cinética de cultivo. 

A nivel morfológico la diferencia entre un callo embriogénico 

y no embriogénico empieza a partir del dia 12 acentuandose el 

dia 18 donde la linea embriogénica presenta un callo friable, poco 

abundante y con la formación de embriones somáticos, asi como de 

centros meristemáticos; en cambio la linea no embriogénica pre

senta un callo amarillento, abundante y con nula formación de em

briones somáticos. El callo embriogénico presenta mayor concentra

ción de proteínas totales que el callo no embriogénico. 



Existe un polipéptido de 83 kD que sólo se presentó en la 

linea ellbriogénica desde el dia 3 hasta el dia 18 de cultivo, en 

tanto que la linea no embriogénica presenta un polipéptido de 75kD 

que es especifico do ella. 

A pesar de que se encontraron diferencias durante la cinética 

de cultivo, no es posible precisar el papel biológico que tienen 

éstos polipéptidos, por consiguente las investigaciones posterio

res deben enfocarse a definir si tienen un papel durante la em

briogénesis som4tica, para.conocer si juegan un papel requlatorio 

durante la diferenciación. 



ABREVIATURAS 

AG-3 Acido giberélico 

AIA Acido indol-3-acético 

AIB Acido indol-but1rico 

ANA Acido naftalén-acético 

BSA Albtlmina de suero bovino 

85 Medio de cultivo de Gambcrg (1968) 

D.S. Desviación estándar. 

EDTA Etilen diamino tetracetato de sodio 

MS Medio de cultivo de HUrashige y Skoog (1962) 
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PSA Persulfato de amonio 

SDS-PAGE Electrof oreais en geles de poliacrilamida con dodecil 
sulfato de sodio. 
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I.- I N T R o D u e e I o N 

1.- AllTECBDBNTES 

1.1) CUltiyo de toiidos yegetales. 

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica que consiste en 

sembrar in ~ en forma aséptica ápices de rafees y de tallos, 

primordios de hojas y flores, frutos inmaduros, órganos aislados, 

embriones maduros e inmaduros, segmentos de tallo y hojas, así como 

óvulos, anteras, polen, protoplastos y aún plantas completas en 

medios nutritivos adecuados y bajo condiciones ambientales contro

ladas (Street, 1977). 

Entre las áreas principales de investigación en las cuales 

repercute esta técnica se puede mencionar: 

a) Multiplicación vegetativa. 

b) Preservación de germoplasma. 

e) Mejoramiento genético. 

d) Recuperación de plantas amenazadas de extinción. 

e) Fusión de protoplastos (fitomejoramiento), y 

f) Producción de metabolitos de interés comercial. 

Esta técnica esta basada en la totipotencialidad de las célu

las vegetales, es decir, una célula de un organismo multicelular 

posee todas las instrucciones e información necesaria para desarro

llar un organismo completo multicelular. 

Existen dos vias para la regeneración de plantas a través de 

la técnica de cultivo de tejidos vegetales: 

a) Organogénesis. 

b) Embriogénesis. 
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1.1.1) organoqt!nesis. 

La organogénesis consiste en la obtención de un meristemo api-

cal (estructura unipolar), el cual generalmente muestra conexión 

vascular con la planta madre o el callol. Esta via de propagación 

puede ser directa y denominarse orqanogénesis directa (sin pasar 

por la etapa del callo) o puede llevarse a cabo por una via 

vía indirecta, orqanogénesis indirecta (pasando por la etapa del 

callo). 

1.1.2) Embriogénesis. 

La embriogénesis somática consiste en la formación de una 

estructura bipolar (meristemo apical y radicular), que no muestra 

tran conexión con el tejido madre gue dará origen a la planta com

pleta. 

Al igual que la organogénesis, la embriogéneis somática puede 

llevarse a cabo tanto de manera directa como indirecta. 

La embriogénesis presenta mayores ventajas que la organogéne

sis, algunas son: la presencia de dos meristemos, uno apical y el 

otro radicular en una sola estructura, !a obtención de un gran n~

mero de embriones, la posibilidad de encapsulamiento y la forma-

ción de semillas artificiales. Además el embrión somático propor-

clona un sistema de análisis de los eventos tanto bioquímicos co

mo moleculares que ocurren durante la inducción y maduración del 

embrión cigótico (Allllirato, 1987). 

1 ... pu•.S. d•ttnlr al callo co•o un t•jldo obt•nldo por ••dio d•l •l•l••l•nto da dr9anoa o t•Jido• 

dlt•rancla.SO., lo• cual•• poat•rlor••nt.• •On lla"ado• a '"'ª 4-•dlt•l"•nelaclaoldn eelular,pr•••nt•n 

do aataa c•lul•• WI• prollfaracldn contlnua, ac:eler•d• }. de aparl•ncl• da•oro¡.enl1ada,9u• d.11 orh¡•n 

• \ln• •••• •-rta da t•jlOo, bt.a ..... a.lula,.- pued• pr...,nt•r dlt•r•nta• t.1¡>09 •ortolOqlc:_, loa 

cual .. varfan -~•u a~rlencla, ta&t\lra y co•p<>-1Ci!!n .,.¡ular (Barba, 19871, 



Sin embargo, no obstante las ventajas que 
•p3 

presenta la 

embriogénesis in ~, ésta se restringe a un ntlmero pequeño de 

especies tomando mayor relevancia si se menciona que las familias 

vegetales más importantes agronómicamente, como es el caso de las 

gramíneas y las leguminosas, son muy difíciles de ser regeneradas 

in yjW¡. 

Se conoce de manera general, que son tres los factores quími

cos que intervienen en la regeneración de embriones somáticos: el 

tipo y la concentración de la auxina utilizada, la concentración de 

citocinina exógena y el nivel de nitrógeno total, que es una combi

nación de nitrato y amonio. 

1.2) Rml!riogénesis somática en alfalfa. 

La alfalfa es una especie que se ha regenerado por cultivo de 

tejidos vegetales. Hasta la década de los SO's su via de propaga-

ción fue la organogénesis somática, posteriormente se ha desarro

llado y perfeccionado su propagación via embriogénesis somática. 

Los embriones somáticos de alfalfa pueden regenerarse de una 

variedad de inóculos que pueden incluir embriones inmaduros, estam

bres, cotiledones, hipocotilo, hojas, tallos y peciolos ( Villegas, 

1986). 

La capacidad embriogénica de la alfalfa ha mostrado ser genoti-

po dependiente,es decir, mientras mayor contribución genética posea 

la variedad con la que se va a trabajar de ~ ~ habrá 

mayor éxito en la respuesta in ~, en tanto que mientras mayor 

contribución genética presente de tfedicago ~ la regeneración 

de los embriones somáticos será escasa o nula. 

La alfalfa ~ ~ L. variedad Reagenlander fue salee-
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cionada por un estudio realizado por Atanassov y Brovn (1984) pro-

bando 76 variedades comerciales, la mejor respuesta fue de un· 80\ 

en la variedad Reanqelander. También se demostró que el inóculo con 

el que se obtiene el mayor rendimiento es el peciolo. 

La obtención de embriones somáticos de alfalfa se lleva a cabo 

en tres etapas principales: inducción, desarrollo y germinación o 

como algunos autores prefieren llamarla, conversión2 de los embrio

nes somáticas. Este proceso se lleva a cabo alrededor de 42 dias 

(Peña, 1988). 

Las bases bioquímicas y moleculares del proceso de embriogéne

sis somática astan poco entendidas (Sung et al., 1984; Stirn y 

Jacobsen, 1987; Ramagopal, 1989), no obstante, el sistema de em-

briogénesis ~ de alfalfa presenta características que pueden 

ser utilizadas en el estudio de dicho proceso, éstas son: 

a) Altos niveles de reproducibilidad en su respuesta in~ 

b) Altos niveles de rendimiento en su producción de embriones somá-

ticos y en relativamente poco tiempo. 

c) Los embriones pueden ser removidos para estudios a nivel bio-

químico y morfológico. 

d) La respuesta genotipo dependiente de la alfalfa nos permite 

realizar estudios sobre diferenciación colocando a las plantas en 

estudio bajo las mismas condiciones. 

Además, el sistema de embriogénesis ~ de alfalfa puede 

extrapolarse a el estudio de otras legiminosas como son: frijol, 

chícharo, soya, lenteja, etc., que se han caracterizado por ser 

recalcitantes. 

2eo•v•r.ldn.- ... ut:ilha -1:• t:•rallM> ,_. d.U:•r•nolarlo d•l dff•11rollo .S. 1• pl•nt:11la daa~ .S. 

\Ul -t.ado .s. 6-•n"Ollo .s. l•tAneJa, lo cual no o<J\lrra con lo• allbrlo,,_ -auca.. (VÍlleqas, 1986). 
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1.3) laportancia de Jo alfalfg. 

La alfalfa es una leguminosa que muchos investigadores conside

ran como la mejor forrajera del mundo, utilizándose principalmente 

como forraje verde o en forma de heno, y en algunas ocasiones como 

componente importante de alimentos concentrados. 

La importancia de la alfalfa radica tanto en la calidad como 

en la cantidad del forraje obtenido, además de presentar asociación 

simbiótica con bacterias del género ~ §D.· que tienen la fa

cultad de fijar nitrógeno y producir nitrificación de los suelos. 

La alfalfa supera en mucho a otras especies forrajeras, su pro

teína es de buena calidad, además de ser una fuente excelente de 

calcio, magnesio, fósforo, vitaminas A y O. 

La harina de alfalfa se utiliza en mezclas comerciales como 

alimento pecuario, se producen anualmente más de un millón de tone

ladas de harina de alfalfa. Esta puede obtenerse de hojas, de tallo 

y de la planta completa, que contienen 21.2%, 11.5% y 18.9% de 

proteina respectivamente (Hughies, 1987). 

1.3.1) Iaportancia de la alfalfa en México. 

La alfalfa ~ ~, en México como en otros muchos 

países, es el cultivo forrajero más importante para la alimentación 

de rumiantes, en l&s zonas templadas, áridas y semiáridas en las 

cuales su cultivo es bajo condiciones de riego. 

La superficie sembrada en México con alfalfa para 1981 fue de 

143,356 hectáreas, siendo 20 los estados productores, destacando 

Chihuahua,Guanajuato, Hidalgo y Puebla como los mejores productores 

(VI Censo agrícola, ganadero y ejidal I.H.B.G.I., 1981). 
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Para el año de 1983 se incrementó la superficie sembrada con 

esta forrajera, más de 250,000 hectáreas; destacando los estados 

presentados en la Tabla l. 

Las variedades que han producido los mejores rendimientos son 

aquéllas que durante la época de frío no son afectadas en su desa

rrollo. Para los valles altos se recomienda las variedades siguien

tes: Transverde, Tanhuato, Apaseo, Atlixco, Valenciana, Caliverde, 

Moapa, Oaxaca, Arizona chilena, Velluda peruana y Africana (Caniza-

les, 1966). Para el centro de Guanajuato las que han tenido mayor 

capacidad de rendimiento son: Puebla 76, Inia 76, Bajío 76, San 

Miquelito NK819, Moapa, Matador, Inia y Tanhuato (Guia para la 

asistencia técnica agrícola S.A.R.H.-I.K.A., 1985). 

De las variedades mencionadas una es de especial interés para 

el presente estudio, la variedad Moapa. Esta es una alfalfa perenne 

cuya época de siembra va del primero de octubre al 30 de noviembre 

con una densidad de siembra de 25-30 Kg/ha (Dirección general de 

producción y extensión agrícola, Banco Nacional de crédito RUral, 

S.A., S.A.R.H., 1980). 

La variedad Moapa fue recomendada y cultivada en 10 de los 22 

estados productores de alfalfa: Baja California Sur, Chihuahua, 

Coahuila, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Nuevo León, Oaxaca, Puebla 

y San Luis Potosi en el año de 1982 (S.A.R.H., 1981-1982). 
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¡Tabla l. PRODUCCIOH DB ALFALFA VERDE COSECHADA EH HRXICO BK 19831 

Estado 1 Superficie Temporal Total Tons/ Total Valor 
de riego ha (Tons) miles $ 

Ags. 1 23,044 15,845 38,889 5.16 1,27513 2,825390 

a.c. 1 
25' 971 13,745 

1 
39, 716 7.15 1,079600 2,338800 

a.c. s. 21,142 10,240 31,382 4.791 999470 1,998410 

Coah. 18,144 11, 745 29,889 4.881 1,120424 2,461270 

Chih. 29,997 17,894 47 ,841 11. 416 3,357300 7,072800 

Dgo. 19,064 11,064 30,128 3.996 978058 1,439889 

Gte. 1 22,775 12,354 35,129 9.133 3,176807 6,500421 

Hgo. ¡ 21,094 15,600 36,694 5.714 1,000109 2,100308 

Méx. 16,144 9,845 25,989 4.996 1,499000 2,597000 

Qro. 
1 

22,775 12, 715 35,490 3.027 473550 824064 

Tlax. i 22,891 5,785 28,676 2.528 301610 707357 

Total 243 ,041 - 379,823 62.792 15261058 30,865709 

flnt'..-.olon a<;Jl:'O~l• y to~utu, •.A.11.•.- b.0.11.a.,, 1••>) 

1.3.2) Origen y evolución. 

La alfalfa proviene del cercano oriente y centro de Asia se

glln Bolton y Baenziger (1972). ~~L. tuvo su origen en 

el cercano oriente central, zona integrada por Asia menor, 

Transcaucasia, Irán y la región montañosa de Turkestán. Irán cons

tituye el centro geográfico que más comünmente se cita como 

centro de origen de la alfalfa. 

La especie ~ .1'.ll.ll<.!ltl L. es de flor amarilla , tolerante 

al frie, presentando un área de adaptación que se extiende hacia el 

norte de Siberia y en la reqión de Eurasia de clima similar. Esta 
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especie jugó un papel importante en la evolución de la alfalfa 

comlln(~~). 

Las caracter1sticas más importantes que transmitió el germo

plasma de H... ~ fueron la resistencia al frío, a la sequ1a y 

a las enfermedades, así como raíces rastreras o rizomas. 

En la actualidad las variedades de alfalfa son resultado del 

mantenimiento de una abundante variabilidad genética mediante poli

nización cruzada y entrecruzamiento de especies del complejo 

!L. ~-H. ~. dando el híbrido H... mw:l.li!. que originó una 

variedad de alfalfa de utilidad como las del tipo alemán y francés, 

y a ellas se debió la gran expansión del cultivo en el norte de 

Europa y en América del Norte (García, de los Santos 1987). 

Esta gran variabilidad en las alfalfas actuales tiene gran re

levancia al ser cultivdas in ~. ya que la alfalfa presenta una 

respuesta genotipo dependiente. 

1.3.3) Clasificación y descripción botánica. 

1.3.3.1) Taxonom1a. 

La alfalfa pertenece a la familia Leguminoseae, subfamilia 

Papilionoideaea,tribu Trifolaceae, género ~ y especie~ 

En relación a la taxonomía del género ~. Lesins y Gui

llies realizaron una revisión muy extensa y mencionan la existencia 

de cerca de 100 especies. sin embargo, sólo existen 3 especies bá

sicas que se consideran importantes, dentro de las cuales se en

cuentra la mayoría de las formas perennes que se cultivan para fo

rraje, éstas son: ~. ~ y~. Las dos primeras se 

presentan como tetraploides con nllmero cromosómico 2n=32 y ~ 

como diploide y tetraploide con 2n=l6 y 32 respectivamente (Garc1a 

de los santos, 1987). 



l.J.3.2) Morfologia de la planta. 

( Barnes, et. al, 1972). 
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La alfalfa es perenne con rafees abundantes y profundas. Po

see una raíz principal, pivotante y con gran cantidad de raíces se

cundarias. En la especie ~ ~ la raíz principal es muy marcada 

y puede llegar hasta la capa freática o roca madre a grandes pro

fundidades. La especie .JL. ~, en cambio, presenta una raíz de 

tipo fasciculado, mucho más superficial. 

Las primeras hojas verdaderas después de los cotiledones son 

unifoliadas. Posteriormente, las hojas normales son trifoliadas y 

pecioladas. Los foliolos adoptan distintas formas siendo más o 

menos oblongos y anchos. 

Las flores van reunidas en racimos axilares de distinto tamaño 

y densidad. La primera inflorescencia se encuentra frecuentemente a 

la altura del nudo catorce. La coloración es violeta con distintas 

tonalidades que van del azul pálido al morado obscuro. sin embargo, 

la especie IL. ~ tiene flores de color amarillo y los híbridos 

entre ambas especies son de flores variadas, que suelen ser viole

tas cuando aún están en capullo, verdes al abrirse y amarillas o 

casi blancas al madurar. 

En cuanto a su conformación, posee un gran estandarte con dos 

alas mayores que la quilla. Los estambres son diadelfos y forman 

por un lado un paquete de nueve estambres, reunidos en un tubo 

estaminal que envuelve al estilo y al estigma. Las alas poseen a 

ambos lados, una especie de ganchos que obligan al conjunto de 

estambres y pistilos a permanecer dentro de la quilla. 

El fruto maduro de H·~ es una vaina enrollada en espiral 
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de 3 a 5 vueltas e indehiscente, mientras que en H. fD.lrultll por el 

contrario, son generalmente derechos o en forma de media luna y de 

hiscente. En las poblaciones híbridas existen graduaciones en cuan

to a la forma de la vaina y la dehiscencia. La vaina tiene varios 

grados de pubescencias y posee tres regiones bien distinguibles: 

epicarpio, exocarpio y endocarpio. 

La semilla madura tiene 2.5 mm de largo, 1.5 mm de ancho y 

1.1 mm de espesor, son de color amarillo brillante o verde olivo a 

marrón. La semilla está compuesta por dos cotiledones, una radícula 

un epicotilo en el cual están las primeras hojas, el endospermo, 

que es de un cuarto a un medio del volumen del embrión,una cubierta 

seminal coloreada, con un hilo ubicado centralmente (Rojas, 1991). 

1.4) Diferenciación celular. 

Uno de los mayores problemas en la biología, a~n sin resolver 

es el cómo se llevan a cabo los complejos mecanismos de la diferen

ciación celular. 

El término diferenciación tradicionalmente se ha definido co-

mo el proceso por el cual las células de un organismo multicelular 

llegan a ser tanto funcional como estructuralmente diferentes du

rante la ontogenia. También podemos considerar que una célula es 

diferenciada con respecto a otra si ambas presentan el mismo ge

noma, pero presentan diferentes fenotipos (Villegas, 1991). 

La capacidad que presentan algunas células vegetales (somáti

cas) para inducirl la formación de embriones (fenómeno conocido co

mo embriogér.esis somática) en respuesta a un estímulo adecuado, es 

un proceso bien establecido en algunas especies vegetales como es 

el caso de llAUlalll ~. 
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Esta capacidad de regenerar embriones in ~ no se ha logra-

do en todas las especies vegetales, destacando las gram1neas y 

y las leguminosas. 

La obtención de una planta completa a partir de células somá

ticas se puede llevar tanto de manera directa como indirecta, 

En la v1a directa células indeterminadas se encuentran presen

tes en el inóculo y requieren sólo de una pequeña etapa de prolife

ración y la inducción de su determinación hacia la estructura de-

sen.da. 

Por la v1a indirecta la obtención de una planta completa a 

través de células somáticas involucra dos fases clavos: desdiferen-

elación y rediferenciación (Rmloqopal, 1989). 

La desdiferenciación involucra dos distintos tipos de cambios 

A) La reactivación de la división celular en las células maduras y 

B) El modificar cualquier metabolismo o desarrollo especializado, 

que pudo haber adquirido la célula (Wearing y Al- Chalabi 1985). 

El proceso de desdiferenciación tiene como una de sus fun

ciones la obtención de células competentes. Este concepto fué in

troducido por Halperin en 1967 (Street, 1977) como la capacidad 

de una célula vegetal para expresar su inherente totipotencia; 

también podemos aplicar el término competencia a una o a un grupo 

de células que están en un estado fisiológico tal que con un es

timulo adecuado puede(n) tomar diferentes rutas morfogenéticas. Sin 

embargo, no todas las células desdiferenciadas son competentes. 

Esto podemos observarlo con mayor claridad en la Figura l. 

s%ad!Mlllr.- 1tn un ..at:Jdo upUo, •• anUaDl!h oo- un C&ll!l1<1 •n •l .S..Uno et. 1• ~lul• o d• un 

~ ... °'ª"'- <Villegas" 19911. 
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FIGURA 1 • Representaclon esquematlca de las expresiones 
morfogenetlcas en celulas competentes (A) y no 
competentes (B) de un lnóculo cultivado. 
(Street, 1977). 
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Las células en un estado competente presentan la posibilidad 

de rediferenciarlas, es decir, comprometerlas a una nueva ruta de 

especialización (fenómeno conocido como determinación). 

La competencia es un prerre~uisito para que ocurra la determi-

nación especifica, es muy dificil separa estos dos procesos, ya que 

en un sistema celular podemos encontrar ambos estados fisiológicos 

lo que plantea la necesidad de caracterizarlos mediante marcadores 

bioquímicos. También es preciso aclarar que en algunas ocasiones 

un grupo de células puede encontrarse competente para una 

cierta determinación preferencial sobre otras. 

1.4.1) Bases de la diferenciación celular. 

Los estudios enfocados a comprender las bases de la diferencia 

ción celular están más estudiados en animales. Las hipótesis en 

caminadas a explicar estos mecanismos en células animales no pueden 

aplicarse a células vegetales, ya que existen marcadas diferencias 

entre estos dos reinos. 

Para el caso de los vegetales el cultivo de tejidos vegetales 

ofrece una herrramienta para poder estudiar los mecanismos de la 

diferenciación celular. Se conoce que las células vegetales tienen 

la habilidad de inducir la formación de embriones somáticos bajo un 

estímulo adecuado (como puede ser un apropiado balance de regulado

res de crecimiento adicionados al medio de culivo) que las hace 

competentes, para dirigirse a nuevas rutas morfogenéticas. Sin 

embargo se conoce muy poco acerca de los mecanismos bioquímicos y 

moleculares que inducen competencia, lo que hace al cultivo de te

jidos vegetales una técnlca de ensayo y error. 
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El por qué alqunas especies veqetales poseen qran plasticidad 

para la formación de embriones y otras especies la tienen tan limi-

tada dicha plasticidad es una pregunta que aún no tiene respuesta 

ya que son muy complejos los mecanismos involucrados en la dif eren-

elación celular. 

La diferenciación involucra la expresión selectiva del mate-

rial genético, los genes adecuados deben ser expresados en los 

tiempos adecuados. Además de esta expresión genética existen otros 

mecanismos que pueden influir en la expresión morfogenética. Estos 

mecanismos pueden ser tanto de carácter bioquímico como cambios en 

los patrones de proteínas y/o enzimas, así como factores de tipo 

biofisico, entre los que podemos mencionar orientación en la divi

sión celular, y físicos como campos eléctricos, potencial hfdrico, 

gradientes de auxinas, luz y gradientes de iones (Villegas, 1991). 

El tratar de formular una hipótesis que englobe todos estos 

mecanismos seria sumamente complejo, ya que se tendría que ir de un 

nivel general hasta niveles particulares muy específicos, es decir, 

iniciando en la expresión fenotípica y terminando en el gene mismo, 

en donde todos los pasos intermedios estuvieran bien caracterizados 

y definidos (Villeqas, 1986). 

1.4.2) Proteínas involucradas en la diferenciación celular. 

Las proteínas presentes en los embriones en desarrollo son de 

dos tipos (Danielson, 1976): proteínas metabólicas que pueden ser 

enzimáticas o estructurales relacionadas con las actividades norma-

les de la célula, incluyendo la síntesis de proteínas del segundo 

tipo: proteínas de reserva, estas proteínas junto con las reservas 

de carbohidratos y de 11pidos se sintetizan durante el desarrollo 
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de la semilla. 

Existe una serie de trabajos enfocados al estudio de las pro

teínas de reserva tanto en embriones cigóticos como en embriones 

somáticos. Las proteinas de reserva del tipc de las globulinas en 

la familia de las leguminosas estan bien caracterizadas como 7S 

(7-9S) y llS (10-145) denominadas de acuerdo con su coeficiente de 

sedimentación en gradiente de sacarosa (Stuart y Nelsen 1988). Es

tas proteínas son un sistema de estudio muy atractivo, ya que, 

son sintetizadas en poco tiempo durante el desarrollo de la semilla 

se acumulan en grandes cantidades y son especificas del estado em

brionario. 

Las proteinas del tipo metabólico han sido objeto de estudio 

en alqunos sistemas de embriogénesis somática bien establecidos. Es 

tas proteinas a comparación de las de reserva no astan bien carac

terizadas y se les ha relacionado con los procesos de diferencia

ción celular (RIUlagopal, 1989). 

Entre los trabajos realizados con las proteínas involucradas 

en la diferenciación celular podemos mencionar el llevado a cabo en 

zanahoria pcr Sung y Okinoto (1981) en donde se encontraron dos 

proteínas "embrionarias" que denominaron El y E2. Estas proteinas 

fueron sintetizadas en respuesta al cambio a medio fresco. su apari 

ción y desaparición ocurre siempre antes de la formación de los 

embriones y podrian jugar un papel regulatorio o estructural. 

En 1987, stirn y Jacobsen trabajaron con dos genotipos de 

chicharo (Pisum satiyum). Ambos genotipos muestran la formación 

de dos lineas de callo. Una linea es nodular y amarillenta y tiene 

la capacidad de regenerar embriones somáticos, mientras que la otra 

linea de callo es compacta y de color blanquecino sin capacidad de 
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regenerar embriones somáticos. Se encontraron dos bandas de pro-

teinas (P1: peso molecular de 45,000 daltones, pI 7.0-7.l; P2: peso 

molecular 10,000 daltones, pl 4.5), las cuales fueron caracterís

ticas de la linea de callo embriogénico en todos los genotipos y 

tejidos investigados. Además estas proteínas encontradas en 

chícharo son muy semejantes a las reportadas por sung & Okimoto. 

Lian • Luthe (1987), al trabajar con~ lill.ti.\!¡¡ L. observaron 

que esta especie también forma dos tipos de callo (embriogénico y 

no embriogénico). En los extractos de proteínas de embriones y de 

callos embriogénicos y no embriogénicos encontraron diferencias 

tanto cualitativas como cuantitativas. 

Varios pollpéptldos en un rango de 40-44kD fueron más abundan-

tes en los extractos de embriones de arroz y de callo embriogénico 

comparados con los extractos de callos no embriogénicos. Otro poli-

péptido de 22.7kD fue más abundante en callo no embriogénico. Estos 

pollpéptidos pueden tener su contraparte en el sistema de cultivo 

en suspensión de zanahoria (Sung & Okiaito, 1981); en donde el 

polipéptido embriogénico tiene un peso molecular de 43 kD y el po

lipéptido presente en tejido no embriogénico es de 24 kD. 

En otro trabajo realizado en cebada (Jllll:l1lll!Jn ~ y ~ 

bJll.b2.lll¡m) por ~opal (1989), se monitorearon los cambios de pro

teinas durante la diferenciación de embriones y raíces. Las protei

nas •especificas de la diferenciación" encontradas en los embrio

nes derivados de callo y las raices derivadas de callo presentaron 

idénticas propiedades electroforéticas.Treinta y dos proteinas fue

ron asociadas a la diferenciación celular, las cuales son agrupadas 

en tres grupos pincipales: 

a) Un grupo constituido por 15 proteinas que aparecen durante la 
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formación del callo primario, fueron expresadas en todas las lineas 

celulares establecidas; 

b) Otro formado por 9 proteínas que aparecen unicamente durante 

el crecimiento del callo primario en las lineas celulares estable-

cidas, y 

c) un último grupo constituido por B proteínas que aparecen tanto 

en el callo primario como en el establecimiento de la linea celular 

cuya síntesis fue aparentemente dependiente del genotipo 

especie. 

de la 

Varias de estas proteínas pueden ser candidatas para el estu-

dio de la biología molecular en la diferenciación y el desarrollo 

celular en cebada. 

El sistema de embriogénesis somático en alfalfa también tiene 

la capacidad de crecer dos tipos de callos (embriogénico y no em

briogénico), como se mencionó anteriormente este sistema es genoti-

po dependiente. 

En el presente estudio se trabajó con dos lineas de alfalfa: 

a) La alfalfa ~ ~ L. var. Reangenlander línea A70.34, 

que es embriogénica y cuyo protocolo de embriogénesis somática está 

bien establecido, y 

b) Una variedad mexicana ~ ~(variedad Moapa) que no 

presenta la capacidad de regenerar embriones somáticos in ~ 

pero que es de gran importancia agronómica, ya que en nuestro país 

es una de las variedades máG cultivadas. 

1.5) Caracterización de proteínas en geles de SDS-J>AGE 

La electroforesis es el movimiento de partículas cargadas en 

una solución bajo la influencia de un campo eléctrico. La migración 
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de partículas cargadas puede llevarse a cabo empleando diversos so-

portes como papel de acetato de nitrocelulosa o poliacrilamida 

(Ha.as, 1981). 

La electroforesis en gel de poliacrilamida es un método capaz 

de separar moléculas en base a su carga neta (Chr811bach y Rodbard, 

1981). Las caracteristicas principales de este gel es que tiene un 

gran poder de resolución, es químicamente inerte, estable en un 

amplio rango de pH y de temperaturas, es transparente y fácil de 

manipular. 

El gel de poliacrilamida resulta de la polimerización de menó-

meros de acrilamida dentro de largas cadenas y la unión cruzada de 

compuestos bifuncionales como N,N-metileno bisacrilamida (usualmen-

te abreviado como bisacrilamida). 

La polimerización es iniciada por la adición de persulfato de 

amonio y riboflavina (TEMED), que son agregados como catalizadores 

del proceso de polimerización (HaJ11es, 1981). 

La medida nel poro en geles de poliacrilamida está influencia-

da por la concentración total de acrilamida de la mezcla de polime

rización, es decir, la medida del poro disminuye cuando la concen

tración de acrilamida aumenta. Esto resulta ser muy ventajoso, ya 

que de acuerdo a las mezclas que se deseen separar podrá elegirse 

la estructura molecular del gel aumentando o disminuyendo su poro 

de filtración. 

Para la separacion de proteínas en geles de poliacrilamida se 

utilizan sustancias diseñadas para disociar todas las proteínas en 

subunidades individuales de polipéptidos. El agente más cornunmente 

utilizado es el detergente iónico, dodecil sulfato de sodio (SOS). 

La mezcla de proteinas es desnaturalizada al hervirla (100 oc¡ en 
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presencia de SOS y de agentes reductores como 6-mercaptoetanol. La 

unión de los polipéptidos con SOS proporciona una carga negativa 

uniforme que les permite migrar a través del gel de poliacrilamida 

La movilidad es inversamente proporcional al logaritmo de su peso 

molecular. 

Para conocer los pesos moleculares de los polipéptidos que 

constituyen la muestra problema, puede llevarse a cabo por compara

ción con marcadores de peso molecular concocido que corren bajo las 

mismas condiciones electroforéticas. 

Para tener una máxima resolución las muestras son colocadas en 

carriles separados con ayuda de un peine para separar las trayecto

rias en el gel concentrador, lo que crea una frontera acumulando a 

las proteinas en una estrecha zona antes de entrar al gel de corri-

da ó separador. 

1.6) 6n6.li..ais densitomdtrico de los geles teñidos con azul de 

CQQMG&ie. 

Existen una serie de técnicas de tinción para visualizar las 

bandas presentes después de realizada la electroforésis. La sensi

bilidad de cada una de ellas depende de las propiedades de las pro

teínas separadas (Shin y Rucho, 1981). 

La tinción con azul de coomassie es un método muy sensible 

con el que puedeu visualizarse sin problemas polipéptidos en una 

cantidad que varia de 0.5 a 1 µg. El azul de coomassie es un co

lorante no polar, usualmente mezclado con solución de metanol y 

ácido acético glacial para que la fijación y el teñido de las ban

das ocurra simultáneamente. 

El desteñido de los geles (para tener una definición clara de 
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las bandas) se lleva a cabo por difusión empleando una solución que 

contenga isopropanol y ácido acético. Pare un desteñido más rápido 

puede utilizarse una mezcla de metanol y ácido acético, teniendo 

cuidado de que las bandas no sean desteñidas (HIUles, 1981). 

El análisis de los geles puede llevarse a cabo por espectof o

tómetros adaptados para realizar un scanning. Este análisis por 

densitómetros puede realzarse utilizando el gel fresco que es 

colocado en la celda para realizar las lecturas u obteniendo un 

acetato del gel que se coloca de igual forma que el gel fresco, 

pero con la gran ventaja de que el gel fresco se conserva. 

La mayor1a de los aparatos mueven al gel a una velocidad cons

tante perpendicular al rayo de luz (550 nm), el cual es detectado 

por un fotomultiplicador. 

Algunos densitómetros tienen incorporados integradores automá-

ticos que permiten conocer el área bajo cada pico, por lo cual, la 

cantidad relativa de un componente simple en diferentes geles pue

de ser estimado. 

z.- JUSTIPICACIOH 

El cultivo de tejidos vegetales como parte de la biotecnolo

gia vegetal, es una técnica con la que se pueden tener beneficios a 

corto, mediano y largo plazo y nos ofrece la posibilidad de clonar 

plantas con caracteristicas deseables bajo condiciones alllbientales 

controladas y a un plazo menor que las técnicas tradicionales. 

Esta técnica no trata de reemplazar a las técnicas tradicio

nales sino de servir como apoyo para la obtención de variedades me

joradas (calidad de las semillas, resistencia a plagss y enfermeda

des, etc.). Sin embargo, el cultivo de tejidos vegetales presenta 
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En el caso 

las familias con mayor importancia agronómica, come las leguminosas 

y las gramíneas ne han pedido ser regeneradas por esta técnica. 

Tanto los complejos mecanismos de diferenciación celular, así 

come aquéllos que inducen competencia para que una célula pueda to

mar diferentes rutas morfogenéticas no han sido bien entendidos, y 

mientras éstos no sean comprendidos y estudiados representaran 

una de las grandes limitaciones de esta técnica. 

Como consecuencia de lo anterior, es necesario realizar estu-

dios integrales que abarquen desde la expresión fenotípica de las 

células hasta llegar a un nivel genético, en donde todos los pasos 

intermedies estén bien caracterizados. 

Por lo anteriormente expuesto es necesario llevar a cabo es 

tudios que contribuyan al conocimiento de lo s mecanismos de di-

ferenciación celular en plantas, como es el caso de proteínas pre-

sentes o ausentes en callos embriogénicos y no embriogénicos de 

alfalfa. 
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II.- O B J E T I V O S 

2 .1 ) G.enllAl..:.. 

Determinar y analizar las diferencias existentes entre los pa

trones de proteínas de las lineas embriogénicas y no embriogé

nicas de alfalfa durante la fase de inducción del proceso de 

embriogénesis somática. 

2.2) Particulares; 

Obtener una linea celular no embriogénica de Hedicago satiyo 

variedad Moapa. 

Establecer los cambios que ocurren durante el período de 

inducción en la concentración de proteínas en la linea em

briogénica y no embriogénica. 

Determinar las diferencias en el patrón de bandeo y la caneen 

tración de proteínas que se presentan entre las dos lineas. 

III.- H I P O T E S I S 

Si la respuesta del proceso de embriogénesis somática es geno 

tipo dependiente entonces los patrones de bandeo de proteínas de 

lineas embriogénicas y no embriogénicas serán diferentes. 
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IV.- MATERIALES y METODOS 

4.1) Material biológico. 

El material biológico para el presente estudio fueron plantas 

de alfalfa~ lillt.i.l!.¡¡ L. variedad Reagenlander linea A70.34 y 

~ ~ variedad F.1.1 (proporcionadas por el Canadian 

Plant Research Center of Agricultura), además de semillas de 

H. ~ variedad Koapa adquiridas comercialmente. 

4.2) Bl>j;_ablecimiento del cultivo aséptico. 

4.2.l) Preparación de medios de cultivo. 

Los medios de cultivo utilizados para el presente trabajo fue

ron MS (Kurashige & Skooq, 1962), MS modificado (en contenido de 

nitrógeno, Keijer & Brown, 1987) y e 5 (Villegas, 1991, modificado 

de GWllborg, et al, 1968). La composición de los medios se indica 

en el Apéndice l. 

El estado físico de los medios fué de gel sólido, adicionando 

para ello agar Bioxón fundido (9 g/l). Para el caso del MS y del MS 

modificado el pH se ajustó a 5.8 ± 0.1 y el B5 se ajustó a 5.5 ± 

0.1 N con hidróxido de sodio y/ó ácido clorhídrico 0.1 N, y su 

esterilización se realizó a 20lb/pulg2 de presión y l21ºC de tempe

ratura durante 30 minutos. 

4.2.2) Desinfestación del material biológico. 

La esterilización superficial consistió para el caso de pecio

los, en colocarlos primeramente al chorro del agua por 15 minutos, 

en seguida se sumergieron en una solución de hipoclorito de calcio 
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al 4% (p/v) por 6 minutos, con agitación constante; posteriormente 

se realizaron tres lavados con agua destilada estéril. Los pecíolos 

ya desinf estados se sembraron en frascos de vidrio con 9 ml de me

dio de cultivo, colocando de 4 a 5 fragmentos por frasco de 5 a ?mm 

de longitud aproximadamente. 

Para el caso de internodos (linea A?0.34) se colocaron en agua 

jabonosa diluida (3%) por 15 minutos, se sumergieron en una solu-

ción de hipoclorito de sodio comercial al 30% (v/v) (1.8% de cloro 

activo) por 20 minutos agitando constantemente; posteriormente se 

llevaron a cabo tres enjuages con agua destilada estéril y se pro-

cedió a su siembra en frascos o macetas de 70 x 70 x 100 mm con 20 

ml y 50 ml de medio respectivamente. El medio de cultivo para 

internodos fue HS al 50% suplementado con 15 g/l de sacarosa y 

8 g/1 de agar (Bioxón), colocando en cada recipiente de cultivo 

cuatro internados de 1.5 a 2.0 cm cada uno. 

La desinfestación superficial en el caso de semillas de la 

variedad Hoapa consistió en colocarlas en etanol al 70% por 1 ó 2 

minutos, posteriormente se sumergieron en una solución de hipoclo-

rito de sodio comercial al 30% (v/v) (con agitación constante) por 

6 minutos, inmediatamente después se realizaron tres lavados con 

agua destilada estéril y se dejaron por 24 horas en agua estéril 

(esto Ultimo con la finalidad de acelerar la germinación). 

La siembra se llevó a cabo en frascos de vidrio conteniendo el 

mismo medio de cultivo empleado para internados, sembrándose un 

total de 10 a 15 semillas por frasco de cultivo, En el caso de la 

alfalfa variedad F.l.l ya se tenia en condiciones asépticas. 

4.2.3) Condiciones de incubación. 
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La incubación de los cultivos se llevó a cabo bajo un fotope-

riodo luz-oscuridad de 16/8 hrs., a una temperatura de 25 ± 3oc. La 

intensidad luminosa fue de 350 lux, dada por lámparas de luz fria 

colocadas a 30 cm de distancia de los frascos de cultivo. 

4.3) Protocolo de elftbriog~oesis somática de A?0,34 y~ 

El protocolo de embriogénesis somática se divide en tres eta-

pas, de ncuerdo al Diaqra:ma l. 

Para la linea A70.34 el medio de inducción fue B5 suplemen

tado con 1 mg/l de adenina, 0.2 mg/l de cinetina 1 mg/l de 2,4-D y 

9 g/l de agar (Bioxón). 

En el caso de la linea F.l.1, el medio de inducción fue MS su

plementado con 5 mg/l de 2,4-D, 1 mg/l de cinetina y B g/l de agar 

Los medios de desarrollo para cada línea, fueron los mismos de 

inducción, pero sin los reguladores de crecimiento, y agregando 

1.75 g/l de casaminoácidos (Peña, 1988). 

La germinación de embriones se llevó a cabo en MS al 50t 

suplementado con B g/l de agar. 

En cada protocolo se procedió a evaluar los siguientes pará-

metros: 

- Respuesta= de callos con embriones/ I de callos totales x 100; 

- Rendi:aiento= I de embriones totales/ I de callos con embriones; 

- Eficiencia= respuesta x rendimiento 

4.4) selección del gegoplasma no eJlbrioaMico de la variedad 

Para tener una selección correcta del material no embriogénico 



PLANTA • PECIOLO • DESINFESTACION • SIEMBRA EN MEDIO DE INDUCCION 
CBs + 2,4-D + CINETINA) • DIA 18: TRANSPLANTE A MEDIO DE 

DESARROLLO (B5 SIN REGULADORES) • DIA 42: GERMINACION DE EMBRIONES 

'2 
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de Moapa, se sometieron 100 plantas al protocolo de embriogénesis 

somática de F.1.1. 

Las plántulas obtenidas de semillas germinadas en condiciones 

asépticas, a las dos semanas de cultivo se transplantaron de manera 

individual a tubos de ensayo y se sembraron sus peciolos en medio 

de inducción por 18 dias, después de los cuales se pasaron a medio 

de desarrollo. La evaluación se realizó al dia 42 de cultivo. Las 

plantas que resultaron no embriogénicas se transplantaron de 

in lli.tJ::ll. a in J1iltQ para utilizarse como fuente de peciolo. 

4.4.l) Transplante de in vitro a in vivo de la variedad Moapa. 

Las plantas con un buen desarrollo de raices se transplantaron 

a condiciones de invernadero de la manera siguiente: 

Las raices se lavaron perfectamente para retirar todo el agar y se 

colocaron en macetas con una mezcla de tierra-agrolita (l:l) previa 

mente esterilizada en autoclave (20 lb/pulg2 por 30 minutos). 

Las macetas se cubrieron con bolsas de plástico, a las cuales 

se les hacia orificios cada semana para adaptar a las plantas a las 

condiciones ambientales. 

4.5) Prqpagación del material yegetatiyo. 

Para el presente estudio se requirieron grandes cantidades de 

material biológico, por lo que fue necesario su propagación, con el 

fin do tener un abastecimiento constante de peciolos. Para 

conseguirlo se plantearon los siguientes experimentos: 

e) Enraizamiento de internodos de le linea F.1.1 (Tabla 2). 

b) Enraizamiento de internodos de le linee A70.34 (Tabla 3). 
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En cada tratamiento se procedió a evaluar los parametros si

guientes: 

- t de enraizamiento: 

- I de peciolos por explante: 

- Estimacion visual del estado de los peciolos. 

Además de los experimentos descritos, se llevó a cabo una pro

pagación masiva de las dos lineas de alfalfa, siguiendo el protoco

lo respectivo de embriogénesis somática. 

4.6) Manipulación poro usar un solo orotocolo de embrioqánesis 

soadtica. 

Con el propósito de determinar la posibilidad de utilizar un 

solo protocolo de embriogénesis somática, se planteó el experimen

to descrito en la Tabla 4. 

Las tres lineas de alfalfa se sembraron de acuerdo a los cua

tro tratamientos descritos, siendo los testigos los tratamientos A 

y D. La fase de inducción se realizó como se describió anteriormen

te; la de desarrollo, utilizando MS ó B5 sin reguladores de creci

miento según correspondía. La evaluación se realizó el die 42 de 

cultivo. 

4.7) Análisis de proteínas te•pranas. 

Con el objeto de tener marcadores bioquímicos de embriogéne

sis somática entre la linea embriogénica (A70.J4) y la no embriogé

nica (Moapa), se seleccionaron a las proteínas que se sintetizan 

durante los primeros 18 días de cultivo (fase de inducción). A con

tinuación se describen los procedimientos de extracción, cuantifi

cación y caracterización de proteínas. 
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4.7.l) Bxtracción ~e proteínas. 
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La fracción da proteinas extraidas de callos de A70.34 y Moapa 

de 18 dias de cultivo consistió en albuminas. La fracción se extra

jo con amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7 e inhibidores de pro

teasas (EDTA 100 µM y PMSF 200 µM). 

El protocolo de extracción de proteinas se indica en el 

Diac¡raaa 2, todo el proceso se llevó a cabo en fria (0-4 oc¡, 

4.7.2) cuantificación de proteínas por el llétodo de Bradford. 

4.7.2.l) Reactivo de Bradford. 

Se pesaron 200 mg de azul de Coornassie G-250, se disolvieron 

en 100 ml de etanol al 96% con agitación constante, posteriormente 

se adicionó 200 ml de ácido fosfórico al 65 t y se aforó a 2 1 con 

agua bidestilada. La solución se filtró en papel Wattman # 4 y se 

guardó en frasco ambar (Bradford, 1976). 

4.7.2.2) Solución patrón de proteinas. 

Se diaolvieron 25 mg de alb~mina sérica bovina (BSA) en 25 ml 

de solución de cloruro de sodio 0.15 M (concentración final de 1 mg 

por ml). La solución se congeló en fracciones de 1 ml en viales 

Eppendorf. 

4.7.2.3) Obtención de la curva tipo. 

La curva tipo se realizó tomando diferentes alicuotas de la 

solución patrón de proteínas, de acuerdo con el cuadro siguiente: 



PESAR CALLOS DE A70.34 Y MOAPA • EXTRAER CON UN VOLUMEN DE BUFFER 
IGUAL AL PESO DEL TEJIDO • CENTRIFUGAR A 10,000 g/ 30 min 

SOBRENADANTEo Á PASTILLA: 
CONGELAR (FRACCION DE RESUSPENDER EN BUFFER B 
ALBUMINAS) 

SOBRENADANTE: 
CONGELAR (FRACCION DE 
GWBULJNAS) 

• CENTRIFUGAR A 
....,, 10,000 g/ 30 min 

, ~ PASTILLA: 
CONGELAR 

'l?, 
"' 



BSAª Nac1b FDC 
(µl) (µl) 

o 100 -
5 95 20 

10 90 10 
20 so 5 
40 60 2.5 
50 50 2 

•conc•ntre.olOl'I d• UA. • 1 ••U•l 

bconeant.racldn d• Jlacl - 0.1§ M 

ºro • racrt11r M d1lucll!n 
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conc. final de 
BSA (µg/ml) 

o 
50 

100 
200 
400 
500 

A cada muestra se le agregó 5 ml del reactivo de Bradford, se 

homogenizaron en un vortex y se les leyó su absorbancia a 595 nm en 

un espectrofotómetro. Finalmente la curva se ajustó por el método 

de mínimos cuadrados. 

4.7.2.4) cuantificación de proteínas. 

A los extractos provenientes de los diferentes experimentos se 

les cuantificó su contenido de proteínas de la forma siquicnte: 

Se colocaron 10 µl de cada muestra en un tubo de ensayo, se 

les adicionó 90 µl de amortiguador de fosfatos, se agregaron 5 ml 

de renctivo de Bradford, se agitaron en un vortex y se les leyó su 

absorbancia en un espectrofotómetro a 595 nm. La concentración de 

proteinas de cada muestra se obtuvo por interpolación en la curva 

tipo. 

4.7.3) caracterización de proteínas por electroforesis en geles 

de SDS-PAGB. 

Para realizar el seguimiento de las diferencias bioquímicas 

que existen entre callos embriogénicos y no embriogénicos de alfal

fa, se utilizó la técnica de electroforesis en geles de SDS-PAGE, 

bajo condiciones desnaturalizantes, de acuerdo con Laemmli (1970). 



Se empleó una cámara doble (82 X 74 mtn) de electroforesis vertic;B.34 

con un espesor de 1.5 mm para cada gel. Las soluciones utilizadas 

para la electroforesis se enlistan en el Apéndice 2. 

4.7.3.1) Preparación del gel de corrida. 

Los geles de corrida se prepararon al 10, 12 y 14 % (ver Apén

dice 2). La mezcla de polimeros se vació en las placas de electrofo 

resis, perfectamente limpias y montadas en el aparato, se dejó un 

espacio de aproximadamente cm sin llenar para colocar posterior 

mente el gel concentrador. Para que el gel tuviera un frente homogé 

neo se le agregó unas gotas de sos al 2 %. Una vez polimerizndo el 

gel espaciador se retiró el sos y se colocó un peine con un total 

de 10 carriles. El gel concentrador se preparó a una concentración 

del 5% (ver Apéndice 2). 

4.7.3.2) cargado y corrido de las muestras. 

Una vez cuantificados los extractos de proteínas, se prepara

ron para la electroforesis: Las muestras se ajustaron a una concen

tración de 1 µg/ml. De cada muestra se preparó un volúmen total de 

500 µl, tomando la cantidad necesaria de proteinas para tener 500 

µq, más 125 µl de amortiguador de muestra y 25 µl de B-mercaptoeta

nol. Las muestras se agitaron en un vortex por 15 segundos, se co

locaron en un baño de agua hirviendo por dos minutos, se agitaron 

nuevamente y se hirvieron por dos minutos más. 

Las muestras ya preparadas se colocaron en los carriles con 

ayuda de una jeringa Hamilton en un volúmen de 10-20 µl. 

Los marcadores de peso molecular fueron de BRL (Bethesda Re

search Laboratories) y se reconstituyeron en 500µ1 de agua bidesti-
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lada estéril. Para desnaturalizar las proteínas se colocaron 125 µl 

de B-mercaptoetanol, se agitaron en un vortex y se colocaron en ba

ño de aqua hirviendo por 5 minutos. Los marcadores se cargaron en 

un volumen de 5 µl para cada carril. 

Los pesos moleculares de las proteínas utilizadas como marca

dores se enlistan a continuación; 

Proteína marcadora Daltones 

Miosina cadena-H 200,000 
Fosforilasa b 97,000 
Albúmina sérica bovina 68,000 
ovoalbúmina 43,000 
Anhidrasa carbónica 29,000 
B-Lactoblobulina 18,400 
Lisozima 14,300 

Se construyó una curva tipo graficando log10 del peso molecular 

vs distancia a su banda correspondiente, medida a partir del gel 

separado. De la ecuación de la recta para cada gel, se determinó el 

peso molecular para cada proteína en el gel correspondiente median-

te la siguiente fórmula: 

Peso molecular = antilogio (b - lllRf) 

donde: 

b = ordenada al origen. 

m = Pendiente de la recta. 

Rf = Distancia recorrida en el gel por cada proteína (banda)/frente 

En todos los casos, la duración de la corrida fue de aproxima

damente de una hora y media a corriente constante de 150 voltios. 

Pasado este tiempo, los geles se retiraron cuidadosamente de la 

cámara de electroforesis y se les marcó en el extrema inferior iz-

quierdo, respecto al carril l. 

4.7.3.3) Teñido y desteñido de los geles. 
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Los geles se colocaron en recipientes individuales con solu-

ción fijadora-teñidora aproximadamente por dos horas. El desteñido 

de los geles se realizó retirando el colorante y colocándolos en 

la solución desteñidora, hasta obtener una buena definición de las 

bandas de proteínas. 

4.8) Cinética de callos de AZO.J4 y !foapa, 

Con el objeto de tener un seguimiento de la linea embriogénica 

y la no embriogénica y poder determinar los cambios de polipéptidos 

que ocurren durante los estados tempranos de inducción, como sucede 

en los callos embriogénicos y no embriogénicos de arroz (Lian y 

Luthe, 1987), se llevó a cabo una cinética de crecimiento de las 

lineas embriogénica (A?0.34) y no'embriogénica (Moapa), que abarcó 

la etapa de inducción del proceso de embriogénesis somática. 

Se sembraron 120 frascos (60 para AZ0.34 y 60 para Moapa), ca

da uno de ellos con 4 fragmentos de pec1olos,en medio de inducción 

La extracción de proteínas se llevó a cabo conforme a una cinética 

de cultivo; cada tecor d1a partiendo del cero hasta el 18. 

En cada extracción los callos se cosecharon, se pesaron y se 

les cuantificó proteínas y posteriormente se procedió al corrimien

to en geles de SDS-PAGE 10, 12 y 14%. 

De este experimento se realizaron 5 repeticiones de manera in-

dependiente; de los mejores geles se efectuó un análisis densito

gráfico, realizando 20 lecturas/mm. 

4.9) Prueba fisiológica. 

Para observar si el extracto de callos embriogénicos pudiera 

tener algún efecto sobre la inducción de embriones somáticos en la 
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linea no embriogénica, se efectuó una prueba de cultivo colocando 

un extracto de 18 días de cultivo de la línea embriogénica de pro-

teinas en el medio de inducción, en el cual se cultivó la linea no 

embriogénica. 

Se sembraron 320 pecíolos de A70.34 en medio de inducción. A 

los 18 días de cultivo se procedió a la extracción de albúminas. 

El extracto proteico se cuantificó y filtró en papel Wattman 

cuantitativo de diferentes poros. Se preparó medio de inducción 

con el extracto de callos de A70.34 en una proporción de 10-15 % 

v/v. Los peciolos de la linea Moapa se sembraron en este medio y en 

medio de inducción normal como testigo. 

A los 18 días de cultivo se evaluó y se realizó el transplante 

a medio de desarrollo, realizándose la última evaluación el día 42 

de cultivo. 



•pJB 
v.- R B S U L T A D O S y D l S C U S I O H 

5.1) E8brioqénesis so!lática en AZ0.34 y HQDpa. 

La obtención de embriones somáticos a partir de pecíolos de 

plantas de alfalfa, es un proceso bien establecido, para el caso 

de la línea embriogénica A70.34. Esta presenta un alto índice de 

formación de embriones somáticos. Esto ha sido posible debido a 

la serie de cultivos realizados con la finalidad de seleccionar 

aquellas plantas con mayor respuesta y rendimiento, con la posibi

lidad de propagarlas, ya sea por internodos o por embriogenésis 

somática. 

Los indices de respuesta obtenidos en el presente estudio 92 ± 

7.0 con un promedio de 17 embriones por callo y una eficiencia de 

1.672 ± 0.48, en un total de 10 siembras: (Tabla 5) coinciden con 

los reportados anteriormente por Cibrián (1991) y Villegas (1991). 

Bajo las condiciones de cultivo de 18 días en medio de inducción 

(en presencia de reguladores de crecimiento) y 24 días en medio de 

desarrollo (sin reguladores de crecimiento). Estas siembras se 

llevaron a cabo a lo largo de los experimentos de comparación de 

proteínas de callos embriogénicos y no embriogénicos, como contro

les positivos de la formación de embriones somáticos en la linea 

embriogénca A70.J4. 

Para el caso de la alfalfa no embriogénica ~ ~ 

variedad Hoapn, la evaluación llevada a cabo el día 42 de cultivo, 

es la formación de un callo, color amarillento con nula f or-

mación de embriones somáticos (Fiqura 2). La respuesta genotipo-



FIGURA 2.- Callos de 18 dias de cultivo de las líneas 
embriogénica (A70.34) y no embriogénica 
(MOAPA) de alfalfa. Los embriones son 
indicados por flechas. 
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dependiente que se presenta en la inducción de emb~iones somáti

cos por parte de las variedades con mayor contribución genética de 

H· ~ se corrobora en la variedad Moapa, siendo esta una carac

teristica de todas las variedades mexicanas. 

ITABLA s. RESPUESTA, REllDIHIENTO y EFICIRNCIA DE ES-A70.341 

!SIEMBRA RESPUESTA RENDIMIENTO EFICIENCIA 
% 

1 79.3 10 0.79 
2 82.3 14 1.15 
3 90.0 14 l. 26 
4 100.0 15 1.50 
5 100.0 21 2.10 
6 91.6 21 1.92 
7 90.5 20 1.81 
B 97.0 12 1.16 
9 100.0 20 2.00 

10 94.4 27 2.55 

MEDIA 92.51 17 1.67 

D.S. 6.94 5 0.48 

5. 2) Sf11 ección del gennoplasma no el!lbrioaénico de la var Hoana, 

La variedad Moapa es una alfalfa de gran interés agronómica en 

nuestro pais,que desafortunadamente no ha podido ser regenerada por 

cultivo de tejidos vegetales. 

De las 100 plantas probadas con la finalidad de seleccionar el 

material más adecuado para la comparación de callos embriogénicos y 

no embriogénicos, unicamente el 3 % respondieron a la inducción de 
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de ~na estructura semejante a un embrión somático, presentando 

características totalmente opuestas a las de los embriones de 

A?0.34 (anormalidad morfológica, poco desarrollo y 0% de 

conversión, Figura 3). 

Las plantas que presentaron la formación de embriones somáti

cos; se cultivaron -1.n ~ por varias ocasiones, presentando los 

mismos resultados. 

5.3) Propagación del material yegetativp. 

Se requirieron grandes cantidades de material biológico para 

los experimentos de comparación de los extractos de proteínas de 

callos embriogénicos y no embriogénicos, por lo que fue necesario 

propagar las diferentes lineas de alfalfa. 

Uno de los métodos para realizar la propagación, fue llevar a 

cabo experimentos de enraizamiento de internados tanto para la 

linea A70.34 como para la linea F.l.l. 

La alfalfa al ser propagada por internados presenta un bajo 

indice en la formación de raices _in ~ (Pefia, 1988) por lo que 

se trató de lograr una mayor formación del sistema radicular. Esto 

conlleva a la formación de la parte aerea de la planta, incluyendo 

peciolos que es el inóculo empleado para la inducción de embriones 

somáticos. 

Los resultados obtenidos para la linea F.1.1 fueron O % de 

formación de raices. 

La linea A70.34 mostró mayor formación de raices comparada con 

la linea F.l.l, sin embargo, no fueron suficientes para lograr el 

trasplante de las plantas a condiciones ambientales, Tabla 6. 



FIGURA 3.- Embrión somático de MOAPA de 18 dias 
de cultivo. 
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1 TABLA 6. RESULTADOS DEL EllRAIZAKJ:Bll'l'O DE A70. 341 

TRATAMIENTO % ENRAIZAMIENTO PECIOLOS ESTADO 

A-1 o 7 ++ 

A-2 25 8 + 

B-1 25 15-20 +++ 

B-2 37 .s 12 ++ 

C-1 o 9 ++ 

c-2 12.5 10 + 

D (control) o 5 + 

+ pooo v1QOr'09-0 

+++ Muy v190roeo 

El tratamiento que mostró mejores resultados en cuanto a la 

formación de peciolos (tomando como criterio el número y el estado 

de peciolos por inóculo) fue utilizando un solo regulador de cre

cimiento (AIB, o.osmg/l) con concentración de sacarosa de 15g/l; el 

número de peciolos por inóculo fue de 15 a 20 siendo muy vigorosos 

Por el contrario el tratamiento utilizando AIB a una caneen-

tración 0.02 mq/l y 15 g/l de sacarosa mostró ser el menos eficien

te, presentando la formación de a peciolos por inóculo con un 

buen estado. 

Ninguno de los tratamientos realizados en la obscuridad dio 

resultados favorables, el enraizamiento presentado fue de un 0% con 

la formación de peciolos cloróticos y de 2 a 3 por inóculo. 

Por los resultados anteriormente descritos, la propaqación del 

material biológico para el abastecimiento posterior de peciolos se 

realizó para la linea A?0.34 con AIB (O.OS mq/l). La linea F.l.1 se 

propagó conforme a su protocolo de embriogénesis somática. 
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5.5) Honipulacidn nora usnr un GOlo protocolo de eabrfogénesis 

sowdtica. 

Con la finalidad de poder comparar las lineas embriogénicas y 

no embriogénicas bajo las mismas condiciones; se planteó la posibi

lidad de utilizar un solo protocolo de embriogénesis in ldJa:¡;¡ para 

las dos lineas embriogénicas (A70.34 y F.l.l). La linea no embrio

génicas se cultivo bajo las ruismas condiciones de cultivo que 

las anteriores. 

Los controles tanto para la linea A70.34 (respuesta 97% y ren

dimiento 12) como para la linea F.l.l (respuesta 98% y rendimiento 

15) mostraron ser superiores. El tratamiento colocando a la linea 

A70.34 en el protocolo de F.l.l tuvo una respuesta de 80% con un 

rendimiento de 10; sin embargo, los embriones fueron mofológicamen

te anormales y poco desarrollados, Tabla 7. 

Tl\BLA 7, RESULTADOS KANIPULAclOH PARA USAR Ull SOLO 
PROTOCOLO DE EMBRIOGEHESIS SOllATICA. 

LINEA F.l.l 

MS 
MEDIO 

l 2* 

RESPUESTA % o 98 

RENDIMIENTO - 15 

EFICIENCIA - 1.47 

1,. 2,4-D 11 '1114/11 + Cln•tln• (0.02 1tq/l)o 

2 • 2,•·1> es 99¡11 + C1-Un• 11 1114/11. 
• .. conttol. 

B5 

l 

o 

-
-

A70.34 

MS B5 

2 l 2 l* 2 

60 66 80 97 o 

5 7 10 12 -
0.3 0.42 o.so 1.16 -



·p45 
A?0.34 utilizando el medio MS pero con la concentración normal 

de hormonas (l mg/l 2,4-D y 0.02 mg/l cinetina) tuvo 66% y 7 de 

respuesta y rendimiento respectivamente; siendo este resultado in-

ferior al control. La misma linea en el medio de cultivo 85 pero 

con la concentración de hormonas quintuplicada mostró oKidación 

total. 

F.1.1 en MS y B5 con una concentración de hormonas reducidas 

(l mg/l de 2,4-D y 0.02 mg/l cinetina) mostraron oxidación total; 

el tratamiento en 85 con 5 mg/l de 2,4-D y l mg/l de cinetina tuvo 

una respuesta de 60% con un rendimiento de 5, sin embargo, los 

embriones mostraron ser poco desarrollados y anormales. 

Los resultados descritos anteriormente, se pueden deber a 

las siguientes causas: 

a) La concentración de reguladores de crecimiento para cada sistema 

es diferente por lo que al alterarse (aumentando o disminuyendo 

resultan insuficientes o tóxicos para el inóculo empleado. 

b) La composición de medios de cultivo B5 (A?0.34) y MS (F,l.l) 

varia para cada sistema de embriogenésis, por lo que al intercam

biarse la composición de nitrógeno total para cada sistema se ve 

afectada la inducción de embriones somáticos. 

c) Otra caracteristica a la que puede deberse la anormalidad de los 

embriones somáticos obtenidos es que al quintuplicarse la concen

tración de 2,4-D, este aumenta el numero de embriones con morfo

logia anormal; esto no es solo una caracteristica de este sistema, 

ya que en zanahoria (Sung y Okimoto, 1984) para obtener embriones 

con morfoloq!a mas normal se requiere una concentración definida de 

la auKina. Asi mismo, el inóculo debe estar en contacto por corto 

tiempo con el regulador de crecimiento. 
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Todos estos resultados nos indican que como se menciona en la 

literatura son tres los factores que intervienen en la regeneración 

de embriones somáticos: tipo y concentración de auxina utilizada, 

la concentración de citocinina exógena y el nivel de nitrógeno 

total. 

5.5) Análisis de proteínas tempranas. 

5.5.1) cuantificación de proteínas. 

Para cada extracción de proteínas se realizó su curva tipo 

respectiva, por duplicado (12 en total) mostrando un patrón repro

ducible. El valor promedio de la pendiente fue de 0.009 ± 0.0016, 

el de la ordenada al origen fue de o.027 ± 0.022 y el coeficiente 

de correlación de 0.993 ± 0.0049. La curva tipo fue lineal en el 

intervalo de 0-50 µg de proteínas, Figura 4. 

5.5.2 Análisis de proteínas por electroforésis en SDS-PAGE. 

Por medio de este análisis fue posible apreciar la diferente 

composición y patrón polipeptidico de los extractos de callos 

embriogénicos y no embriogénicos. 

El logia del peso molecular de los marcadores utilizados se 

presenta en la Tabla e. 

Las curvas tipo utilizadas en la determinación del peso mole

cular de las proteínas de la linea embriogénica (A70.34) y no em

briogénica (Moapa) se muestran en las Figuras 5 y 6 respectivamente. 



, . r 

~"i / 

1 º'/ º·' 

0.01•0-~--~~,,-~-~-

µe/mi 

FIGURA 4 • CURVA TIPO UTILIZADA EN LA EVALUACION 
DEL CONTENIDO DE PROTEINAS EN CALLOS EMBRIOGENICOS 
Y NO EMBRIOGENICOS DE ALFALFA. 
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FIGURAS 5 Y 6 • CURVAS TIPO UTILIZADAS EN LA 
DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LAS PROTEINAS 
DE LOS CALLOS DE A7D.34 Y DE MOAPA. 
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TABLA 8. LOG10 DE LOS 
MARCADORES DE PESO MOLECULAR 

PESO MOLECULAR LOG P.M. 
(kD) 

200 5.30 
97.4 4.98 
68 4.83 
43 4.63 
29 4.46 
18.4 4.26 

5.6) Resultados de la cinética de callos. 
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La comparación de callos embriogénicos y no embriogénicos de 

alfalfa, se llevó a cabo mediante una cinética de cultivo, reali

zándose las cosechas cada tercer dia durante la fase de inducción 

del proceso de embriogénesis somática. La evalución de este experi

mento se llevó a cabo tomando los siguientes aspectos: 

a) Morfológico. 

b) Patrón de expresión cualitativo de proteinas a lo largo del 

cultivo para cada linea. 

c) Patrón de expresión cuantitativo de proteinas a lo largo del cul 

tivo para A70.34 y Moapa. 

d) comparación a nivel cualitativo de proteinas presentes y ausen

tes en la linea embriogénica y no embriogénica. 

5.6.1) Evaluación de las características morfolóqicas de callos 

embriogénicos y no embriogénicos. 

Los resultados obtenidos a nivel morfológico durante la ciné

tica de cultivo se presentan para A70.34 y Moapa en las Tablas 9 y 

10 respectivamente. 



OIAS 

o 
.. 

3 

6 

9 

12 

15 

18 

MORPOLOGIA DB A70.34 OORAllTB LA CIKBTICAI 
DB CULTIVO. _ 

MORFOLOGIA 

Inóculo de color verde intenso, de 
consistencia dura y con una lonqi-
tuds aproximada de 7-8 mm • 

Inóculo de color verde intenso, de 
consistencia dura, con regiones de 
color blanquecino en las zonas de 
los cortes. 

Inóculo de color verde más intenso 
con un liqero abultamiento en la 
zona central y reqiones de color 
amarillo en las zonas de los cortes 

Inóculo de color verde intenso con 
un notable abultamiento en la re-
qión central, en las zonas del -
corte la coloración del esqueleto 
del peciolo es blanquecina. En es-
te dia de cultivo la proliación -
celular empieza a ser visible. 

Inóculo de color verde muy hincha-
do, la reqión central destaca por-
su alta proliferación celular,-
aunque, tambián se observa en las 
del corte. En la masa callosa se 
distinquen qrupos celulares amari-
llos y verdes. 

Callo con rápida proliferación -
celular, friable de color amarillo 
claro, con qrupos de células que -
todavia conservan el color verde. 
En esta etapa empiezan a ser visi-
bles zonas de color verde intenso-
que corresponden a los primeros -
estadios de desarrollo de los em-
briones somáticos. 

Callo bien formado de color amari-
llo crema y aspecto friable. En -
esta etapa son claramente visibleB 
los embriones somáticos con una --
morfoloqia bien definida que ----
corresponde a los estadios qlobular 
de corazón y torpedo. 
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10. MORPOLOGIA DE MOAPA DURANTE LA CIHETICA DE 
CULTIVO. 

DIAS MORFOLOGIA 

Inóculo de color verde intenso, de 
o consistencia muy dura y con una 

lonqitud aproximada de 7-8 mm. 

Inóculo de color verde intenso, de 
3 consistencia dura, con regiones de 

color blanquecino en las zonas de 
los cortes. 

Inóculo de color verde más intenso 
con un liqero abultamiento en la -

6 zona central y reqiones de color -
amarillo claro en los bordes de -
las zonas de corte. 

Inóculo de co!or verde intenso con 
un notable abultamiento en la re--
qión central, en las zonas dal --

9 corte la coloración del esqueleto-
del peciolo es blanquecina. En es-
te dia de cultivo la proliferación 
celular empieza a ser visible. 

Inóculo de color amarillento hin-
chado, la reqión central destaca -
por su alta proliferación celular 

-12 aunque, también se observa en las 
del corte. En la masa callos 
solo se distinquen qrupos de célu-
las de color amarillo. 

Callo con rápida proliferación -
celular, mucho más abundante que -
callo de A70. 34 de células de co-
lor amarillento claro. En esta -

15 etapa no se encuentra ninqun indi-
cio de formación de embriones so--
máticos. 

Callo bien formado de color ama--
rillo muy claro, con reqiones de -
color rosado. Nula formación de em-

18 briones somáticos. En esta etapa -
las diferencias entre un callo em-
brioqénico y no embrioqénico son -
más sobresalientes. 
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!TABLA 10. MORFOLOGIA DE MOAPA DURAlfTE LA CIKETICA DE 
. CULTIVO. 

DIAS MORFOLOGIA 

Inóculo de color verde intenso, de 
o consistencia muy dura y con una 

lonqitud aproximada de 7-B mm. 

Inóculo de color verde intenso, de 
3 consistencia dura, con regiones de 

color blanquecino en las zonas de 
los cortes. 

Inóculo de color verde más intenso 
con un ligero abultamiento en la -

6 zona central y regiones de color -
amarillo claro en los bordes de -
las zonas de corte. 

Inóculo de color verde intenso con 
un notable abultamiento en la re--
qión central, en las zonas del --

9 corte la coloración del esqueleto-
del peciolo es blanquecina. En es-
te día de cultivo la proliferación 
celular empieza a ser visible. 

Inóculo de color amarillento hin-
chado, la reqión central destaca -
por su alta proliferación celular 

-12 aunque, también se observa en las 
del corte. En la masa callos 
solo se distinguen qrupos de célu-
las de color amarillo. 

Callo con rápida proliferación -
celular, mucho más abundante que -
callo de A70. 34 de células de co-
lor amarillento claro. En esta -

15 etapa no se encuentra ninqun indi-
cio de formación de embriones so--
máticos. 

Callo bien formado de color ama--
rillo muy claro, con regiones de -
color rosado. Nula formación de em-

18 briones somáticos. En esta etapa -
las diferencias entre un callo em-
brioqénico y no embrioqénico 
más sobresalientes. 

son -
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Las diferencias que se observan en ambas lineas de alfalfa 

empiezan desde la planta misma, la Moapa presenta hojas y peciolos 

de mayor tamaño, lo que la hace un forraje de mejor calidad, por lo 

que es una variedad de gran importancia agronómica. En tanto que la 

linea embriogénica sus peciolos y hojas son pequeños y no es de im

portancia agronómica. 

En cultivo las diferencias entre ambas lineas se observan a 

partir del día 12, las zonas celulares de color verde que son tan-

evidentes en A?0.34 en Moapa no aparecen. A partir del dia 15 las 

diferencias son más notorias presentando la linea embriogénica los 

primeros indicios de embriones somáticos, el callo es pequeño a 

comparación del callo de Moapa que tiende a ser muy abundante. Esto 

se ha observado en otras especies en donde un callo no embriogénico 

es más abundante que el callo que dara origen a la formación de em

briones somáticos. Al dia 18 de cultivo en la linea embriogénica 

aparece una intensa proliferación de centros meristemáticos, que 

originaran los embriones somáticos, ccta característica se presenta 

hasta el dia 35 de cultivo, por lo que los embriones se encuentran 

durante la fase de desarrollo en diferentes estadios. Esta es una 

caracteristica de todos los sistemas de embriogénesis somática des-

critos en la literatura, es decir como un proceso asincrónico 

(Alllllirato 1987, Evans, 1981). 

Por el contrario, la linea no embriogénica presenta un callo 

abundante de color amarillo con nula formación de embriones somáti-

cos. 
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5.6.2) Patrón de expresión cualitativo de proteínas a lo largo 

del cultivo. 

El análisis de resultados a nivel cualitativo y cuantitativo 

se llevó a cabo mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 

bajo condiciones desnaturalizantes. Los geles se corrieron al 10, 

12 y 14%; teniendo una mejor resolución de los polipéptidos de in

terés en los geles al 14%. Debido a que las proteínas que se pre

sentaron durante la cinética de cultivo fueron de bajo peso mole

cular, fue necesario disminuir el poro del gel de poliacrilamida 

aumentando la concentración total de acrilamida. En aquellos geles 

donde la resolucion fue óptima se les practicó un análisis densito

métrico. 

En alfalfa A?0.34, el análisis de proteínas muestra un patrón 

de cambios durante el tiempo de duración de la cinética de cultivo 

(Tabla 11 y figura 7). 

TABLA 11. PATRON DE APARICION DE PROTEINAS DURANTE LA 
CINETICA DB CULTIVO PARA A7D.34 

DIAS o 3 6 9 12 15 18 

p 83 83 83 83 83 83 
R 
o 61 61 61 61 61 61 61 
T 51 51 51 
E 46 46 46 46 46 46 
I 40 40 40 40 40 40 
N 32 32 32 32 32 32 32 
A 28 28 28 28 27 
s 26 26 26 26 26 26 26 

15 15 15 15 15 15 15 



FIGURA 7.- Patrones electroforéticos durante la cinética 
de cultivo para A70.34. El contenido de proteínas fué de 10 
µg/carril: 1 = Peciolo de O dias de cultivo, 2 = Callo de 3 
dias, 3= Callo de 6 dias, 4= Marcadores de peso molecular 
conocido, 5= Callo de 9 dias, 6= Callo de 12 dias, 7= Ca
llo de 15 dias y 8= Callo de 18 dias de cultivo. 
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Los cambios más evidentes se presentan el dia 3 de cultivo, 

en donde aparecen 5 nuevos polipéptidos cuyos pesos moleculares 

son: 83, 46, 40 y 28 kD. A los dias 6, 9, 12, 15 y 18 de cultivo 

éstas se mantienen junto con otros 4 polipéptidos que están presen

tes desde el dia O de cultivo (61, 32, 26 y 15 kD) hasta el dia 18 

de cultivo. 

una proteina de interés es la de 51 kD que está presente du

rante el dia o, desaparece el día 3 y vuelve aparecer el día 9, 

posteriormente desaparece y aparece nuevamente el día 18 de cultivo 

Según la clasificación de oanielson, 1976 estas proteinas co

rresponderian a las propias del metabolismo de la planta, que posi

blemente juegan un papel estructural o enzimático incluyendo la 

sintesis de proteinas de reserve. 

Los posibles candidatos que podrían tener un papel regulatorio 

serian los polipéptidos que Ge sintetizan de novo el día 3 de cul

tivo, que nos indica un cambio a nivel metabólico del tejido. 

La línea no embriogénica también muestra un patrón que cambia 

durante la fase de cultivo; también los cambios más evidentes se 

presentan el dia tres de cultivo en donde aparece un total de 5 

polipéptidos cuyos pesos moleculares son: 75, 42, 37, 26, y 15 kD 

(Tabla 12 y Figura 8). Lae.r..roteinas que se mantienen a lo largo 

del cultivo son: 75 42, 37, 26 ,15 (aparecen a partir del dia 3), 

55, 29 y 24 (aparecen desde el dia O de cultivo). 

La proteína de 46 kD aparece el día cero, desaparece y vuelve 

aparecer el día 9 de cultivo, sin embargo, esta ya no vuelve 

aparecer como es el caso de la proteína de 51 kD de la linea 

embriogénica. 



FIGURA 8.- Patrones electroforéticos durante la cinética 
de cultivo para Moapa. El contenido de proteinas fué de 10 
µg/carril: 1 = Peciolo de O dias de cultivo, 2 = Callo de 3 
dias, 3= Callo de 6 dias, 4= Marcadores de peso molecular 
conocido, 5= Callo de 9 dias, 6= Callo de 12 dias, 7= Ca
llo de 15 dias y 8= Callo de 18 dias de cultivo. 
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TABLA 12. PATRON DI! APAIUCIOH DI! PROTl!IllAS DURANTI! LA 
CIHETICA DI! CULTIVO PARA MOAPA 

DIAS o 3 G 9 12 15 18 

p 75 75 75 75 75 75 
R 
o 55 55 55 55 55 55 55 
T 46 46 
E 42 42 42 42 42 42 
I 37 37 37 37 37 37 
N 29 29 29 29 29 29 29 
A 26 26 26 26 26 26 
s 24 24 24 24 24 24 24 

15 15 15 15 15 15 
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5.6.3) Patrón de expresión cuantitativo de proteinas a lo largo 

del cultivo. 

5.6.3.l} Cuantificación de proteinas totales a lo largo de la 

cinética de cultivo. 

Los extractos de proteinas totales se cuantificaron durante 

los dias de duración de la cinética de cultivo, los resultados se 

presentan en la Figura 9 • 

De manera general se observa que la linea embriogénica pre-

senta mayor contenido de proteinas totales con respecto a la linea 

no embriogénica¡ esto no es un caso exclusivo para alfalfa sino de 

manera general se hn visto que un callo embriogénico mestra mayor 

contenido de proteínas que uno no embriogénico; en el caso de arroz 

(Lian y Luthe,1987), y zanahoria en donde no solo los niveles de 

sintesis de proteínas se incrementaron sino también los 

(FUjimora et al., 1980). 

de RNA 
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FIGURA 9.- Variación en la concentración de 
proteínas durante In cinética de 
cultivo. 
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En la Figura 9 
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se observa que en las dos lineas celulares 

existe un descenso en la concentración de proteínas hasta llegar a 

un pico el dia 9 de cultivo, sin embargo, la concentración total de 

proteínas es como se indicó anteriromente muy superior para la 

linea embriogénica. En otro trabajo anterior (Hernández, 1989) don

de se realizó un estudio a nivel de microscopia óptica y electróni-

ca, a lo largo del cultivo se observó la presencia de centros 

meristemáticos, que son los centros de origen de los embriones 

somáticos, durante la fase de inducción en alfalfa; sin embargo, no 

reportan el día de cultivo que empiezan a ser visibles por micros

copia óptica, por lo que seria de gran interés para realizar un es

tudio con finalidad de conocer si conoide con el incremento en la 

concentración de proteinas que se observó el dia 9 de cultivo. 

5.6.3.2) Cuantificación 

densitográfico. 

relativa de proteínas por análisis 

La cuantificación relativa de los polipéptidos se llevó a 

cabo midiendo el incremento o decremento a lo largo de la cinética. 

Los resultados para la línea embriogénica se muestran en la Tabla 

13 y Apendice 3, Densitogramas 1-8. Para la linea no embriogénica 

en la Tabla 14 y Apendice 3, Densitogramas 9-16. 

La concentración de proteinas para A70.34 del dia O al dia 3 

de cultivo muestra una disminucl.ón aproximada del 50% para los po

lipéptidos. Todas los poliéptidos presentes en la linea embriogéni-

ca muestran un aumento en su concentración, aproximadamente de 30-

40%, en el dia 15 de cultivo, este aumento puede deberse a la apa

rición de los primeros embriones somáticos. 

Se observan polipéptidos cuya concentración se mantiene casi 



TABLA 13. COHCEHTRACIOH RELATIVA DE LAS PRO'l'l!IHAS DE A70.34 
A LO LARGO DEL CULTIVO. 

PROTEINA o 

83 NP 

61 100 

51 100 

46 NP 

40 NP 

32 100 

28 NP 

26 100 

15 100 

lta•ul.tadaa dadoa an \ 

WP,. •o praaanta 

DIAS 

3 6 

100 100 

72 64 

NP NP 

100 140 

100 140 

50 68 

100 130 

58 80 

50 80 

9 12 15 18 

100 100 140 100 

61 57 81 46 

63 NP NP 50 

140 140 200 100 

125 120 160 85 

68 68 so 47 

110 100 120 NP 

60 53 70 44 

71 71 100 47 
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constante a lo largo del cultivo como es el de 83 kD, en 

cambio existen otros con gran variación en su concentración como 

son: 61, 51, 40, 32, 28, 26 y 15 kD. 

El polipéptido de 60 kD disminuye su concentración conforme 

avanza el tiempo del cultivo, con excepción del dia 15 que mues-

tra un incremento. 

El polipéptido de 46 kD se presenta a lo largo del cultivo, 

sólo esta ausente al día O; su peso molecuar coincide con uno de 

los monómeros de actina por lo que para investigaciones poste

riores seria de interés comprobarlo mediante una electrotransf eren

cia utilizando un anticuerpo contra actina. su concentración se in-

crementa a partir del dia 6 con un pico del doble de concentración 
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el día 15 de cultivo. 

El de 15 kD muestra incrementos importantes no solo el día 15 

sino también el día 6 de cultiva. 

Para el caso de la línea no embriogénica (Moapa) la concentra

ción de proteinas se mantiene más constante que para A70.34; el in

cremento que se observó el día 15 de cultivo en A70.34, en Moapa se 

observa un descenso en la concentración de proteinas ya que en esta 

fase no existe la formación de embriones somáticos. 

El poliéptido de 55 kD al igual que el de 61 en A70.34 también 

disminuye su concentración conforme avanza el tiempo del cultivo; 

pero su descenso es menos brusco que para la linea embriogénica. 

TABLA 14. CONCENTRACION RELATIVA DE LAS PROTEINAS DR KOAPA 
A LO LARGO DEL CULTIVO. 

PROTEINA o 3 

75 NP 100 

55 100 95 

46 100 100 

42 NP 100 

37 NP 100 

29 100 100 

26 HP 100 

24 100 128 

15 NP 100 

ll:Hlllt.do• ckdo9 •n par-.nuj• 

W" Wo pr..•nt.• 

DIAS 

6 

128 

100 

NP 

120 

115 

120 

110 

143 

126 

9 12 15 18 

126 100 95 83 

110 100 86 69 

120 NP NP NP 

130 130 118 100 

119 119 100 100 

140 135 121 100 

110 110 91 89 

133 133 115 NP 

114 112 93 75 
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El de 15 kD muestra incrementos importantes no solo el dia 15 

sino también el dia 6 de cultivo. 

Para el caso de la linea no embriogénica (Moapa) la concentra-

ción de proteínas se mantiene más constante que para A?0.34; el in

cremento que se observó el día 15 de cultivo en A?0.34, en Moapa se 

observa un descenso en la concentración de proteínas ya que en esta 

fase no existe la formación de embriones somáticos. 

El poliéptido de 55 kD al igual que el de 61 en A70.34 también 

disminuye su concentración conforme avanza el tiempo del cultivo; 

pero su descenso es menos brusco que para la linea embriogénica. 

El poliéptido de 15 kD aparece hasta el dia 3 de cultivo pero 

su concentración se mantiene prácticamente constante can una ligera 

disminución los dia 15 y 18. Para el caso de la linea embriogénica 

este aparece desde el día o de cultivo pero su concentración dismi

nuye el día 3, incrementandose los días 6, 9, 12 y 15 de cultivo. 

Al igual que otros sistemas que tienen la capacidad de inducir 

la formación de callo embriogénico y no embriogénico existen poli-

péptidos cuya concentración es mayor en los callos que tienen la 

capacidad de formar embriones somáticos, tal es el caso de callos 

de arroz; en donde un polipéptido de 40-44 kD es más abundante en 

el callo embriogénico (Lian y Luthe, 1987). 

Los polipéptidos que se incrementan durante el cultivo para la 

linea embriogénica (51 y 40kD) serian candidatos para investigacio

nes posteriores con la finalidad de precisar si tienen un papel 

estructural o enzimático; ya que en otro trabajo realizado por 

Kocbba et al., 1977 en naranja "Shamouti 11 encontró que la actividad 

de la peroxidasa se incrementa en el tejido embriogénico. 

Al sobreponer los densitogramas comparando por dias de cultivo 
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cada linea, se puede observar que los patrones polipetidicos son 

casi idénticos, sin embargo, existe una heterogeneidad en los pesos 

moleculares que presentan las bandas, esto se puede atribuir a que 

son variedades diferentes, ya que en otro trabajo realizado 

con M. satiya y M. falcata, la subunidad pequeña de la enzima Ribu

losa 1,5 bifosfato carboxilasa-oxidasa presenta diferente peso 

molecular para cada especie, lo que los autores sugieren que puede 

tener un significado adaptativo (Daday y Whitecross,1985). 

5.6.J.J) Comparación a nivel cualitativo de proteinas presentes 

y ausentes en A?0.34 Y Moapa. 

El interés principal del presente trabajo fue la comparación de 

extractos proteicos de callos embriogénicos y no embriogénicos de 

alfalfa; estos resultados se presentan en la Tabla 15. 

Durante los días de cultivo se observa la aparición de bandas 

presentes en la línea embriogénica y no embriogénica. 

En el dia o de cultivo la proteina presente en A70.J4 es de 

15 kD, que aparece hasta el d1a 3 de cultivo en la linea no embrio~· 

génica. Otro polipéptido de interés en A70.J4 es el de BJ kD que 

unicamente se presenta en A?0.34 a todo lo largo del cultivo y se 

podría considerar como especifica del callo embriogénico. En otros 

sistemas de embriogénesis somática como zanahoria, chícharo, pasto 

(~ glornerata L.) y arroz también se encontraron proteinas es 

pacificas del tejido embrionario, Tabla 16. 

Pa~a el caso de la linea no embriogénicas presentaron protei-

nas especificas; un polipéptido de 75 kD que se encuentra los dias 

9, 12 y 15 de cultivo unicamente en Moapa y de 24 kD el dia 18 de 

cultivo. Todos estos polipéptidos junto con el BJ kD de A70.J4 son 



TABLA 15. COMPARACIOH DB LA PRBSBHCIA DB PROTBIHAS 
BQUIVALBllTBS BNTRB Ll\.S DOS LillBAS DB 
ALPALFA 

DIA A70. 34 MOAPA A70.34 vs MOAPA vs 
MOAPA A70.34 

EQUIVALENTES DIFERENTES 

61 55 
o 51 46 

32 29 
26 24 

15 

83 
75 

61 55 . 

46 42 
3 40 37 .. 

32 29 
28 26 
26 24 
15 15 

83 
75 

61 55 
46 42 

6 40 37 
32 29 
28 26 
26 23 
15 15 

83 
75 

61 55 
51 46 

9 46 42 
40 37 
32 29 
28 26 
26 24 
15 15 
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Continuación 

DIA A70,34 MOAPA A70.34 vs MOAPA vs 
MOAPA A70.34 

EQUIVALENTES DIFERENTES 

83 
75 

12 61 55 
46 42 
40 37 
32 29 .·. 

28 26 
26 24 
15 15 

83 
75 

61 55 
15 46 42 

40 37 
32 29 
28 26 
26 24 
15 15 

83 
75 75 

61 55 
51 

18 46 42 
40 37 

32 29 
26 

26 24 
15 15 



TABLA 16. COKPARACIOH DE PROTEIHAS DE TEJIDO EHBRIOGENICO 
Y HO EHBRIOGEHICO EH DIFEREHTES ESPECIES. 

ESPECIE T. EMBRIO. T. NO EHBRIO. REFERENCIA 

Arroz 54 y 24 22.7 Lian y 
Luthe, 1987 

Chicha ro 70 y 45 stirn y Ja-
cobsen,1987 

Pasto 12,19,21,23 22,49,y 51 Hahne, 1988 
24,26,27,31 
32,36,70 

Zanahoria 77 y 43 24 sung et al. 
1981 
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candidatos para estudios más detallados con la finalidad de seguir 

su sintesis durante el proceso de embriogénesis somática. 

El polipéptido de 83kD puede tener funciones de desarrollo más 

que de una prote!na estructural o enzimática y por el contrario las 

de 75 y 24 kD pueden tener papeles como supresores del desarrollo 

como se ha indicado en otros sistemas modelo de embriogénesis 

somática (Jung y Zung, 1984). 

Aunque se encontraron diferencias durante la cinética de 

cultivo, no es posible precisar el papel biológico que tienen éstos 

polipéptidos, es necesario realizar estudios más detallados para 

poder definir la función especifica que tienen durante todos los 

cambios a nivel bioquímico y molecular que existen durante la di

ferenciación. Además de poder establecer si pueden utilizarse como 

marcadores bioqímicos ya sea de diferenciación 6 para establecer 

dif erenrencias cuando una célula se encuentra en estadio competente 
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o determinado. 

Al analizar los datos de la tabla 16, los diferentes sistemas 

de embriogénesis somática presentan proteinas diferentes en el 

tejido embriogénico y no embriogénico, sin embargo, en nin9un 

trabajo se especifica la función que tienen estos durante el 

el proceso de embriogénesis in yjja:Q además tampoco se 

especifica si son proteínas nucleares,citoplasmicas o de superficie 

Los procesos de diferenciación en animales están mejor 

estudiados que en plantas, en estos se sabe el papel dinámico que 

juega la matriz extracelular en el desarrollo, la cual esta com

ta por una red fibrilar de proteoglicanos, y glicoproteinas entre 

las que encontramos moléculas de adhesión celular (CAMs) y 

moléculas de adhesión superficial (SAMs) incluyendo colágena (una 

glicoporoteina rica en hidroxiprolina) (Edelmnn, 1988). Las CAMs 

son moléculas de superficie celular que median interacciones entre 

las células y las unen de manera homofili~a; hay una familia de 

CAMs entre las que podemos incluir a la superfamilia de las 

inmunoglobulinas. Las SAMs son glicoprote1nas secretadas en la 

matriz extracelular e interactuan con la 

trasmembranales conocidos corno integrinas. 

SAMs podemos citar a la fibronectina y la 

1986). 

células via receptores 

Como ejemplos de las 

vitronectina (Edelman, 

En trabajos recientes se ha enfocado la importancia que tiene 

la pared celular (matriz extracelular ) en plantas como un modelo 

similar al propuesto por Edelman, ya que los primeros indicadores 

de diferenciación 'involucran cambios en la pared celular, en 

su forma, medida y grosor asi corno en sus propiedades químicas. 
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De hecho la mayoría de los tipos celulares que existen en plantas 

pueden ser definidos por la composición que existe a nivel de 

superficie (Lord y Sanders, 1992). Por lo que seria de gran impor

tancia el conocer si las proteínas especificas de tejido embriogé

nico corresponden a proteínas de superficie ya sea de pared celular 

o membrana plasmática. 

De manera general se conoce que estas proteínas son extensi

nas, arabinogalactanas, proteínas ricas en glicina y ricas en 

prolina que se encuentran en plantas a nivel de superficie y 

que estan involucradas en el desarrollo vegetal, (Knox, 1990), por 

lQ que seria de gran interés para los diferentes sistemas de em

briogénesis somática ver si las proteínas 11 embriogenicas11 son 

de superficie celular. 

5.7) Prl,\eba fisiológica. 

Con la finalidad de observar si el extracto de 18 días de 

cultivo de la línea embriogénica, tuviera alqun efecto sobre la 

inducción de embriones somáticos de la linea no embriogénica: un 

extracto de A70.34 se colocó en el medio de inducción de Moapa. En 

otra serie de estudios realizados por Cibrián (1991) y García 

(1993), se probó el efecto de semillas de alfalfa de diferentes 

estadios de desarrollo en la síntesis y acumulación de proteínas de 

reserva obteniéndose en algunos casos resultados positivos, depen

diendo del estadio de la semilla colocada en el medio de inducción 

en la expresión de proteínas de reserva. 

La concentración de proteínas colocada en el medio de induc

ción fue de 2.3 mg/l de los callos de A70.34 de lB dias de cultivo. 

La linea no embriogénica se sembró en este medio durante la fase de 
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inducción, posteriormente se realizó la extracción de proteínas de 

una parte del cultivo, dejando la otra mitad del cultivo como con

trol,a la cual se efectuó el tranplante a medio de desarrollo basal 

El control presentó exactamente los mismos resultados que los 

cultivo& sin extracto de callos de A70.34, es decir nula formación 

de embriones somáticos, solo que el callo permaneció con un color 

verde durante más días de cultivo (20 días). 

El extracto de proteínas se corrió en un gel de poliacrilamida 

al 10% bajo condiciones desnaturalizantes (Fiqura 10). El patrón de 

bandeo que muestra Moapa con o sin extracto proteico de 18 dias de 

A?0.34 es exactamente el mismo; por lo que no se obtuvo una respus

ta en la inducción de embriones somáticos con extracto proteico 

de la linea embriogénica. Para estudios posteriores seria de 

interés probar una concentración mayor de proteínas, ya que en los 

trabajos de Cibrián y García la concentración de embriones sexuales 

fué de 2 g/l; además de realizar una cinética con diferentes ex

tractos durante los días de inducción del proceso de embriogénesis 

somática, debido a que los resultados descritos en la sección 

anterior, se observa que los cambios más dramáticos ocurren entre 

el día 3 al 12 de cultivo, y los días 15 y 18 solo se observa la 

expresión fenotípica de los cambios ocurridos a nivel geno-

tipico en los días anteriores. 



--- - ·--------- ---.;.,,_ 

FIGURA 10.- Patrones electroforéticos en Ja prueba fisioló
gica de callos de Moapa. El contenido de ,1>roteinas fué de 1 O 
µg/carril: 1 y 2= Callo de 18 dias de cultivo de A70.34, 3 y 
4= Callo de Moapa con extracto de 10 % de A70.34, 5 y 6 = 
Callo de Moapa con extracto de 15 % de A70.34, 7 y 8 = Ca 
llo dP. 18 dias de cultivo de Moapa. 
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VI.- e o H e L u s :r o H .E s 

De acuerdo a los resultados anteriores expuestos se pueden 

concluir algunas diferencias entre los callos embriogénicos y no 

embriogénicos de alfalfa: 

La inducción de embriones somáticos en alfalfa es un proceso 

genotipo dependiente. 

El sistema de ernbriogénesis somática en alfalfa tiene la 

capacidad de formar dos tipos de callos uno poco abundante, 

friable y embriogénico, otro amarillento abundante y no embrio 

génico. 

Las variedades con mayor contribución genética de ~ 

~ presentan menos del 10% en respuesta a la formación de 

embriones in ~-

A nivel morfológico las diferencias entre un callo embriogénico 

y uno no embriógenico empiezan a partir del día 12 de cultivo. 

La presencia de embriones somáticos por parte de la linea 

embriogénica se presentan el dia 15 de cultivo en tanto que la 

no embriogénica presenta nula formación de embriones somáticos. 

En cuanto a los polipéptidos de los callos embriogénicos y no 

embriogénicos se observaron dos comportamientos: 

a) Aparición desde el inicio del cultivo (dia O) y su presencia 

hasta el final de la etapa de inducción del proceso de embrio

genesis somática. 

b) Aparición y desaparición durante los diferentes dias de cul

tivo .. 
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A nivel bioquímico un callo embriogénico presenta mayor conte-

nido de proteínas que un callo no embriogénico. 

Los cambios más drásticos en la síntesis de nuevas proteínas se 

presentan tanto para la linea embriogénica como para la linea 

no embriogénica el día 3 de cultivo. 

Existen polipéptidos cuya concentración relativa varia a lo 

largo del cultivo; ya sea incrementándose o disminuyendo. 

El polipéptido de 83 kD es especifico de la linea embriogénica. 

Los polipéptidos de 75 y de 66 kO sdlo se presenta en la linea 

no embriogénica. 



·p73 
PBRSPBCTIVAS 

Los resultados obtenidos en el presente estudio fueron obte

nidos a nivel de proteínas totales, por lo que seria de gran interés 

poder realizar fraccionamiento celular con la finalidad de 

definir si las proteínas especificas de cada callo son nucleares, 

citoplásmicas o de superficie. 

Por otro parte con la proteínas especifica del callo 

embriogénico (83 kD) obtener un anticuerpo, con la finalidad de 

realizar un seguimiento de esta proteína durante todo el proceso de 

embriogénesis somática y poder definir si juega un papel importante 

durante la diferenciación. 

La importancia de las proteínas de superficie ( tanto de 

membrana plasmática como de pared celular) han sido objeto de pocos 

estudios por lo que seria de gran interés hacer un seguimiento de 

éstas durante una cinética de cultivo tanto en la linea 

embriogénica como en la no embriogénica, con la finalidad de 

detectar diferencias y definir si pueden ser la contraparte de las 

proteínas de la matriz extracelular en animales que juegan un papel 

durante el desarrollo (CAMs y SAMs). 
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APEHDICES 

IAPENDICE 1. MEDIOS DE cuLTivol 

B5 Modificado por Villegas (1991) 

Macronutrientes 

NaH2P04 H20 
MgS04 7H20 
KN03 
(NH4)2CIT.DIBASICO 

Micronutrientes 

MnS04 H20 
H3B03 
ZnS04 7H20 
NaMo04 2H20 
CUS04 
C0Cl2 6H20 
KI 
Na2EDTA 
FeS04 7H20 

Vitaminas 

Ac. Nicotinico 
Tiamina-HCl 
PiridoKina-HCl 
Mio-inositol 
Adenina 

mg/l 

150 
500 

2528 

10 
3 
2 
0.25 
0.025 
0,025 
0.75 

37.3 
27.8 

1 
10 
1 
100 
1 
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MS (Murashige, T & Skoog, F., 1962) 

Macronutrientes mg/l 

370 
1650 
1900 

170 

MgS04 7H20 
NH4NO~ 
KN03 
KH2P04 

Micronutrientes 

H3B03 
ZnS04 7H20 
CuS04 5H20 
KI 
CoCL2 5H20 
NaMo04 2H20 
MnS04 H20 
Na2EDTA 
FeS04 7H20 

Vitaminas 

Glicina 
Ac. Nicot1nico 
Piridoxina-HCl 
Tiamina-HCl 
Mio-inositol 

• KS •odlrleado 2200 aq/l 

6.200 
8.500 
0.025 
0.880 
0.025 
0.250 

16.900 
37.300 
27.800 

2.0 
0.5 
0.5 
l.0 

100.0 

ESTPi TESIS 
S f\l.IR UE U\ 
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APENDICE 2. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 

Soluciones Preparación 

I Acrilamida 30% JO g para 100 ml de agua 
II Bisacrilamida 2% 2 g para 100 ml de agua 
III Tris lM pH a.a 36.6 g en 100 ml de agua 

ajustar pH a.a 
IV Tris lM pH 6.8 21.l g para 100 ml de aga 

ajustar pH 6.8 
V sos 20% 20 g para 100 ml de agua 
VI Amortiguador de muestra SOS 5 g, glicerol 5 ml, 

Tris-base 2.44 g, 0.01% de 
azul de bromofenol y 5% de 
de 8 mercaptoetanol en 50 
ml de agua 

VII Amortiguador de corrida glicina pH 8.4 en 100 ml 
de agua 

VIII Fijador y colorante Metanol 50%, ác. acético 
glacial 10%, azul de Cooma 
ssie 0.25% y 50 ml de agua 

IX Solución desteñidora Metanol 40%, ác. acético 
glacial 10% y agua 50%. 

Preparación del gel de corrida 

Solución 10% 12% 14% 

Acrilamida 5.0ml 6.4ml 7.0ml 
Bisacrilamida 2.0ml 2.5ml 2.Sml 
Tris pH a.a 5.6ml 5.6ml 5.6ml 
SDS 75.0µl 75.0µl 75.0µl 
H20 2.2ml 500.0µl 
TEMED* 6.5µ1 45.0µl 45.0µl 
PSA* 45.oµl 7.5µ1 6.5µ1 
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Preparación del gel concentrador 

Solución 5% 

11crilamida 850 µl 
Bisacrilamida 350 µl 
Tris pH 6.B 620 µl 
sos 25 µl 
H20 3 µl 
TEMED 5 µl 
PS11* 25 µl 

• P.r.uJ.rat.o .a •l90nio. 

11PENDICE 3. Densitogramasl 

Densitograma l. Marcadores de peso molecular 
de A70.34. 

Densitograma 2. Dia o de cultivo para 1170.34. 

Densitograma 3. Dia de cultivo para 1170.34. 

Densitograma 4. Dia 6 de cultivo para 1170.34. 

Densitograma s. Dia 9 de cultivo para 1170.34. 

Densitograma 6. Dia 12 de cultivo para 1170.34. 

Densitograma 7. Dia 15 de cultivo para A70.34. 

Densi tograma a. Dia 18 de cultivo para A?0.34. 

Densitograma 9. Maracadores de peso molecular 
de Moapa. 

Densitograma 10. Dia o de cultivo para Moapa. 

oensitograma 11. Dia 3 de cultivo pare Moapa. 

Densitograma 12. Dia 6 de cultivo para Moapa. 

Densitograma 13. Dia 9 de cultivo para Moapa. 

Densitograma 14. Dia 12 de cultivo para Moapa. 

Densitograma 15. Dia 15 de cultivo para Moapa. 

Densitograma 16. Dia 18 de cultivo para Moapa. 
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