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I. CULTIVO DE TEJIDOS IN VITRO. EMBRIOGÉNESIS 

SOMÁTICA. 

 

 

Las técnicas de cultivo in vitro comenzaron a utilizarse a principios del 

siglo XX, cuando Haberlandt (1902) hizo crecer, en diferentes medios nutritivos, 

células y tejidos de plantas superiores. Introdujo así el principio de la 

totipotencia celular ya que predijo que si todas las células de un organismo 

vegetal tenían la misma información genética que la célula inicial, se podía 

producir una desdiferenciación y la adquisición, de nuevo, de la capacidad 

embriogénica: se podía, por lo tanto, regenerar plantas completas. 

La posibilidad de regenerar plantas en virtud de la totipotencia celular, a 

partir de células de plantas seleccionadas, fue el elemento central de la 

biotecnología vegetal. Las técnicas de cultivo in vitro de tejidos hicieron posible 

la regeneración de la mayor parte de las especies vegetales que presentaban 

interés económico. Ello abrió las puertas a la propagación vegetativa y, así 

mismo, a la clonación, mecanismo muy eficaz en la mejora vegetal. 

Un cultivo in vitro consiste en la proliferación de células a partir de un 

fragmento vegetal llamado explanto que, colocado en un medio nutritivo 

adecuado y bajo las condiciones apropiadas, dará lugar a una masa 

desorganizada de células indiferenciadas llamada callo. El callo, una vez 

organizado, puede originar órganos (organogénesis) (Medina y cols., 1998; 
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Prakash y cols., 1999; Schween y Schwenkel, 2002; Singh y cols., 2003; 

Ganesh Kumari y cols., 2008) o embriones (embriogénesis somática) (Hita y 

cols., 1997; Gallego y cols., 2001; Wang y Bhalla, 2004; Capelo y cols., 2010) 

La regeneración de plantas in vitro tiene lugar tanto vía embriogénesis 

somática como organogénesis. Un requisito previo para que las células 

diferenciadas conduzcan al desarrollo de embriones de “novo” o a la formación 

directa de órganos, es su reversión al estado de desdiferenciación. Esta 

transición evolutiva requiere la reprogramación de la expresión génica (Yeung, 

1995). Las células desdiferenciadas que tienen un citoplasma denso y un 

núcleo prominente se conocen como células meristemoides (Thorpe, 1980) y el 

grado de desdiferenciación en células meristemoides determina la dirección de 

la morfogénesis. Una desdiferenciación completa conduce a la formación de 

embriones, mientras que una desdiferenciación parcial da como resultado la 

inducción de órganos o el mantenimiento de células meristemoides (Thorpe, 

1980).  

 

A.  ESTUDIO DE LA EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA. 

 

Dentro del cultivo in vitro la regeneración a través de la embriogénesis 

somática ha sido el método más productivo en la formación de nuevas plantas 

sin la necesidad de que exista una fusión de gametos para originar un cigoto. 

La embriogénesis somática fue descrita inicialmente, en 1958, para Daucus 

carota (Reinert, 1958; Steward y cols., 1958). Desde entonces, los sistemas de 

embriogénesis somática se han desarrollado para una gran cantidad de 

especies vegetales (Mohanty y Ghost, 1988; Bajaj, 1995; Brown y cols., 1995; 

Mujib y Sama, 2006; Junaid y cols., 2007a,b; Moon y cols., 2008; Nasim y cols., 

2009; Ghanti y cols., 2010). 
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Los estudios de microscopía han proporcionado descripciones 

detalladas de las características morfológicas y de los cambios anatómicos que 

caracterizan el desarrollo embrionario (Raghavan, 1986; Jayasankar y cols., 

2003) pero, a pesar de todo, aun se conoce muy poco sobre los procesos que 

ocurren durante la progresión de células somáticas a células embrionarias.  

 

A.1. Fases de la embriogénesis somática. 

 

En la embriogénesis somática se pueden distinguir cuatro etapas: 

inducción, proliferación, maduración y germinación (Egertsdotter, 1999; Yang y 

Zhang, 2007; Chitra Devi y Narmathabai, 2011).  

Durante la fase de inducción, las células somáticas diferenciadas 

adquieren la competencia embriogénica y proliferan como células 

embriogénicas.  

En las fases de proliferación, maduración y regeneración, las células 

embriogénicas muestran su competencia embriogénica y se diferencian para 

formar embriones somáticos (Jiménez, 2001).  

Con el fin de regular eficazmente el proceso de desarrollo de la 

regeneración de plantas, a partir de células somáticas y a través de 

embriogénesis somática, es importante entender lo que ocurre durante estas 

fases. 

A.1.1. Inducción de la embriogénesis. 

 

El término “Células embriogénicas” se refiere a aquellas células que han 

completado su transición de un estado somático a uno en el que pueden 

producir embriones somáticos, reprogramando el ciclo celular con la ayuda de 

estímulos exógenos, tales como la aplicación de reguladores del crecimiento 
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(Komamine y cols., 1992; De Jong y cols., 1993). Las células que no han 

completado esta transición pero que solo necesitan la aplicación de estímulos 

exógenos para convertirse en embriogénicas se definen como “Células 

competentes” (Toonen y cols., 1994). 

Aún no están claros los cambios a los que tienen que someterse las 

células somáticas con el fin de convertirse en células embriogénicas, capaces 

de formar un embrión en una etapa posterior del desarrollo. 

Los estudios con cultivos de zanahoria y alfalfa indicaron que la 

polaridad celular (Dijak y cols., 1986; Smith y Krikorian, 1990a) y una primera 

división celular asimétrica (Bogre y cols., 1990; Komamine y cols., 1990) 

estaban implicadas en la iniciación de la embriogénesis somática. Los 

reguladores del crecimiento exógenos, probablemente modifiquen la polaridad 

celular al interferir con gradientes de pH o campos eléctricos alrededor de las 

células (Dijak y cols., 1986; Smith y Krikorian, 1990a). Sin embargo, el sistema 

de seguimiento celular desarrollado por Toonen y cols. (1994) demostró que las 

células embriogénicas de zanahoria eran capaces de formar embriones 

somáticos después de una división simétrica o asimétrica. Esto implica que el 

plano correcto de división no es necesario para la embriogénesis somática. Sin 

embargo, la distribución asimétrica de las moléculas intracelulares o de los 

componentes celulares si tiene relación con el diferente destino de las células 

(Vroemen y cols., 1999). 

En términos generales, el inicio de la embriogénesis somática implica 

que las células del explanto cambien su patrón de expresión y generen 

embriones somáticos. La iniciación de la vía embriogénica está restringida a la 

respuesta de ciertas células que pueden activar los genes implicados en la 

generación de células embriogénicas (Nomura y Komamine, 1985; Quiroz-

Figueroa y cols., 2002). Una vez que estos genes se activan, un programa de 
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expresión génica embriogénica reemplaza al establecido en los procesos de 

expresión génica de los tejidos del explanto (Quiroz-Figueroa y cols., 2006). 

Los factores físicos y químicos que determinan la vía embriogénica de 

desarrollo son un paso clave en la inducción de la embriogénesis somática. Se 

ha propuesto que los reguladores del crecimiento en plantas (PGRs), y el 

estrés, desempeñan un papel central en la señal que conduce a la 

reprogramación de la expresión génica, seguido de una serie de divisiones 

celulares que inducen tanto al crecimiento desorganizado que produce callos 

como al crecimiento polarizado que conduce a la embriogénesis somática 

(Dudits y cols., 1991; De Jong y cols., 1993).  

A.1.1.1. Características de las células embriogénicas. 

 

Las células embriogénicas, a partir de las cuales se originan los 

embriones, se caracterizan por ser de pequeño tamaño, por poseer un 

citoplasma denso con un núcleo grande, vacuolas pequeñas, muchos 

ribosomas y altas concentraciones de ARN, proteínas y abundantes granos de 

almidón (Megia y cols., 1993; Dutta-Gupta y Conger, 1999). Estas células, 

además, se suelen disponer en la periferia de las masas proembriogénicas 

(Marapara y cols., 1999; Bozhkov y cols., 2002). Su histoquímica y 

ultraestructura sugieren una intensa actividad metabólica y una gran síntesis de 

ARN (Williams y Maheswaran, 1986). Otra característica de las células 

embriogénicas es el grosor de su pared celular: este engrosamiento 

proporciona un relativo aislamiento que garantiza la expresión de su 

totipotencia, de tal forma que dentro de esas paredes se realizan divisiones por 

segmentación interna. Se forman, así, grupos discretos de células, de dos a 

ocho, separados del resto por una pared celular gruesa. Las divisiones 

continuadas de dichos grupos celulares originan estructuras alargadas con una 

organización bipolar: los proembriones, que posteriormente se desarrollarán 

hasta la formación de embriones. Como muchos de los proembriones iniciados 
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degeneran o interrumpen su desarrollo, su número suele ser mayor que el de 

los embriones somáticos formados a partir de ellos (Anbazhagan y Ganapathi, 

1999; Fernandez y cols., 1999; Yu y cols., 2000). 

Junto a las anteriores células embriogénicas, existen otras células 

alargadas, muy vacuoladas (una gran vacuola ocupa la mayor parte de su 

volumen) y carentes de potencial embriogénico que, aunque no participen 

directamente en el proceso embriogénico, parece ser que lo sinergizan 

(Chasan, 1992), es decir, su presencia es necesaria para que se produzca la 

embriogénesis. 

Entre estos dos tipos de células (vacuoladas y embriogénicas), existe 

una continuidad citoplasmática a través de plasmodesmos (Sasaki y cols., 

1994; Samaj y cols., 1999). Posteriormente, durante el desarrollo de los 

embriones somáticos, esta conexión plasmodésmica se pierde (Kiyosue y cols., 

1992), lo que indica un aislamiento con el tejido que rodea a las células 

embriogénicas (Fransz y Schel, 1991). 

Otra característica importante para la adquisición de la competencia 

embriogénica consiste en el aislamiento físico de la célula de otras, como 

puede ser la ausencia de contacto a través de plasmodesmos con las células 

vecinas en cultivos embriogénicos de maíz (Fransz y Schel, 1991), y el 

depósito de callosa en la pared de las células embriogénicas de Trifolium 

(Maheswaran y Williams, 1985), Cichorium (Dubois y cols., 1990) y coco 

(Verdeil y cols., 2001). Más recientemente, una característica ultraestructural 

única designada la matriz extracelular (ECM) fue observada en Brassica napus 

durante la adquisición de competencia embriogénica (Namasivayam y cols., 

2006). ECM parece estar presente en la superficie de tejidos embriogénicos, 

pero no en los no-embriogénicos. Se encontró que la capa de ECM era 

dominante en la etapa de pre-embriogénesis y estaba reducida a fragmentos  
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durante el crecimiento embrionario y el desarrollo del tejido embriogénico 

maduro. Estos estudios sugirieron que el aislamiento puede ser necesario para 

permitir la inducción de nuevos hechos morfogenéticos y para evitar las 

interferencias de los tejidos adyacentes que están degenerando (Maheswaran 

y Williams, 1985). Curiosamente el zigoto también se desarrolla en aislamiento 

citoplásmico. 

Un estudio sobre el seguimiento de la embriogénesis somática en D. 

glomerata con un adicional gen marcador de embriogénesis somática, receptor 

de tipo quinasa (SERK), demostró que las células que dan lugar a una alta 

embriogénesis somática directa eran células aisladas, pequeñas, 

isodiamétricas y con un citoplasma denso, originándose siempre los embriones  

cerca de los haces vasculares (Somleva y cols., 2000).  

A.1.1.2. Factores que influyen en la adquisición de la capacidad 

embriogénica. 

 

El proceso de embriogénesis somática está directamente regulado por 

una gran cantidad de factores que se usan para inducir embriones somáticos. 

 Reguladores del crecimiento. 

Los reguladores del crecimiento vegetal (PGRs) están considerados 

como los factores más importantes en el desarrollo de la embriogénesis bajo 

condiciones in vitro (Feher y cols., 2003). Los reguladores del crecimiento 

juegan un papel vital (Koh y Loh, 2000; Nuutila y cols., 2002; Van Winkle y 

cols., 2003; Cheong y Pooler, 2004; Pullman y cols., 2005; Junaid y cols., 2006, 

2008; Feng y cols., 2009; Nasim y cols., 2010) y el equilibrio correcto o la 

proporción correcta de estos compuestos ejerce, con frecuencia, un papel 

fundamental en la optimización del desarrollo de embriones somáticos in vitro 
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(Ochatt y cols., 2000; Moon y cols., 2008; Ghanti y cols., 2010; Chitra Devi y 

Narmathabai, 2011). 

Las auxinas, citoquininas, giberelinas, ácido abscisico y etileno son  

hormonas vegetales de origen natural. Entre estas hormonas, las auxinas y 

citoquininas son las más empleadas en este tipo de estudios. 

La activación de la respuesta por auxinas puede ser un acontecimiento 

clave en la adaptación celular y en la reprogramación genética, metabólica y 

fisiológica, que conduce a la competencia embriogénica de las células 

somáticas. 

En la mayoría de las plantas, el 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) ha 

demostrado ser la auxina más potente y efectiva para la inducción de la 

embriogénesis somática (Chen y cols., 2010; Konieczny y cols., 2010; Prange y 

cols., 2010; Ratanasanobon y Seaton 2010; Yang y cols., 2010; Zhang y cols., 

2010; Chai y cols., 2011; Chitra Devi y Narmathabai 2011; Dai y cols., 2011) 

aunque se ha observado que la utilización de altas concentraciones de esta 

auxina puede reducir la inducción de la embriogénesis somática en callos 

(Wang y Bhalla, 2004) y disminuir la frecuencia y número de embriones 

originados (Sivanesan y cols., 2011). 

El empleo del ácido naftalénico (ANA), como auxina, para la inducción 

de la embriogénesis somática en Lithospermum erythorhizon (Yu y cols., 1997) 

y en garbanzo (Ghanti y cols., 2010) produjo mejores resultados que el 2,4-D. 

También se ha utilizado esta auxina en algunas especies del género Medicago 

(Nolan y cols., 1989; Scarpa y cols., 1993; Ibragimova y Smolenskaya, 1997), 

en Desmodium motorium (Chitra Devi y Narmathabai, 2011) y en cultivos de 

mandioca donde se indujo una mayor embriogénesis somática que con 2,4-D 

(Sofiari y cols., 1997). 
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El uso de una auxina natural como el ácido indolacético (IAA) no suele 

ser muy común en los medios de cultivo para inducir la embriogénesis somática 

aunque su aplicación ha conseguido buenos resultados en Desmonium 

motorium (Chitra Devi y Narmathabai, 2011). 

Hay algunos casos en los que se necesita la aplicación del ácido 

indolbutírico (IBA) como auxina. Raemarkers y cols. (1995) demostraron el 

éxito en la inducción de la embriogénesis somática con IBA frente a otras 

auxinas, utilizando 65 especies de dicotiledóneas. El IBA también indujo la 

embriogénesis somática en algarrobo (Canhoto y cols., 2006), Jatropha curcas 

(Jha y cols., 2007), algodón (Sun y cols., 2009) y Aralia elata (Dai y cols., 

2011). 

Otras auxinas sintéticas que se emplean en los cultivos in vitro son el 

ácido 4-amino-3,5,6-tricloropicolínico (Picloram) cuya adición al medio en 

guisante fue tan eficaz en la inducción de la embriogénesis somática como el 

2,4-D (Kysely y Jacobsen, 1990; Louiseau y cols., 1995; Werbrouck y cols., 

1998). En garbanzo (Ghanti y cols., 2010), el ácido 2-metil-4-clorofenoxiacético 

(MCPA) y el ácido triclorofenoxiacético (2,4,5-T), fueron también eficaces. 

Aunque la auxina sea el inductor principal de la embriogénesis somática 

(Feher y cols., 2003) e incluso en algunas especies se pueda lograr la 

inducción sólo con auxina (Jeya Mary y Jayabalan, 1997; Nasim y cols., 2010), 

por lo general los mejores resultados se obtienen cuando se añaden al medio 

de cultivo además de auxinas, citoquininas (Zhou y cols., 1994; Martín y cols., 

2000; Gallego y cols., 2001; Wu y cols., 2004; Nasim y cols., 2010). Aunque se 

ha encontrado que la citoquinina natural, zeatina, tiene efectos positivos en la 

inducción (Gomes da Cunha y Fernandes Ferreira, 1996; Hita y cols., 1997), la 

citoquinina sintética kinetina, es una de las más empleadas (Martín y cols., 

2000; Seetharama y cols., 2000; Gallego y cols., 2001; Ghanti y cols., 2010). 
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Otras citoquininas como la benciladenina (BA), bencilaminopurina (BAP) 

y 2iP solas o en combinación con otras citoquininas y/o auxinas también han 

sido utilizadas para inducir la embriogénesis somática en muchas especies 

(Wang y Bhalla, 2004; Wu y cols., 2004; Canhoto y cols., 2006; Agrawal y 

Sardar, 2007; Ganthi y cols., 2010; Menéndez-Yuffá y cols., 2010; Nasim y 

cols., 2010; Prado y cols., 2010a; Zdravković-Korać y cols., 2010; Kong y von 

Aderkas, 2011; Rodríguez-Sahagún y cols., 2011). 

En legumbres es relativamente raro que se produzca inducción de 

embriogénesis somática sólo en presencia de citoquininas (Maheswaran y 

Williams, 1985; Malik y Saxena, 1992). Utilizando Medicago casi todas las 

investigaciones realizadas confirman la inducción de la embriogénesis somática 

en medios suplementados solo con una auxina (2,4-D/ANA) o en combinación 

de la auxina con citoquininas (Orczyk, 1992; Hita y cols., 1997, 2003; Lou y 

cols., 1999; Martín y cols., 2000; Iantcheva y cols., 2005; Canhoto y cols., 2006; 

Agrawal y Sardar, 2007). 

El tidiazuron (TDZ) tiene una actividad similar a las citoquininas y en 

algunos casos puede provocar una respuesta mejor que la de las citoquininas 

clásicas (Werbrouck y cols., 1998). También, en otros casos, el TDZ no tiene 

un efecto significativo en la inducción de la embriogénesis somática (Cheng y 

Chang, 2000; Wu y cols., 2004) 

Las giberelinas, especialmente el ácido giberélico (GA3), no son tan 

eficaces como las auxinas y las citoquininas en la inducción. Se ha 

comprobado que en Allium sativum su adición al medio favorece la maduración 

y aumenta la calidad de los embriones somáticos (Nasim y cols., 2010). 

Generalmente, las giberelinas participan en el proceso de germinación de los 

embriones (Cangahuala-Inocente y cols., 2007; Peña-Ramírez y cols., 2011; 

Siddiqui y cols., 2011; Sivanesan y cols., 2011). 
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El ácido abscísico (ABA) juega un papel muy importante en la regulación 

de muchos procesos fisiológicos de plantas. Con frecuencia, en los cultivos de 

tejidos promueve la embriogénesis somática y aumenta la calidad de los 

embriones somáticos ya que aumenta la tolerancia a la desecación y previene 

la germinación precoz (Rai y cols., 2011). 

El etileno, como regulador del crecimiento, ha sido poco estudiado. La 

mayoría de los resultados demuestran que el etileno, que normalmente es 

producido por la mayoría de los cultivos in vitro, tiene un efecto negativo en la 

inducción de la embriogénesis (Razdan, 1993). 

Recientemente, la aplicación de una nueva generación de reguladores 

del crecimiento, tales como oligosacáridos, jasmonatos, poliaminas, y 

brasinoesteroides, esteroles, fosfoinosítidos y ácido salicílico, ha demostrado 

que también son útiles para el inicio de la embriogénesis somática (Gaspar y 

cols., 1996; Jiménez, 2005).  

 Genotipo. 

El genotipo es el factor clave que afecta a la embriogénesis somática 

vegetal. La frecuencia de embriogénesis somática ha demostrado ser muy 

diversa a causa de la variación genotípica, incluso dentro del mismo género. 

No todas las especies de un mismo género pueden ser inducidas para producir 

embriogénesis somática; incluso, dentro de la misma especie, pueden existir 

variaciones dependiendo de accesión objeto de estudio. Tang y cols. (2000) 

indicaron que la variedad Yesanhan es un genotipo ideal para inducir la 

embriogénesis somática en pepino. Diferentes variedades tempranas de 

nueces (Xiangling y Yuanfeng) tienen frecuencias diferentes de inducción de 

embriones somáticos cuando se utilizan los mismos explantos (Yang y cols., 

2003). En nogal solamente se han encontrado 5 especies y 3 híbridos que 

inducen la embriogénesis somática con éxito, dependiendo de genotipos y 
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explantos (Ashok y cols., 2003). Kielly y Bowley (1992) y Bian y cols. (2007) 

demostraron que los distintos genotipos de ciclamen (Cyclamen persicum) y 

alfalfa (Medicago sativa), respectivamente, juegan un papel muy importante en 

la inducción de la embriogénesis somática.  

 Tipo de explanto. 

La inducción de la embriogénesis somática también está influenciada por 

el tipo de explanto utilizado (Capelo y cols., 2010; Chitra Devi y Narmathabai, 

2011). En general, el tejido con un metabolismo más alto, y con un nivel de 

diferenciación más bajo, puede promover la inducción de la embriogénesis 

somática (Bian y cols., 2007). 

Se puede generalizar que los explantos suelen mostrar una polaridad 

marcada en la morfogénesis (Chung y cols., 2007). Esto puede estar 

relacionado con la posición del órgano o fragmento del tejido en la planta 

intacta. Por ejemplo, en Lowbush blueberry, la callogénesis y la organogénesis 

eran más abundantes en los segmentos basal y medio de las hojas que en los 

apicales (Debnath, 2009); los ápices de brotes de Clematis florida Thunb tienen 

mejor capacidad de inducir embriogénesis somática que las hojas, y tallos 

jóvenes (Niu y cols., 2006). Xin y cols. (2006) indicaron que en Anthuriuln 

andraeanum es mucho más fácil inducir la embriogénesis en hojas que en otros 

explantos al igual que ocurre en la caña de azúcar (Lakshmanan y cols., 2006). 

Esta diferente capacidad puede depender del equilibrio entre PGRs exógenos y 

endógenos (Tang y cols., 2002), y en particular de los niveles de auxinas 

endógenas (Feher y cols., 2003). 

Así, seleccionar el distinto explanto es un factor clave para inducir la 

embriogénesis somática. 
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 Composición del medio basal. 

Los componentes del medio basal juegan un papel complejo en la 

embriogénesis somática. Son cinco los principales medios con los que se logra 

la embriogénesis: MS (Murashige y Skoog, 1962), SH (Schenk y Hildebrandt, 

1972), B5 (Gamborg y cols., 1968), DKW (Driver y Kuniyuki, 1984) y WPM 

(Lloyd y McCown, 1980). En la mayor parte de los cultivos realizados, el medio 

MS es el considerado más eficaz. Hay autores (Dewald y Wang, 1989) que 

señalaron el medio B5 como más eficaz que el MS o el medio WPM el principal 

inductor para la embriogénesis somática de mango. El medio DKW, no tan 

conocido,  es el mejor medio para inducir embriogénesis somática con la nuez, 

pero los efectos del WPM fueron mucho mejores que los del DKW para obtener 

embriogénesis somática utilizando el nogal negro. En las mismas condiciones, 

la frecuencia de la embriogénesis somática de embriones jóvenes de nuez en 

medio MS fue mayor que en el DKW pero, sin embargo, la frecuencia 

embriogénica cuando se utilizaron los cotiledones como explanto en el medio 

DKW fue mayor que en MS (Tang y cols., 2000). En resumen, la embriogénesis 

somática requiere de medios diferentes en función de los genotipos,  los 

explantos, y las especies vegetales. 

 Fuente de carbono. 

Utilizándola como fuente de carbono, así como agente osmótico en 

cultivos de tejidos, la sacarosa en el medio produjo una aceleración de la 

embriogénesis somática en pepino (Lou y Kako 1994, 1995), en ajo (Li y cols., 

2002), en palmera datilera (Zouine y El Hadrami, 2004; Alkhateeb, 2006) y en 

Aralia elata Seem (Dai y cols., 2011); también se produjo embriogénesis 

secundaria en Prunus incisiva cv February Pink (Cheong y Pooler, 2004). El 

suministro de sacarosa en el medio de cultivo puede ser el responsable del 
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incremento del potencial osmótico del medio y la plasmólisis de las células  

puede estimular la división celular e incrementar la producción de embriones 

somáticos (González y cols., 2001). En Abies nordmanniana, se encontró que 

la maltosa era mejor fuente que la sacarosa en la formación de un número 

mayor de embriones somáticos y en el porcentaje de germinación de estos 

embriones; la mezcla de maltosa y sacarosa no produjo un resultado tan bueno 

como la maltosa pura (González y Jove, 2000). Samoylov y cols. (1998) 

indicaron que la sacarosa promovía una histodiferenciación y una maduración 

de los embriones mucho más rápida que la maltosa. De acuerdo con estos 

resultados, parece que la sacarosa, seguida por su hidrólisis a lo largo del 

periodo de maduración, puede ser un factor regulador para la síntesis de 

proteínas y azúcares de almacenamiento en embriones somáticos (Corredoira 

y cols., 2003). Estos autores indicaron que la sacarosa podría considerarse 

como un regulador de los genes de las proteínas y azúcares de 

almacenamiento, aumentando su expresión. 

La adición al medio de otros carbohidratos como glucosa, maltosa, 

fructosa junto con la sacarosa, aumenta la maduración y la germinación de los 

embriones somáticos (Corredoira y cols., 2003; Junaid y cols., 2006; Nasim y 

cols., 2010). 

La fuente de carbono parece tener un papel esencial tanto para el 

crecimiento in vitro como para el desarrollo, afectando tanto a la embriogénesis 

somática como a la maduración de los embriones. 

 Fuente de nitrógeno. 

El nitrógeno reducido es otro de los factores más importantes tanto en la 

inducción embriogénica como en el desarrollo embrionario. Sus efectos 

dependerán de la naturaleza y proporción de los compuestos nitrogenados 

suministrados. Para una óptima embriogénesis somática se requieren formas 
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de nitrógeno tanto reducidas como no reducidas (Higashi y cols., 1996). En 

general, el medio MS que contiene altas cantidades de NH4NO3 se utiliza 

siempre en la inducción de la embriogénesis somática. Se confirmó que una 

fuente adicional de nitrógeno reducido podía ser beneficioso para la 

desdiferenciación y proliferación de las células epidérmicas para así iniciar la 

formación de embriones secundarios en Dactylis glomerata, produciendo un 

menor número de anormalidades en los embriones (Trigiano y cols., 1992). 

Igualmente el nitrógeno reducido aumentaba el número de embriones 

producidos en cultivos de alfalfa (Stuart y Strickland, 1984), zanahoria (Smith y 

Krikorian, 1992) y suspensiones de pepino (Burza y Malepszy, 1995) pero 

también podía ser perjudicial para el crecimiento y morfogénesis en muchas 

plantas. En calabaza, el crecimiento de tejidos embriogénicos en un medio 

inducido por NH4+ era lento, produciéndose una considerable acidificación del 

medio y el desarrollo de los embriones solamente tenía lugar cuando el medio 

se suplementaba con nitrato o L-glutamina (Mihaljevic y cols., 2011). 

 Aminoácidos. 

Diferentes aminoácidos tienen distintas funciones en la embriogénesis. 

Altas concentraciones de L-cisteína, L-glutamina y L-prolina añadidas al medio 

de cultivo inhibían la embriogénesis somáticas en Prunus incisa cv. February 

Pink (Cheong y Pooler, 2004), efecto contrario al observado con otras especies 

en que la adición de aminoácidos al medio de cultivo aumentaba la 

embriogénesis. La glutamina y caseína hidrolizada se usaron para promover la 

embriogénesis en manzanas y nectarinas (Raj Bhasali y cols., 1990) y eucalipto 

(Pinto y cols., 2002b), y L-prolina se ha demostrado que aumenta la 

embriogénesis somática en etapas tempranas de cultivos de rosas floribunda 

(Marchant y cols., 1996) y miscanthus (Holme y cols., 1997). 
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 Condiciones de luz. 

Hay numerosas informaciones de que la luz no es necesaria para la 

embriogénesis y que incluso puede inhibirla (De March y cols., 1993; Machado 

y cols., 1995; Castillo y Smith, 1997; Kintzios y Taravira, 1997; Morini y cols., 

2000). En Prunus incisa cv. February Pink (Cheong y Pooler, 2004) no 

encontraron diferencias significativas en las respuestas obtenidas con los dos 

tratamientos, aunque los explantos cultivados en oscuridad durante al menos 

tres semanas tendieron a producir más embriones somáticos que los crecidos 

en luz.  

 pH. 

Varios estudios han mostrado que los cambios en pH intracelular pueden 

también contribuir a la adquisición de la competencia embriogénica (Schaefer, 

1985; Smith y Krikorian, 1990a,b). Por ejemplo, en células derivadas de 

protoplastos de hojas de alfalfa, la alcalinización citoplasmática y vacuolar y la 

acidificación del medio mostró una correlación con la activación de la división 

celular (Pasternak y cols., 2002). También se informó de que células 

embriogénicas, con citoplasma denso, tenían una tendencia a mostrar altos 

valores de pH vacuolar en comparación con las células no embriogénicas 

vacuoladas. 

 

A.1.2. Proliferación de los embriones somáticos. 

 

Una vez que las células embriogénicas se han formado, continúan 

proliferando y forman masas proembriogénicas (PEM). La auxina es necesaria 

para la proliferación de PEM pero es inhibidora del desarrollo de los embriones 

somáticos (Nomura y Komamine, 1985; Filonova y cols., 2000). En muchos 

sistemas embriogénicos, la transferencia de los embriones somáticos a un 

medio de cultivo sin reguladores del crecimiento aumenta el desarrollo de 
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embriones somáticos y su conversión en plantas. Uno de los factores que 

probablemente determine la baja tasa de conversión a plántulas se asocia con 

los efectos residuales de 2,4-D (Cangahuala-Inocente y cols., 2007; Konieczny 

y cols., 2010) 

El grado de diferenciación de los embriones, que tiene lugar en 

presencia de auxina, varía en las diferentes especies. Cultivos embriogénicos 

de algunas especies, y algunos genotipos, se subcultivaron durante un periodo 

prolongado en un medio que contenía PGRs y todavía conservaban su 

potencial embriogénico completo. Sin embargo, en la mayoría de los cultivos, el 

potencial embriogénico disminuía con el cultivo prolongado y se perdía con el 

tiempo (Van Arnold y cols., 2002). 

En general, un embrión somático o embrioide puede surgir de una sola 

célula (Haccius, 1978), o de un grupo de células (Raghavan, 1976). El  origen 

de los embriones somáticos, a partir de una o de varias células, está 

directamente relacionado con el comportamiento coordinado de las células 

vecinas. Cuando los embriones tienen un origen unicelular, se producen 

divisiones coordinadas de células y el embrión está a veces conectado al tejido 

materno por una estructura tipo suspensor (Williams y Maheswaran, 1986). Sin 

embargo, en la formación de embriones con un origen multicelular, se observa 

inicialmente una protuberancia que carece de divisiones celulares coordinadas 

y los embriones en la zona basal están fusionados al tejido materno (Quiroz-

Figueroa y cols., 2006) (Fig. 1). Los estudios histológicos en las diferentes 

especies han descrito vías tanto unicelulares (Trigiano y cols., 1989; Rojas-

Herrera y cols., 2002) como pluricelulares (Taylor y Vasil, 1996; Fernández y 

cols., 1999). Incluso en la misma especie vegetal, se pueden observar ambas 

vías de desarrollo durante la embriogénesis somática indirecta (Fernández y 

cols., 1999) o la embriogénesis somática directa (Maheswaran y Williams, 

1985; Trigiano y cols., 1989).  
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Origen unicelular 

 

 

 

Origen multicelular 

 

Figura 1.  Representación esquemática del origen unicelular y multicelular de 

los embriones somáticos (dibujo tomado de Quiroz-Figueroa y cols., 2006). 

 

Otra cuestión de debate es la situación de las células a partir de las 

cuales se forman los embriones somáticos, células superficiales/epidermis o 

células subepidérmicas. Cuando el embrión somático se origina a partir de una 

célula superficial, posiblemente su origen sea unicelular, y su formación a partir 

de células subepidérmicas representaría un origen multicelular (Maheswaran y 

Williams, 1985). En general, se acepta que en la vid los embriones somáticos 

se originan de células aisladas de la epidermis o de células subepidérmicas 

(Gray, 1995; Jayasankar y cols., 2003). 

El desarrollo del embrión somático in vitro, independientemente de cuál 

sea su origen, consta de varias fases embrionarias similares a las de un 

embrión cigótico derivado de la fusión de gametos.  

El desarrollo del embrión cigótico se puede dividir en dos etapas: una 

primera morfogénica, en la que se  establece la estructura básica del embrión, 

y una segunda metabólica, caracterizada por las actividades bioquímicas que 
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preparan al embrión para la quiescencia (Lopes y Larkins, 1993; Harada, 

1999). Además, durante la fase de morfogénesis, el desarrollo del embrión 

cigótico se puede dividir en las siguientes etapas: globular, corazón, torpedo y 

cotiledonar en dicotiledóneas, globular, escutelar y coleoptilar en 

monocotiledóneas y globular, cotiledonar temprana y tardía en coníferas 

(Zimmerman, 1993; Quiroz-Figueroa y cols., 2006). Al igual que el embrión 

cigótico, los embriones somáticos también pasan por estas etapas 

morfológicas. Los PEM se organizan en un embrión globular típico que 

después progresa a corazón y torpedo. En la etapa cotiledonar, en lugar de 

entrar en una fase de  interrupción del desarrollo y quiescencia como ocurre en 

el embrión cigótico (Bewley y Black, 1994), los embriones somáticos inician un 

brote meristemático y el crecimiento en plántulas. A diferencia de sus 

homólogos cigóticos, los embriones somáticos no presentan tejidos de 

almacenamiento cuya función, en los cigóticos, es la nutrición, protección y 

regulación del intercambio gaseoso (Gray y Purohit, 1991; Barry-Etienne y 

cols., 2002), son fácilmente manejables, las condiciones de cultivo pueden ser 

controladas, y la falta de material no es un factor limitante para la 

experimentación (Kawahara y Komamine, 1995; Quiroz-Figueroa y cols., 2006). 

 

A.1.3. Maduración y germinación de embriones. 

 

El paso más crítico en la embriogénesis somática, así como en la 

formación de semillas sintéticas, es el proceso de maduración, específicamente 

en la capacidad de los embriones para germinar y producir plántulas (Ara y 

cols., 2000). Se han realizado numerosos estudios para ver cuáles podían ser 

los métodos más efectivos en la maduración de embriones somáticos y los 

tratamientos que han tenido éxito incluyen la adición de reguladores osmóticos 

(Ramarosandratana y cols., 2001), el uso de inhibidores de etileno (Mandal y 

cols., 2001), suplementos de ABA (Torres y cols., 2001; Othmani y cols., 2009), 
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estrés por falta temporal de nutrientes (Lee y cols., 2001) y desecación 

(Gorbatenko y Hakman, 2001). 

El ABA se ha utilizado en cultivos de tejidos para promover la 

maduración de los embriones somáticos y la síntesis de las reservas de 

almacenamiento en los embriones durante la maduración (Dodeman y cols., 

1997; Chugh y Khurana, 2002; Van Arnold y cols., 2002). El ABA también actúa 

como un factor de control de la germinación y latencia en los embriones 

somáticos (Ara y cols., 1999) y se utiliza, generalmente, para inducir la 

quiescencia durante el cultivo de tejidos vegetales y los estudios de semillas 

sintéticas (Zimmermann, 1993; Rai y cols., 2008). El ABA, además, se puede 

utilizar como un anti-transpirante durante la aclimatación de cultivos de tejidos 

(Pospisilova y cols., 1999). 

La aplicación de ABA como factor de estrés tuvo un efecto positivo tanto 

en embriogénesis somática primaria como secundaria en zanahoria (Kiyouse y 

cols., 1992; Nishiwaki y cols., 2000; Ogata y cols., 2005) pero mostró un efecto 

negativo en Aralia elata (Dai y cols., 2011) 

La inclusión de carbón activo al medio se ha comprobado que es 

ventajoso para el crecimiento y el desarrollo normal del embrión en varias 

especies de plantas (Thomas, 2008; Dhekney y cols., 2011). El efecto 

beneficioso de carbón activo en la germinación de embriones somáticos se da, 

probablemente, por la adsorción de los reguladores del crecimiento, 

especialmente de las auxinas (Von Aderkas y cols., 2002). La adición de GA3 al 

medio aumentaba significativamente la germinación de embriones (Sivanesan y 

cols., 2011). El papel de GA3 en la germinación de embriones somáticos se ha 

estudiado en muchas plantas como Acca sellowiana (Cangahuala-Inocente y 

cols., 2007), Cedrela odorata (Peña-Ramírez y cols., 2011) y Catharanthus 

roseus (Siddiqui y cols., 2011). 



Introducción 

21 

 

 

A.2. Características de los embriones somáticos. 

 

Inicialmente los embriones son estructuras bipolares que al principio 

están unidos débilmente al explanto (Yeung, 1995; Benelli y cols., 2001). Tal 

polaridad no es evidente en la formación de los órganos por organogénesis, y 

así estos órganos se mantienen unidos a los tejidos de origen (Tisserat, 1985).  

Exámenes histológicos mostraron que en la embriogénesis somática de 

Scaveola aemula, los embriones globulares crecieron de las capas internas de 

los explantos de hojas y es posible que los embriones somáticos derivaran del 

mesófilo de las hojas. Estos embriones somáticos no estaban conectados con 

los tejidos parentales (Wang y Bhalla, 2004). 

En Quercus suber (Pinto y cols. 2002a), Eucalyptus globulus (Pinto y 

cols. 2002b), Ulmus minor (Conde y cols., 2004) y olivo (Capelo y cols., 2010), 

los embriones globulares poseían unas células centrales relativamente 

vacuoladas mientras que en el exterior las células mostraron una alta actividad 

mitótica con frecuentes divisiones periclinales. También se observó una 

diferenciación vascular en algunos de estos embriones globulares. Además, los 

análisis histológicos confirmaron la presencia repetitiva de la embriogénesis 

somática, de forma similar a lo que se había informado anteriormente para el 

cultivo de olivo “Canino” con material juvenil (Benelli y cols., 2001).  

 

A.3. Embriogénesis somática directa e indirecta. 

 

Los embriones somáticos pueden diferenciarse directamente desde el 

explanto, sin una fase intermedia de callo, que es lo que se llama 

embriogénesis somática directa (ESD), o indirectamente, después de una fase 
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de callo (ESI) (Sharp y cols., 1980). Se cree que ambos procesos son extremos 

de una vía de desarrollo continuo (Carman, 1990). 

De acuerdo con lo descrito anteriormente, las células proembriogénicas 

competentes ya están presentes en la ESD y sólo es necesaria una mínima 

proliferación o la reprogramación del tejido desorganizado para la formación de 

los embriones. Sin embargo, en el ESI se necesita una gran reprogramación 

para obtener callos con capacidad embriogénica antes de la formación del 

embrión (Williams y Maheswaran, 1986; Yeung, 1995).  

Los principales factores implicados en cada caso dependen de la fuente 

y del estado fisiológico del explanto empleado y del tipo y concentración de 

PGRs. Los explantos donde más probablemente se da una ESD son 

microsporas (microsporogénesis), óvulos, embriones cigóticos y somáticos 

inmaduros, y plántulas (Germana, 2003; Malik y cols., 2007). La embriogénesis 

indirecta es la que se ha estudiado más ampliamente (Aydin y cols., 2004; Rout 

y cols., 2006; Thorpe, 2007; Seguí-Simarro y Nuez, 2007) y se ha utilizado en 

la transformación e hibridación somática (Jin y cols., 2005; Li y cols., 2006; 

Yang y cols., 2007).  

Durante la embriogénesis indirecta, existen tanto callos embriogénicos 

como no embriogénicos. Por lo general, es fácil distinguir entre ambos tipos de 

callos por su morfología y su color. Los callos embriogénicos presentan 

características nodulares, son compactos, con una superficie lisa y un 

crecimiento lento, estando las células embriogénicas que forman los embriones 

somáticos caracterizadas por ser pequeñas e isodiamétricas. Estas células 

tienen un gran núcleo y un citoplasma denso, poseen pequeñas vacuolas, 

gruesas paredes celulares y una alta actividad metabólica. Los callos no 

embriogénicos son rugosos, friables y translúcidos, con células irregulares que 
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poseen grandes vacuolas (Jiménez y Bangerth, 2001; Chitra Devi y 

Narmathadi, 2011). 

 

A.4. Embriogénesis secundaria o recurrente y anomalías 

morfológicas. 

 

En muchas ocasiones, a partir de los embriones somáticos maduros se 

pueden formar nuevos embriones somáticos a partir de células epidérmicas. A 

este fenómeno se le conoce como embriogénesis secundaria y ha sido 

estudiada en una gran variedad de plantas como en Prunus avium (Garin y 

cols., 1997), Helianhtus maximiliani (Vasic y cols., 2001), Glycine max 

(Fernando y cols., 2002), Catharanthus roseus (Iantcheva y cols., 2005), 

Ceratonia siliqua (Canhoto y cols., 2006), Dyanthus caryophyllus (Karami y 

cols., 2008), Cinnamomum camphora (Shi y cols., 2010), Desmodium motorium 

(Chitra Devi y Narmathadi, 2011). 

A veces, los embriones somáticos presentan anomalías morfológicas 

como la aparición de un solo cotiledón, un número extra de cotiledones, 

cotiledones fusionados o cotiledones con forma de trompeta. Entre otras 

especies, se han  encontrado estas anormalidades en Glycine max (Korbes y 

Droste, 2005; Santos y cols., 2006; Hiraga y cols., 2007), Astragalus adsurgens 

(Lou y cols., 1999), Dalbergia latifolia (Sita y Rao, 2005), Ceratonia siliqua 

(Canhoto y cols., 2006) y Cassia angustifolia (Agrawal y Sardar, 2007), 

Desmonium motorium (Chitra y Narmathadi, 2011) y Cyphomandra betacea 

(Correia y cols., 2012). Estas anomalías interfieren en el posterior desarrollo del 

embrión somático a planta y parece que se deben a las condiciones de cultivo, 

al desequilibrio de nutrientes o a los factores de crecimiento (Guevin y Kirby, 

1997) y que  no son una consecuencia de factores intrínsecos de los embriones 

somáticos ya que embriones cigóticos extraídos de las semillas y cultivados in 
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vitro presentaban las mismas anomalías (Gray y Purohit, 1991). Las anomalías 

morfológicas observadas, como los embriones multicotiledonares o la forma en 

abanico de los cotiledones, podrían estar relacionadas con trastornos en el 

transporte polar de auxinas (Liu y cols., 1993).  

 

B. MARCADORES BIOQUÍMICOS DE LA EMBRIOGÉNESIS 

SOMÁTICA. 

 

Como se ha mencionado anteriormente, en un cultivo in vitro se 

diferencian dos tipos de callos, embriogénicos y no embriogénicos. Los callos 

embriogénicos crecen rápidamente, poseen células pequeñas e isodiamétricas 

y forman plantas vía embriogénesis somática, mientras que los callos no 

embriogénicos crecen lentamente, de manera desorganizada, poseen células 

irregulares, altamente vacuoladas y forman, o no, raíces o brotes vía 

organogénesis (Rao y cols., 1990; Jiménez y Bangerth, 2001; Chitra Devi y 

Narmathadi, 2011). En muchos casos, el potencial embriogénico es identificado 

por las anteriores características morfológicas pero, sin embargo, esta 

apreciación visual es subjetiva y, con frecuencia, sólo aplicable después de 

períodos prolongados de cultivo. Una identificación bioquímica temprana del 

potencial embriogénico sería de gran ayuda para conseguir una eficaz 

regeneración de plantas y para superar algunas de las dificultades surgidas, 

como puede ser la respuesta embriogénica dependiendo del genotipo.  

En los últimos años se ha puesto de manifiesto un mayor interés en la 

identificación de marcadores bioquímicos o moleculares del potencial 

embriogénico en el cultivo de tejidos vegetales, es decir, marcadores que se 

expresen antes de cualquier cambio morfológico (Chibbar y cols., 1988; Fransz 

y cols., 1989; Pedersen y Andersen, 1993; Tchorbadjieva y Odjakova, 2001; 
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Nieves y cols., 2003; Balen y cols., 2009). Estos marcadores servirían como 

una buena herramienta para realizar un sencillo seguimiento del estado 

embriogénico en cualquier tipo de investigación. 

Estos marcadores bioquímicos o moleculares del potencial embriogénico 

se han identificado en varias especies de plantas. Así se han descrito en 

zanahoria dos proteínas específicas de embriones (Sung y Okimoto, 1981), una 

secuencia de ADNc (Wilde y cols., 1988) e incluso una baja producción de 

etileno (Feirer y Simon, 1991); en guisante se han señalado dos proteínas 

específicas de embriones (Stirn y Jacobsen, 1987); en coníferas se han 

descrito patrones de polipéptidos (Chen y Luthe 1987; Stirn y Jacobsen 1987), 

baja producción de etileno, una alta tasa de síntesis de proteínas (Wann y 

cols., 1989) y variaciones en el inhibidor tripsina (Carlberg y cols., 1987). Sin 

embargo, estos sistemas bioquímicos no se consideran demasiado adecuados 

porque consumen mucho tiempo o son insuficientemente específicos para 

identificar las fases posteriores del desarrollo.  

Debido a que el programa de desarrollo de una célula implica la 

aparición o desaparición de proteínas específicas en un momento concreto, 

una alternativa para una identificación sencilla y rápida de callos embriogénicos 

podría ser el análisis de actividades enzimáticas e isoenzimas.  

 

B.1. Actividades enzimáticas.  

 

Existen numerosos estudios que relacionan la embriogénesis somática 

con los cambios detectados en la actividad de algunas enzimas como los que 

tienen lugar en las enzimas antioxidantes, esterasa, fenilalanina amonio liasa, 

malato deshidrogenasa y fosfatasa ácida. 
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 Algunas enzimas antioxidantes se utilizan como indicadores de la 

embriogénesis somática ya que parecen estar relacionadas con la 

regeneración de plantas (Dutta Gupta y Datta, 2003; Libik y cols., 2005). De 

acuerdo con Kairong y cols. (1999) la diferenciación y el desarrollo de células 

embriogénicas en la embriogénesis somática de Lycium Barbarum están 

regulados por tres enzimas antioxidantes que incluyen catalasa (CAT; EC 

1.11.1.6), peroxidasa (POD; EC 1.11.1.7) y superóxido dismutasa (SOD, EC 

1.15.1.1). Jariteh y cols. (2011) también propusieron que la embriogénesis 

somática secundaria de nogal persa podría estar regulada por estas enzimas 

antioxidantes.  

Ghanti y cols. (2009), en garbanzo, observaron que la actividad de CAT 

aumentaba en las etapas globulares y alcanzaba su máximo en los embriones 

en forma de corazón, pero disminuía durante las etapas de torpedo, 

cotiledonar, y en la germinación. Por lo tanto, la CAT puede ser un útil 

marcador para identificar las etapas específicas de la embriogénesis somática.  

Cordewener y cols. (1991) sugirieron que el aumento de POD es 

esencial para mantener el tamaño y la forma de las células del protodermo 

durante la embriogénesis somática.  

POD y CAT son enzimas importantes responsables de la eliminación de 

H2O2 producido bajo diversas condiciones adversas y así evitar que se dé el 

daño oxidativo relacionado con el estrés (Willekens y cols., 1995). CAT elimina 

el H2O2 producido durante β-oxidación de ácidos grasos en la fase inicial del 

crecimiento de plántulas de oleaginosas (Bewley y Black. 1994). Las mayores 

actividades tanto de POD y CAT durante las fases del desarrollo embrionario 

sugieren que la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) es mayor 

en las primeras etapas de la embriogénesis que en las etapas finales (Bagnoli y 

cols., 1998; Ghanti y cols., 2009).  
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Cada vez existe un mayor número de publicaciones que relacionan las 

especies reactivas de oxígeno y la embriogénesis somática (Zavattieri y cols., 

2010). El estrés oxidativo inducido por algunos compuestos incrementan los 

niveles celulares endógenos de auxina y promueven la desdiferenciación 

(Pasternak y cols., 2002; Correa-Aragunde y cols., 2006). Kairong y cols. 

(1999, 2002) sugirieron que la embriogénesis somática vegetal es un proceso 

de diferenciación celular especial y establecieron una relación entre ROS y la 

diferenciación celular. Trabajando con el arbusto Lycium barbatum,  Kairong y 

cols. (2002) establecieron una correlación entre el tratamiento con peróxido de 

hidrógeno (H2O2) y la inducción de la embriogénesis somática, de forma que 

niveles altos de H2O2 intracelular inducían y promovían la embriogénesis 

somática en esta especie. Sus resultados también revelaron que la SOD 

aumentaba gradualmente en los primeros días de la diferenciación de cultivos, 

y después disminuía gradualmente con la división y el desarrollo de los 

embriones pluricelulares. Dentro de la célula, SOD constituía la primera línea 

de defensa contra las especies reactivas de oxígeno, convirtiendo el 

superóxido a H2O2, y siendo este último eliminado por POD (Perl-Treves y Perl, 

2002). 

El H2O2, generado por diversos estímulos ambientales y de desarrollo, 

puede actuar como un molécula de señalización que regula el desarrollo de la 

planta, la adaptación al estrés y la muerte celular programada (PCD) (Apel y 

Hirt, 2004). Así el H2O2 actúa como un segundo mensajero celular capaz de 

inducir la expresión de genes, la síntesis de proteínas y de promover la 

embriogénesis somática. En otro trabajo experimental, estos mismos autores, 

demostraron que el H2O2 podría regular la expresión génica de la respuesta 

celular oxidativa a nivel de transcripción así como la regulación de las enzimas 

antioxidantes como SOD. Vranová y cols. (2002) dedujeron que mientras que la 
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progresión del ciclo celular estuviera bajo el control negativo de ROS, el H2O2 

estimulaba la embriogénesis somática. 

 Las esterasas (EST; EC 3.1.1.2), un grupo de enzimas que 

hidrolizan los enlaces éster, aumentan la pectina y parecen tener un papel 

promotor en la embriogénesis (Joersbo y cols., 1989; Kairong y cols., 1999; 

Tchorbadjieva y Odjakova, 2001). Se ha sugerido una relación de estos 

enzimas con cambios producidos en las paredes celulares vegetales durante la 

adquisición de la capacidad embriogénica (Chibbar y cols., 1988). Un 

requerimiento para el desarrollo embriogénico de células vegetales es un 

contacto muy estrecho célula a célula (Fry, 1990). Se cree que la lámina media 

de pectinas mantiene juntas a las células vegetales y se ha propuesto que 

enzimas como las esterasas, que pueden unir polisacáridos de pectina 

covalentemente, podrían jugar un papel promotor en la embriogénesis (Van 

Engelen y De Vries, 1993) 

 La L-fenilalanina amonio-liasa (PAL; EC 4.3.1.5), enzima clave 

involucrada en la asimilación y reciclaje de amonio (Bernard y Habash, 2009), 

también parece estar implicada en el proceso embriogénico.  

La actividad de la PAL era mayor en las etapas torpedo y cotiledonar 

durante la embriogénesis somática de garbanzo pero disminuía durante la 

germinación (Ghanti y cols., 2009). Esto está de acuerdo con los resultados de 

Cvikrová y cols. (1994) que informaron sobre la existencia de mayores niveles 

de actividad PAL en callos embriogénicos en comparación con los callos no 

embriogénicos de Medicago sativa y con lo expuesto con Mihaljevic y cols. 

(2011) en cultivos de tejidos de calabaza en un medio inducido por amonio, lo 

que podría explicarse por una posible asimilación del nitrógeno por activación 

de la vía secundaria del metabolismo fenilpropanoide (Singh y cols., 1998). 

PAL cataliza la desaminación de L-fenilalanina para generar ácido trans-
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cinámico y la duración de su actividad era característicamente corta y se 

correspondía con un período distinto del crecimiento en células cultivadas de 

plantas superiores (Ibrahim y Edgar, 1976). La ruta metabólica primaria vía 

shikimato produce ácidos fenólicos importantes, tales como el clorogénico, 

cafeico, p-hidroxibenzoico, trans cinámico y cumárico. Algunos de estos 

compuestos fenólicos actúan como precursores para la biosíntesis de la lignina. 

También se ha confirmado la función de ciertos fenoles como protectores de 

auxina, actuando para evitar su degradación (Kavi Kishor, 1989). Es posible 

que los productos de PAL puedan estar implicados en la biosíntesis de la 

lignina que es necesaria durante la embriogénesis (Ghanti y cols., 2009). Esto 

está de acuerdo con los estudios realizados en tejidos hiperhídricos 

(caracterizados por una apariencia vidriosa, con tallos y hojas translúcidas) 

donde una disminución en la actividad PAL se correlaciona con la disminución 

en la lignificación de las paredes celulares (Kevers y Gaspar, 1985).  

 La actividad malato deshidrogenasica (MDH; EC 1.1.1.37) era 

más alta durante la germinación de embriones en garbanzo que en los cultivos 

no embriogénicos. MDH juega un papel importante durante la germinación de 

embriones somáticos suministrando la energía necesaria a través del ciclo de 

Krebs (Ghanti y cols., 2009). Estos resultados están de acuerdo con los de Kavi 

Kishor y Mehta (1988) quienes informaron que MDH era mayor en cultivos que 

formaban órganos en comparación con cultivos que no los formaban. La MDH 

cataliza la reacción de oxidación del malato y puede proporcionar NADPH para 

la biosíntesis reductora como fue mostrado por Fowler (1974), y la serie de 

reacciones implicadas en la conversión de NADP+ a NADPH puede generar 

CO2 interno. Dhindsa y cols. (1975) indicaron que el malato puede actuar como 

un soluto osmótico para regular la expansión de células durante el crecimiento 

de la fibra de algodón. Dhindsa y cols. (1979) también notaron un aumento de 

la actividad de esta enzima en callos de tabaco que formaban brotes. Estos 
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autores sugirieron que MDH proporciona NADPH a los tejidos que forman los 

brotes, pero que actuaba como un soluto osmótico en callos que no los 

formaban. 

 Fosfatasa ácida (ACP; EC; 3.1.3.2). Las fosfatasas catalizan la 

hidrólisis de ésteres del ácido fosfórico. Se clasifican en fosfatasas ácidas (E.C. 

3.1.3.2) y alcalinas (E.C. 3.1.3.1). Las ácidas son producidas por 

microorganismos y plantas superiores, mientras que las alcalinas son 

producidas principalmente por microorganismos (Speir y Ross, 1978, 

Tabatabai, 1994). 

La fosfatasa ácida es común en la célula y se ha detectado asociada a la 

pared celular, a los dictiosomas y lisosomas. En algunos trabajos se ha 

sugerido la utilización de esta enzima como marcadora de la embriogénesis 

somática. Menéndez-Yuffá y García (1996), en café, y Marcano y cols. (2006), 

en caña de azúcar, detectaron una actividad fosfatasica ácida mayor en callos 

embriogénicos que en los no embriogénicos. Dicha actividad podría utilizarse 

como marcadora de los procesos de diferenciación que ocurren durante el 

cultivo in vitro.  

 

B.2. Isoenzimas. 

 

Como definió la comisión en nomenclatura biológica de la IUPAC-IUB 

(Moss, 1982) las isoenzimas son múltiples formas moleculares de una misma 

enzima que ocurren en una misma especie, como resultado de la presencia de 

más de un gen codificando para cada una de ellas. Las isoenzimas llevan a 

cabo una misma actividad catalítica, pero presentan diferentes movilidades 

electroforéticas, originadas por las diferencias en secuencias de aminoácidos y, 

por lo tanto, por las variaciones en las secuencias de ADN que codifican para 

estas enzimas. Las isoenzimas, o isoformas, son fácilmente detectables y su 
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variación está a menudo asociada con las diferencias genéticas y etapas de 

desarrollo (Scandalios, 1974).  

Muchos son los ejemplos donde se han utilizado isoenzimas como 

marcadores de cultivos embriogénicos. 

Mediante electroforesis en gel de almidón, Everett y cols. (1985) 

analizaron zimogramas de la glutamato deshidrogenasa, alcohol 

deshidrogenasa, β-glucuronidasa y esterasa en maíz. Encontraron que 

zimogramas de esterasa y glutamato deshidrogenasa servían para distinguir 

entre cultivos embriogénicos y organogénicos.  

También en maíz patrones de isoenzimas POD, EST, MHD mostraron 

variaciones en el número total de bandas entre callos embriogénicos y no 

embriogénicos (Rao y cols., 1990). 

Bagnoli y cols. (1998), en castaño de indias, Libik y cols. (2005), en la 

planta de hielo (Mesembryanthemum crystallinum), y Blázquez y cols. (2009), 

en azafrán, observaron cambios en las isoformas de  SOD durante el desarrollo 

de embriones somáticos. Platiša y cols. (2008) en Medicago sativa utilizaron 

isoenzimas POD y SOD para diferenciar los callos embriogénicos.  

Las isoenzimas EST, POD, transaminasa glutamico oxalacética (GOT) y 

la fosfatasa ácida se utilizaron para distinguir callos embriogénicos de no 

embriogénicos en batata dulce (Ipomoea batatas) (Cavalcante y cols., 1994). 

Cambios en los patrones isoenzimáticos de POD y EST han sido utilizados 

para analizar diferentes fases de la embriogénesis somática en 

monocotiledóneas (Coppens y Dewitte, 1990; Rao y cols., 1990; Bapat y cols., 

1992), en Mammilliaria gracilis (Balen y cols., 2003) y en calabaza (Mihaljevic y 

cols., 2011), mientras que ACP no fue adecuada para discriminar entre callos 

embriogénicos y no embriogénicos en maíz (Fransz y cols., 1989) ni en caña 
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de azúcar (Marcano y cols., 2006) y tanto la ACP como la EST no dieron 

información en cebada y trigo (Chawla, 1988).  

Las variaciones en las isoperoxidasas fueron documentadas como los 

marcadores de la embriogénesis somática en calabaza (Krsnik-Rasol y cols., 

1982), en zanahoria (Joersbo y cols., 1989) y en alfalfa (Platiša y cols., 2008). 

Las isoesterasas también se han estudiado como marcadores del 

potencial embriogénico y del desarrollo de embriones en zanahoria (Chibbar y 

cols., 1988), cebada (Pedersen y Andersen, 1993), maíz (Rao y cols., 1990), 

trigo (Bapat y cols., 1992) y Dactylis glomerata (Tchorbadjieva y Odjakova, 

2001). 

 

C. APLICACIONES DE LA EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA. 

 

La rápida mejora en los métodos de la embriogénesis somática ha 

permitido la ampliación de sus aplicaciones científicas y comerciales: 

 

C.1. Estudios embrionarios. 
 

La embriogénesis somática ofrece un excelente sistema experimental 

para estudiar los aspectos fisiológicos y bioquímicos del desarrollo del embrión 

(Shoahel y cols., 2007). Uno de los principales usos de la embriogénesis 

somática consiste en su utilización en la investigación de las etapas iniciales de 

la embriogénesis cigótica en las plantas superiores. Los embriones cigóticos de 

las plantas superiores constan de varias células pequeñas que crecen dentro 

de los tejidos maternos, como flores o frutos inmaduros, y es muy difícil reunir 

suficientes embriones como para realizar los análisis bioquímicos, fisiológicos y 

morfológicos de los programas biológicos que ocurren en el proceso de 
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desarrollo temprano. Los embriones somáticos proporcionan un buen modelo 

por el cual este tipo de problemas se podrían evitar. El conocimiento de 

muchos de los acontecimientos que ocurren durante la embriogénesis 

temprana se debe a los experimentos realizados en la embriogénesis somática 

(De Jong y cols., 1993; Kiyosue y cols., 1993; Zimmerman, 1993). 

 

C.2. Propagación de plantas. 
 

La propagación tradicional de plantas se realiza a partir de fragmentos 

de la planta o por semillas. La escasez de semillas sanas y del material vegetal 

adecuado a menudo afecta a la propagación masiva de algunas especies como 

por ejemplo de las hortícolas (Joung y cols., 2002). La producción a gran 

escala de clones de élite a través de la micropropagación o embriogénesis 

somática resolvió este problema. La propagación clonal por embriogénesis 

somática se ha convertido en un método esencial para la mejora de la mayoría 

de las plantas económicamente importantes (Menéndez-Yuffá y cols., 2010).  

Este tipo de embriogénesis reduce el tiempo requerido para la 

propagación de plantas ya que permite realizar el cultivo de gran número de 

unidades reproductivas: los embriones somáticos con frecuencia se originan a 

partir de una sola célula y así se pueden sincronizar en cultivos en medio 

líquido que permiten tratar con cultivos puros de material prácticamente 

homogéneo. Así se logra la regeneración de algunas plantas de células 

aisladas con las características genéticas deseadas (Jacobs y cols., 1987; 

Toonen y de Vries, 1996), haciendo posible su uso en programas de selección 

celular  

Las plántulas derivadas de un cultivo in vitro pueden presentar fenotipos 

anormales, a menudo hereditarios. Esta variabilidad se conoce como variación 

somaclonal y ha sido ampliamente descrita en plantas derivadas de embriones 
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somáticos (Amberger y cols., 1992.; Fourré y cols., 1997; Kuksova y cols., 

1997; Yang y cols., 2008; Suliman Elmeer y cols., 2009; Prado y cols., 2010b; 

Lucia y cols., 2011). Las variaciones somaclonales son un problema en la 

micropropagación clonal in vitro (Corley y cols., 1986; Jain y cols., 1998) pero 

dan la oportunidad de descubrir la variabilidad genética natural y de utilizar esta 

variabilidad para la mejora de plantas (Larkin y Scowcroft, 1981; Evans, 1989; 

Anwar y cols., 2010; Prado y cols., 2010b).  

La variación somaclonal puede producir características agronómicas 

deseables como son un aumento en la tolerancia a la sal, la resistencia a 

herbicidas, a enfermedades, a temperaturas extremas e incluso al aluminio o la 

desecación (Maluszynsky y cols., 1995). Por ejemplo, la selección de células y 

la regeneración a través de la embriogénesis somática se han utilizado para 

mejorar la tolerancia a la sal y la resistencia a las enfermedades en los cítricos 

(Litz y cols., 1985), resistencia a los virus y tolerancia a la sal en la caña de 

azúcar  (Oropeza y de Gracia, 1996; Khan y cols., 2004a), germinación a bajas 

la temperatura en melón (Ezura y cols., 1995) y resistencia a fitotoxinas en el 

café (Nyange y cols., 1995). 

 

C.3. Transformación genética. 
 

La transformación genética que introduce genes extraños en el genoma 

vegetal es una práctica habitual en muchas especies vegetales y se ha 

convertido en una herramienta indispensable para la mejora de cultivos 

(Potrykus, 1990). Sin embargo, en algunas especies, la falta de un método de 

regeneración eficiente dificulta el uso de esta tecnología. Para estas especies, 

el desarrollo de métodos de regeneración basados en la embriogénesis 

somática podría ser la solución como lo ha sido para el café (Spiral y cols., 

1993), yuca (Schöpke y cols., 1996), cacao (Silva y cols., 2009) y maíz 
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(González y cols., 2012) entre otros. También se han utilizado para conseguir 

resistencia a herbicidas como en la adormidera (Facchini y cols., 2008), para 

aumentar la producción de la biomasa utilizada para obtener biocombustibles 

en Panicum virgatum (Burris y cols., 2009; Xu y cols., 2011), la resistencia a 

enfermedades en cacahuete (Singsit y cols., 1997) o aumentar la obtención de 

plantas ornamentales (Vergne y cols., 2010). El método que se ha utilizado 

durante mucho tiempo para la transferencia de genes está mediado por 

Agrobacterium tumefaciens. 

 

C.4. Formación de híbridos somáticos. 
 

Otra aplicación es la de obtener plantas con diferentes niveles de ploidía 

ya que la embriogénesis somática puede producir espontáneamente poliploidía 

en las plantas regeneradas, como se observó en melón (Cucumis melo), 

Iochroma warscewiczii y Vitis vinifera (Canhoto y cols., 1990; Ezura y Oosawa, 

1994; Prado y cols., 2010b). La aplicación de la colchicina u otras drogas en el 

medio embriogénico aumentó el número de embriones poliploides producidos 

(Gmitter y cols., 1991. Binarova y Dolezel, 1993). También se han obtenido 

embriones haploides por cultivo de anteras y triploides a partir del endospermo 

(Garg y cols., 1996; Thomas y Chaturvedi, 2008).  

 

C.5. Criopreservacion y obtención de semillas sintéticas. 
 

El almacenamiento de semillas en condiciones secas y frías ofrece un 

método conveniente para almacenamiento a largo plazo del germoplasma. Sin 

embargo, las semillas de algunas especies no se pueden almacenar a 

temperaturas bajas o no son tolerantes a la desecación. Por otra parte, algunas 

especies de cultivo sólo se propagan vegetativamente, causando muchos 

problemas de conservación 
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La conservación a largo plazo de células vegetales, de embriones 

somáticos y de callos embriogénicos, usando nitrógeno líquido, es una 

importante herramienta para la conservación del germoplasma sin causar 

variaciones genéticas (Kong y Von Aderkas, 2011; Vasanth y Vivier, 2011; 

Vieitez y cols., 2011) 

El éxito en la inducción de la latencia, y conseguir el almacenamiento a 

largo plazo, junto con el logro de encapsulación de los embriones somáticos, 

también ha abierto la posibilidad para su uso en la tecnología de semillas 

sintéticas (Gray y Purohit, 1991; Gray y cols., 1995; Litz y Gray, 1995; Rai y 

cols., 2009; Kong y Von Aderkas, 2011; Vasanth y Vivier, 2011).  

 

C.6. Obtención de protoplastos. 
 

El uso de callos embriogénicos y cultivos de células en suspensión, así 

como de embriones somáticos como una fuente de protoplastos, se ha 

explotado para una gama de especies, usando la ventaja de la totipotencia de 

estos cultivos embriogénicos (Merkle y cols., 1990). Se ha demostrado que los 

cultivos embriogénicos son especialmente valiosos como fuente de 

protoplastos en gramíneas (Finch y cols., 1991; Chang y Wong, 1994; Lyznik y 

Hodges, 1994; Funatsuki y cols., 1996), cítricos (Jiménez, 1996), y especies 

forestales (David, 1987; McCown y Russell, 1987). 

Estos protoplastos pueden ser utilizados para la transformación genética 

antes mencionada y para la obtención de híbridos somáticos mediante fusión 

de protoplastos (Guan y cols., 2010; Prange y cols., 2010; Rezazadeh y cols., 

2011). 

 

 

 

http://www.springerlink.com/content/?Author=Lisheng+Kong
http://www.springerlink.com/content/?Author=Patrick+von+Aderkas
http://www.springerlink.com/content/?Author=K.+Vasanth
http://www.springerlink.com/content/?Author=M.+A.+Vivier
http://www.springerlink.com/content/?Author=Lisheng+Kong
http://www.springerlink.com/content/?Author=Patrick+von+Aderkas
http://www.springerlink.com/content/?Author=M.+A.+Vivier
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C.7. Producción de metabolitos. 
 

La embriogénesis ofrece un gran potencial para la producción in vitro de 

metabolitos de embriones, como los lípidos y las proteínas de almacenamiento 

de semillas (Merkle y cols., 1990), los productos farmacéuticos (Awad y cols., 

2011; Raghu y cols., 2011) y otros metabolitos secundarios (Paek y cols., 

2005). Esto solucionaría el problema que origina la obtención de metabolitos de 

forma tradicional donde se necesitarían grandes cantidades de plantas, tejidos 

u órganos para su obtención ya que se producen pequeñas cantidades de los 

metabolitos. 

 

II. VALOR NUTRITIVO DE LAS LEGUMINOSAS. 

IMPORTANCIA FORRAJERA. 

 

 

Las leguminosas o legumbres se consideran un grupo importante de 

plantas que sirven de alimento para hombres y animales, especialmente en los 

países en vías de desarrollo, al ser una fuente proteica bastante abundante y 

barata.  

En el año 2001, la Comisión Europea (Directiva de la CE 999/2001) 

prohibió el uso de harinas de carne, hueso y derivados animales en las dietas 

para el ganado. Se pretendía con esto garantizar la seguridad de los 

consumidores cuando se alimentan de productos de origen animal. Como 

alternativa, la harina de soja (SBM) fue el suplemento de proteínas de origen 

vegetal más utilizado en las dietas de animales, ya que era una fuente 

abundante de proteínas y presentaba gran calidad. Como SBM era el principal 

subproducto de la extracción de aceite de soja, el coste y la disponibilidad de 



Introducción 

38 

 

SBM estaban muy correlacionados con la evolución de los precios de los 

productos agrícolas en el mercado mundial. Los factores que podían influir en 

los precios del mercado mundial incluían variaciones en la población, el 

crecimiento económico, los cambios en las preferencias de productos de 

consumo y las condiciones climáticas de maduración (Gill, 1997; Trostle, 2008).  

La reciente expansión en la industria de los biocombustibles también 

supuso un incremento en la demanda de alimentos ricos en almidón y azúcares 

con el consiguiente aumento del precio para tales cultivos (Runge y Senauer, 

2007). 

Además, la producción limitada de soja en Europa (Blair, 2007) y la 

posición de los países de la UE con respecto a la soja modificada 

genéticamente reforzó la importancia de otras fuentes de alimento. 

La búsqueda de fuentes alternativas de proteínas aumentó el interés por 

las leguminosas de grano. Estas leguminosas, además, se cultivan en sistemas 

de rotación con otros cultivos (López-Bellido y cols., 2005) lo que puede reducir 

el uso de fertilizantes de nitrógeno (Peoples y cols., 1995) y aumentar la 

fertilidad del suelo; además, la incidencia de malezas, plagas y enfermedades 

podía reducirse (Peoples y cols., 1995; Mwanamwenge y cols., 1998). En 

algunos casos, como por ejemplo utilizando Vicia faba, se podían utilizar 

también como cubierta de suelos para evitar así su erosión (Köpke y Nemecek, 

2010). 

La presencia de proteínas y almidón en proporciones adecuadas, junto 

con la fibra, vitaminas y microelementos, ha hecho que las leguminosas sean 

un foco de justificado interés nutricional (Leterme, 2002). Sin embargo, los 

problemas de digestibilidad y la escasa disponibilidad de algunos aminoácidos 

esenciales limitan en gran medida la utilización de las proteínas de 

leguminosas. La baja digestibilidad se ha atribuido a muchos factores: la 
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estructura de conformación de las proteínas, la interacción de las proteínas con 

otros componentes de la semilla para formar complejos (Nielsen, 1991) y la 

presencia de factores antinutricionales que actúan como un mecanismo de 

autodefensa de la planta pero problemáticos cuando se suministran a los 

animales (Kim y cols., 2007; Mekbungwan, 2007). Estos factores 

antinutricionales o factores nutricionales activos (FANs), impiden la digestión y 

la absorción de algunos de sus componentes más interesantes (por ejemplo, 

proteínas, vitaminas) o, en algunos casos, son simplemente tóxicos (alcaloides) 

o causan efectos fisiológicos indeseables (por ejemplo, flatulencia) (Muzquiz y 

Wood, 2007).  

Por lo tanto, el valor nutritivo de las leguminosas de grano depende 

principalmente de su contenido en nutrientes y de la presencia o ausencia de 

factores antinutricionales o tóxicos que pueden provocar respuestas fisiológicas 

adversas o disminuir la disponibilidad de ciertos nutrientes (Shimelis y Rakshit, 

2005). 

 

A. FACTORES NUTRICIONALES. 

 

Se considera valor nutritivo a la capacidad del alimento para proporcionar una 

forma útil de nutrientes: proteínas, carbohidratos, vitaminas y minerales 

(Ramakrishna y cols., 2006).  

 

A.1. Composición mineral. 
 

La ganadería, por lo general, obtiene la mayor parte de sus nutrientes de 

los alimentos que consumen en la dieta. Las fuentes para la obtención de 

minerales proceden de diferentes tipos de alimentos como son los pastos, los 

forrajes de corte, los concentrados y suplementos de minerales (McDowell y 
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Arthington, 2005). Sin embargo, los esfuerzos para minimizar el coste de los 

suplementos minerales en la producción ganadera requieren un profundo 

conocimiento de la oferta y la disponibilidad de esos nutrientes minerales en 

piensos y forrajes (Dost y cols., 1990). El nivel de minerales en las plantas 

depende de las interacciones entre una serie de factores que incluyen el tipo de 

suelo, las especies de plantas, la etapa de madurez, el rendimiento de la 

materia seca, el manejo del pastoreo y el clima (McDowell y cols., 1983; Khan y 

cols., 2005). Aunque la información sobre la concentración total de un mineral 

en un pienso es importante, la biodisponibilidad del mineral es igualmente 

importante ya que varía considerablemente entre las diferentes especies y 

razas animales dentro de una misma especie, así como entre los diferentes 

alimentos.  

Las leguminosas alimenticias son una buena fuente de minerales como 

el calcio, hierro, cobre, zinc, potasio, fósforo y magnesio (Salunkhe y cols., 

1985). 

Se ha sugerido que las especies con mayor P y K en sus hojas son más 

productivas y más beneficiosas para el ganado, debido a que estos elementos 

son igualmente muy importantes (Ashraf y cols., 1992; Irigoyen y cols., 1992). 

El calcio y el magnesio son también muy útiles para el ganado, porque ambos 

elementos son esenciales para el crecimiento normal de los animales (Walker, 

1980; Underwood, 1981; Aregheore y Hunter, 1999; Khan y cols., 2004b). Los 

problemas sencillos como los calambres y espasmos musculares emergen en 

animales debido a la deficiencia de Ca, Mg y otros electrolitos. La producción 

de enzimas digestivas en los animales se ve perjudicada si los minerales no 

están lo suficientemente disponibles. El balance de minerales es de vital 

importancia para la salud animal al igual que su disponibilidad y asimilación. El 

cuerpo puede tolerar una deficiencia de vitaminas durante más tiempo que una 

deficiencia en minerales (Grunes y Welch, 1989).  
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A.2. Proteínas. 

 

El valor nutritivo o la calidad de las proteínas se rige por su composición 

de aminoácidos, la proporción de aminoácidos esenciales con respecto a la de 

aminoácidos no esenciales, la susceptibilidad a la hidrólisis durante la 

digestión, la fuente y el efecto de procesamiento (Radha y cols., 2007; 

Schuster-Gajzago y cols., 2006), etc.. 

La fracción proteica predominante en semillas de legumbre está formada 

por globulinas (60-90%) que son proteínas de reserva ricas en arginina, ácido 

glutámico, ácido aspártico y sus amidas, y pobres en aminoácidos sulfurados. 

Las semillas de legumbre también contienen albúminas (10-20%), donde se 

incluyen proteínas con actividad biológica, más ricas en triptófano y treonina 

que las globulinas (Guéguen y Azanza, 1985; Degussa, 2006; Jezierny y cols., 

2010).  

Chandna y Matta (1994) encontraron que la composición proteica de las 

semillas de Lathyrus sativus era: albúminas (14%), globulinas (66%), glutelinas 

(15%) y prolaminas (5%), y del mismo modo, Duke (1981) cita también valores 

de 26, 53, 15 y 6%, respectivamente.  

El principal obstáculo al utilizar legumbres como fuente de proteína en 

las dietas animales, fue su bajo nivel de aminoácidos azufrados, metionina y 

cisteína, y, también, de triptófano (Gatel y Grosjean, 1990; Gatel, 1994; 

Mekbungwan, 2007). Pastor-Cavada y cols. (2011) estudiaron las 

características proteicas en 15 especies de Lathyrus y encontraron que los 

aminoácidos esenciales más abundantes eran leucina, lisina, fenilalanina, 

treonina y valina. Además, todas las especies contenían lisina por encima de 

las recomendaciones de la FAO (FAO, 1985). Por el contrario, todas las 

especies estaban limitadas en triptófano, desde 0,5% a 0,8% de contenido, y 

también en aminoácidos azufrados, metionina y cisteína. 
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También en semillas de Vicia faba el análisis de aminoácidos reveló una 

composición proteica similar a la de otras leguminosas de grano, y se 

caracterizó por una buena calidad nutricional, excepto por ser deficiente en 

aminoácidos azufrados y triptófano (Vioque y cols., 2012). 

Si complementamos adecuadamente las proteínas de legumbres con 

otras fuentes  proteicas ricas en aminoácidos azufrados y triptófano, como 

cereales, las legumbres se pueden incluir en las dietas para animales sin 

ningún efecto negativo sobre el crecimiento (Partanen y cols., 2003; Stein y 

cols., 2004; Zraly y cols., 2007). 

Otros factores, además de la composición de aminoácidos, pueden 

determinar la calidad nutricional de las proteínas de los alimentos. Para hacer 

uso de los aminoácidos de estas proteínas primero deben ser digeridas con el 

fin de liberarlos. Así, la digestibilidad de la proteína por las enzimas digestivas 

es también un factor determinante de la calidad nutricional de una proteína. 

Desde un punto de vista nutricional una proteína debe tener una equilibrada 

composición de aminoácidos y una digestibilidad alta. Además, estudios in vitro 

e in vivo propusieron que la digestión de las proteínas de reserva de los granos 

de leguminosas es limitada debido a la estructura y conformación de estas 

proteínas (Chang y Satterlee, 1981; Jivotovskaya y cols., 1996). Por ejemplo, 

las globulinas de soja (glicinina y conglicinina) se digirieron bien in vitro 

(Nielsen y cols., 1988), mientras que la digestibilidad in vivo de la faseolina, una 

globulina de la proteína de frijol se redujo en los cerdos y las ratas (Begbie y 

Ross, 1993; Santoro y cols., 1999). Estudios in vivo, además, revelaron que las 

globulinas de guisantes (vicilina y legumina) podían ser degradadas por las 

enzimas proteolíticas, mientras que las albúminas eran resistentes en el 

estómago y el intestino delgado porcino (Salgado y cols., 2003; Le Gall y cols., 

2005). Por lo tanto, las propiedades estructurales propias de las principales 

globulinas de almacenamiento, pueden ser factores importantes que limitan la 
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digestión de las proteínas durante el paso a través del tracto gastrointestinal 

(Carbonaro y cols., 2000). 

Kasprowicz y Frankiewicz (2004) y Jezierny  (2009) propusieron que las 

diferencias en la digestibilidad de proteínas y aminoácidos, en algunos cultivos 

de leguminosas, estaban vinculados a las variaciones en su composición 

química, en particular, a su mayor o menor contenido de metabolitos 

secundarios inherentes a diferentes cultivos. Por ejemplo, la digestibilidad de 

proteínas y aminoácidos en habas y guisantes de variedades de flores blancas 

son más altos que los cultivos de flores de color debido a su alto contenido de 

taninos (Kasprowicz y Frankiewicz, 2004; Jezierny, 2009). 

 

A.3. Carbohidratos y fibra. 
 

La fracción de carbohidratos presente en las leguminosas incluye 

azúcares de bajo peso molecular, almidón y varios polisacáridos no amiláceos 

(NSP) (Bach Knudsen, 1997). NSP y lignina son los principales componentes 

de las paredes celulares y se conocen comúnmente como fibra dietética 

(Theander y cols., 1989; Canibe y Bach Knudsen, 2002). 

Esta fracción de carbohidratos proporciona una importante fuente de 

energía y su composición difiere considerablemente de la de los cereales (Bach 

Knudsen, 1997). Los cereales contienen cantidades más altas de almidón que 

habas, guisantes y altramuces, mientras que estas leguminosas de grano tiene 

una mayor cantidad de azúcares solubles (total de monosacáridos, sacarosa, 

rafinosa, estaquiosa y verbascosa) y NSP (Bach Knudsen, 1997). 

El almidón es la principal fuente de energía en las dietas de muchos 

animales, pero el almidón de legumbres, en general, proporcionaba menos 

energía disponible, especialmente en animales monogástricos, que en los 

cereales debido a su alto contenido de amilosa (casi el doble), cuya estructura 
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dificulta la acción de las enzimas, y a las propiedades de los gránulos (Aranda 

y cols., 2001). Goelema (1999) revisó el mecanismo de degradación del 

almidón por los microorganismos del rumen observando que las características 

físicas de los cuerpos de almidón afectaban a la accesibilidad de la enzima. El 

tratamiento térmico de los granos provoca la gelatinización del almidón, la 

estructura cristalina del almidón se funde y se destruye en condiciones de alta 

temperatura; los gránulos de almidón se rompen y se convierte en un sustrato 

más accesible siendo hidrolizado fácilmente por las enzimas (Alonso y cols., 

2000). La fracción de almidón resistente en legumbres corresponde al almidón 

físicamente inaccesible que está atrapado en la matriz celular (Englyst y cols., 

1992) y, en muchos casos, esta se rompe por el procesamiento (González-Soto 

y cols., 2006). El tratamiento térmico causaba una reducción significativa en la 

resistencia y en el almidón mal digerible y un aumento del almidón digestible en 

guisantes (Periago y cols., 1996), garbanzos y judías comunes (Marconi y cols., 

2000). 

Hay pocos datos que muestren la capacidad que tienen diferentes 

fuentes de almidón de influir en la utilización de otros nutrientes en la dieta. 

Parece como si la mayoría del almidón fácilmente digerible (gelatinizado) no 

influyera en la digestibilidad de las proteínas pero, sin embargo, mejora la 

energía y digestibilidad del almidón (Peres y Oliva-Teles, 2002). Adamidou y 

cols. (2009), observaron una mayor digestibilidad aparente para dietas que 

combinaban trigo y almidón de legumbres que para la dieta que incluía 

solamente trigo o alguna legumbre. 

Las leguminosas contienen, además del almidón, altos niveles de fibra 

dietética. La acción principal de las fibras se produce en el tracto 

gastrointestinal, presentando diferentes efectos fisiológicos. En efecto, los 

efectos fisiológicos causados por las fibras, tales como la alteración del tiempo 

de tránsito gastrointestinal, cambios de saciedad, la influencia sobre los niveles 
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de colesterol, de glucosa sérica y de insulina después de las comidas, la 

flatulencia y la alteración en la biodisponibilidad de los nutrientes, se demostró 

que se debían a las propiedades físico-químicas de sus constituyen (Hopwel y 

cols., 1993; Lajolo y cols., 2001). 

Se ha comprobado que las habas y guisantes contienen cantidades 

relativamente bajas de fracciones de fibra en comparación con los altramuces 

(Bach Knudsen, 1997; Jezierny, 2009), y, en relación con el contenido de 

lignina, las habas y Lupinus angustifolius tienen cantidades similares, mientras 

que el contenido de lignina en guisantes es de menor importancia (Salgado y 

cols., 2002a; Jezierny, 2009). 

 

A.4. Ácidos grasos. 
 

Con respecto a la composición de ácidos grasos, la proporción más alta 

de los insaturados esenciales en algunas legumbres de grano, por ejemplo en 

algunas especies de Vicia (Akpinar y cols., 2001) o Lupinus albus (Erbas y 

cols., 2005), puede resultar muy atractiva tanto para la alimentación del ser 

humano como para la animal (Bézard y cols., 1994); sin embargo, se deben 

tener en cuenta los efectos adversos de los ácidos grasos insaturados en la 

calidad de la carne (Wood y cols., 2003). En habas se ha informado de una 

proporción de ácidos grasos saturados frente a los insaturados de 40-60 

(Akpinar y cols., 2001), mientras que en L. albus, la proporción de ácidos 

grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados era de 13,5/ 55,4/ 31,1 

(Erbas y cols., 2005). 

Los ácidos linoleico y linolénico son los ácidos grasos esenciales más 

importantes para el crecimiento y mantenimiento de las funciones fisiológicas 

en los animales (Pugalenthi y cols., 2004). 
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Existe abundante literatura sobre la composición de ácidos grasos de 

semillas de plantas. El ácido linoleico y ácido oleico fueron identificados como 

ácidos grasos predominantes en los guisantes (Bastianelli y cols., 1998), al 

igual que en habas (Duc y cols., 1999) y en altramuces (Petterson, 2000). En 

frijoles, se encontró que el ácido palmítico y el oleico eran los ácidos grasos 

principales (Akpinar y cols., 2001). Prabhakara Rao y cols. (2010) encontraron 

que la composición de ácidos grasos en el aceite de semillas de Entada 

pursaetha eran el ácido palmítico (8,8%), ácido oleico (37,2%), el ácido 

linoleico (43,9%) y el ácido eicosanoico (1%). 

Estudios realizados con Vicia faba incluían la misma cantidad de ácidos 

grasos saturados (22,3%) que de monoinsaturados (21,7%), principalmente los 

ácidos palmítico y oleico eran similares; el 56% (w/w) se correspondía con 

ácidos grasos poliinsaturados, principalmente con el ácido linoleico (C18: 2 

51,6%) y otros ácidos grasos diferentes (C18:1 21,2%, C16:0 17,6%, C18:3 

4,4%, C18:0 3,4%, C20:0 1,3%, y C20:1 0,5%) (Vioque y cols., 2012). 

 

B. FACTORES ANTINUTRICIONALES (FAN). 

 

 

Las leguminosas de grano contienen una serie de metabolitos 

secundarios vegetales, también conocidos como sustancias bioactivas (Champ, 

2002), que puede ejercer una amplia gama de efectos diferentes sobre los 

animales que los consumen. Estos efectos se han descrito como positivos, 

negativos o ambos (Champ, 2002; Jamroz y Kubizna, 2008). La mayoría de 

metabolitos secundarios de plantas, sin embargo, como los taninos, inhibidores 

de la proteasa, alcaloides, lecitinas, glicósidos y saponinas se han clasificado 

como factores antinutricionales (FAN) (por ejemplo, Liener, 1989; D'Mello, 

1995), debido a que pueden perjudicar el rendimiento del crecimiento, la 
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fertilidad y el estado de salud del ganado debido a una variedad de 

mecanismos subyacentes (Huisman y Tolman, 2001; Brenes y cols., 2004; 

Pusztai y cols., 2004). Estos metabolitos secundarios de las plantas se pueden 

dividir en dos categorías principales: un grupo lábil al calor, como los 

inhibidores de las proteasas y lectinas, que son sensibles a las temperaturas 

que se producen durante el procesamiento del alimento, y un grupo estable al 

calor que incluye los taninos, alcaloides, cianógenos y saponinas, estables a 

las temperaturas de procesamiento (D'Mello, 1995). 

 

B.1. Inhibidores de proteasas: de tripsina y quimiotripsina. 
 

Los inhibidores de proteasas son compuestos termolábiles que alteran la 

digestibilidad de las proteínas y que están ampliamente distribuidos en semillas 

vegetales (Liener y Kakade, 1980). La mayoría de las leguminosas de grano 

contienen cantidades considerables de estos inhibidores (Huisman y Tolman, 

2001). La soja es una de las leguminosas que contienen mayor cantidad de 

inhibidores de proteasas (Le y Dworschak, 1986; Saini, 1989). 

Tradicionalmente, los inhibidores de proteasas pertenecen a dos clases 

principales, el inhibidor de tripsina Kunitz (KTI), que está presente 

principalmente en la soja, y la familia de inhibidores tripsina/quimotripsina 

Bowman-Birk (BBI), que se produce ampliamente en las leguminosas de grano 

(Huisman y Tolman, 2001; Pusztai y cols., 2004). BBI es una pequeña proteína 

soluble en agua, presente en la soja y en casi todas las semillas de 

monocotiledóneas y dicotiledóneas (Losso, 2008). BBI puede inhibir 

fuertemente tanto tripsina como quimotripsina, dos importantes enzimas 

pancreáticas responsables de la digestión de las proteínas en el tracto 

gastrointestinal. KTI produce una fuerte inhibición en la tripsina y una inhibición 

más débil sobre quimotripsina. 
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Estos inhibidores son destruidos en el rumen por lo que no suponen un 

problema para los animales rumiantes. En las especies monogástricas, los 

inhibidores de proteasas forman complejos inactivos relativamente estables con 

las enzimas proteolíticas pancreáticas tripsina y quimotripsina (Liener y 

Kakade, 1980; Lallès y Jansman, 1998); liberan colecistoquinina para suprimir 

la regulación por retroalimentación negativa de las secreciones pancreáticas, lo 

que puede estimular la hipertrofia del páncreas; reducen la hidrólisis de 

proteínas de la dieta, disminuyendo la absorción de aminoácidos y la síntesis 

de proteínas de novo (Roy y cols., 2010). 

Además, un aumento de la secreción pancreática de tripsina y 

quimotripsina, debido a la actividad del inhibidor tripsina, puede conducir a una 

pérdida mayor de la metionina y cisteína endógenas, ya que estas enzimas 

pancreáticas son ricas en aminoácidos azufrados (Gatel, 1994). Estas pérdidas 

de metionina y cisteína, pueden disminuir el crecimiento animal ya que las 

legumbres de grano son ya deficientes en aminoácidos azufrados.  

De acuerdo con Jezierny y cols. (2007), las leguminosas de grano, como 

guisantes, habas y altramuces, contienen niveles más bajos de inhibidores de 

proteasa que la soja. La soja se utiliza ampliamente para la alimentación animal 

pero debe ser calentada para destruir los inhibidores de la proteasa antes de 

ser utilizada en la alimentación de animales monogástricos. 

 

B.2. Inhibidores de amilasas. 
 

La amilasa es la enzima que participa principalmente en la digestión del 

almidón en los mamíferos. La α-amilasa y la α-glucosidasa son enzimas clave 

que intervienen en la degradación del almidón y en la absorción intestinal de 

glucosa (McDougall y Stewart, 2005). Los inhibidores de amilasa se cree que 

reducen la actividad de la amilasa (Deshpande y Damodaran, 1990) y han 
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llamado la atención ya que tienen capacidad para inhibir las enzimas digestivas 

de diferentes fuentes, incluyendo los mamíferos, insectos y hongos (Moreno y 

Chrispeel, 1989; Dias y cols., 2005). En las plantas, estos inhibidores se 

producen como parte de los mecanismos de defensa, ya que son 

particularmente abundantes en leguminosas (Marshall y Lauda, 1975; Giri, y 

Kachole, 1998; Melo y cols., 1999) y cereales (Yamagata y cols., 1998; Franco 

y cols., 2000).  

Los inhibidores de α-amilasa, dependiendo del número de residuos de 

aminoácidos y del contenido de cisteína, se han clasificado en seis tipos 

diferentes en base a su estructura terciaria: tipo Knottin, tipo Knutiz, tipo 

purotionina, tipo taumatina, tipo cereales, tipo lectina-leguminosas (Richardson, 

1991; Franco y cols., 2002; Dayler y cols., 2005).  

Los efectos adversos asociados con los inhibidores de la α-amilasa 

podían deberse a la inhibición excesiva de una α-amilasa pancreática que da 

como resultado una fermentación bacteriana anormal de hidratos de carbono 

que no son digeridos en el colon (Bischoff y cols., 1985). 

A estos inhibidores también se les conoce porque en las llamadas 

pastillas de adelgazamiento actúan como bloqueadores evitando que el 

almidón de la dieta sea utilizado por el cuerpo humano (Richardson, 1991). La 

α-amilasa y sus inhibidores son drogas de diseño para el desarrollo de 

compuestos en el tratamiento de diabetes, obesidad e hiperlipidemia (Franco y 

cols., 2000). 

En los últimos años, las fuentes naturales de inhibidores de α-amilasa 

tienen un gran interés debido a la búsqueda de alternativas a inhibidores 

sintéticos de la enzima, pero se ha encontrado que presentan efectos 

adversos, poca eficacia y pueden causar malestar gastrointestinal como efecto 

secundario (Randhir y cols., 2008). Ciertos compuestos fenólicos vegetales 
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tienen la capacidad de inhibir parcialmente la actividad de una enzima amilasa 

ya que son capaces de unirse con los sitios reactivos de la α-amilasa alterando 

sus efectos catalíticos y, por tanto, se ha demostrado que poseen beneficios 

terapéuticos tales como el efecto hipoglucémico, siendo útiles en el tratamiento 

dietético de la diabetes tipo II (Chethan y cols., 2008; Kunyangaa y cols., 2012). 

 

B.3. Lectinas. 
 

Las lectinas están presentes en la mayoría de las leguminosas (Liener, 

1989). Se encuentran en una amplia gama de leguminosas de grano como 

habas, guisantes, soja y altramuces (Valdebouze y cols., 1980; Gupta, 1987; 

Huisman y Tolman, 2001). Interfieren con la digestión y absorción de nutrientes 

dando lugar a una reducción en la eficacia de su utilización. 

Las lectinas, también conocidas como fitohemaglutininas, son 

compuestos glicoproteicos que aglutinan los glóbulos rojos in vitro (Gatel, 

1994), una característica que puede ser utilizada para identificar y detectar las 

lectinas en los ingredientes de piensos (D'Mello, 1995). In vivo, las lectinas 

pueden unirse a receptores de las células epiteliales de la mucosa intestinal y 

alterar los procesos digestivos al deteriorar el transporte de nutrientes a través 

de la pared intestinal (Gatel, 1994). Otros efectos de las dietas que contienen 

lectina incluyen cambios en la función inmune intestinal, reduciendo la 

producción de células endocrinas y hormonas intestinales, afectando a la 

ecología bacteriana del intestino al incrementar el crecimiento selectivo de 

ciertas cepas y dañando a las células de la mucosa (King y cols., 1983).  

Las lectinas pueden ser tóxicas, aunque, una pequeña cantidad puede 

ser beneficiosa ya que estimula la función intestinal, lo que limita el crecimiento 

de tumores y presenta una ventaja frente a la obesidad (Pusztai y cols., 2004; 

Lam y Ng, 2011). 
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B.4. Taninos. 

 

La presencia de taninos en árboles, arbustos, leguminosas de grano y 

cereales de importancia nutricional, a menudo limita su utilización como 

alimento, como fue evidenciado por Silanikove y cols. (1997). 

Los taninos son compuestos polifenólicos solubles en agua, presentes 

en las diferentes plantas, incluyendo habas, guisantes, sorgo, cebada, trébol y 

alfalfa (Jansman, 1993). Se pueden separar en dos subgrupos, taninos 

hidrolizables y taninos no hidrolizables o condensados (proantocianidinas) 

(Jansman, 1993). Los taninos pueden tener una considerable influencia en el 

valor nutritivo de las leguminosas de grano, en parte por la disminución de la 

palatabilidad debido a sus propiedades astringentes, que son causadas por su 

unión con las proteínas de la saliva y la membrana de la mucosa bucal durante 

la masticación de alimentos (Akinyede y cols., 2005). También se les ha 

atribuido la capacidad de unirse a proteínas, aminoácidos y minerales, tales 

como hierro, zinc y calcio, constituyentes de los alimentos, disminuyendo su 

digestibilidad (Liener, 1989; Gilani y cols., 2005). Los taninos interactúan tanto 

con proteínas enzimáticas como no enzimáticas para formar complejos 

proteínas-tanino que producen la inactivación de enzimas digestivas 

reduciendo la digestibilidad de la proteína (Crépon y cols., 2010; Khandelwal y 

cols., 2010; Wang y cols., 2012). 

También reducen la absorción de la vitamina B12 e interactúan con otros 

antinutrientes. Por ejemplo, la interacción entre taninos y lectinas parece 

reducir el efecto inhibidor de los taninos sobre la amilasa (De Boer y Bickel, 

1988) y la interacción con glicósidos cianogénos reduce los efectos deletéreos 

de estos últimos (Bromley, 1994). 
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Estos compuestos son resistentes a la degradación, por lo que es 

probable que permanezcan en el tracto digestivo y no sean absorbidos ni se 

transporten a otros tejidos (Jiménez-Ramsye y cols., 1994). 

Los taninos de habas y guisantes con frecuencia se localizan en la 

cubierta de la semilla (Marquardt, 1989; Gatel y Grosjean, 1990), con niveles 

más altos de taninos en la testa más oscura que en la más clara. Del mismo 

modo, Deshpande y Campbell (1992) encontraron que semillas de color blanco 

o crema de Lathyrus sativus se asociaban con niveles bajos en taninos, 

mientras que las semillas con cubiertas más oscuras, en general tenían altos 

niveles de taninos. Observaciones similares con respecto a L. sativus fueron 

hechas por Urga y cols. (1995) y Wang y cols. (1998).  

En las leguminosas el proceso de remojo y la cocción se utiliza para 

reducir compuestos fenólicos y taninos de manera significativa (Vadivel y 

Pugalenthi, 2008). 

Recientemente los compuestos fenólicos de las plantas están ganando 

cada vez más importancia en relación con la salud, ya que presentan 

propiedades antioxidantes, anticancerígenas, antivirales, antimicrobianas, 

antiinflamatorias e hipotensas (Shetty, 1997; Ramos, 2007; Saura-Calixto y 

Goni, 2009; Vioque y cols., 2012). Por lo tanto, se podría sugerir que, si bien 

los genotipos con bajo contenido en fenoles eran preferidos cuando se 

buscaban atributos nutricionales, los genotipos con alto contenido en fenoles 

eran beneficiosos para proporcionar resistencia en cuestión de salud. 

 

B.5. Ácido fítico. 
 

El ácido fítico es el hexafosfato de mio-inositol, se acumula en semillas 

durante el período de maduración y es la principal forma de almacenamiento de 

fosfato e inositol en las semillas (Loewus, 2002). El fósforo, en esta forma, no 
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puede ser utilizado por los animales monogástricos ya que carecen de la 

enzima digestiva fitasa en la mucosa intestinal (Holm y cols., 2002). 

Liener (1989) informó de su presencia en las semillas de leguminosas en 

una proporción de 1-5% del peso seco. 

El ácido fítico tiene un efecto antinutricional muy relevante por su 

capacidad, cuando forma fitato, de unirse fuertemente a cationes, entre los 

cuales el calcio, magnesio, hierro y zinc tienen importancia nutricional primaria, 

dificultando su disponibilidad para la absorción por el epitelio intestinal (Liener, 

1989; Glahn y cols., 2002; Bohn y cols., 2008). 

El ácido fítico también se une a proteínas y almidón formando complejos 

insolubles, reduciendo así la biodisponibilidad y digestión de estos compuestos 

(Phillippy, 2003). 

Se destruye en el rumen por lo que no es un problema nutricional para 

rumiantes.  

En algunas semillas existe también una enzima que reduce el contenido 

de fitatos, la fitasa, que permite disminuir el efecto nocivo de los fitatos cuando 

coinciden. Esta coincidencia puede ser propiciada mediante tratamientos 

físicos (Liener, 1989) como por ejemplo la germinación que reduce a la mitad 

su contenido (D´Mello, 1995). 

El fitato en la dieta puede tener efectos beneficiosos para la salud en 

pacientes con diabetes ya que disminuye la respuesta de glucosa en sangre 

reduciendo la tasa de digestión del almidón y ralentizando el vaciamiento 

gástrico (Thompson, 1993). Asimismo, el fitato también regula la secreción de 

insulina (Barker y Berggren, 1999). Se cree que el fitato reduce los coágulos de 

sangre, el colesterol y los triglicéridos y por lo tanto previene las enfermedades 

coronarias (Jariwalla y cols., 1990; Onomi y cols., 2004). También se ha 
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sugerido que impide el desarrollo de cálculos renales (Grases y cols., 2000a,b; 

Selvam, 2002). Se utiliza como un agente complejante para la eliminación de 

trazas de iones metálicos pesados (Wise, 1982). 

 

B.6. Oligosacáridos. 
 

Los oligosacáridos son carbohidratos de bajo peso molecular que 

contienen α-galactósidos y uniones β-fructosídicas. Los oligosacáridos de la 

familia de la rafinosa, también llamados galactooligosacáridos o α-galactósidos, 

son oligosacáridos solubles de bajo peso molecular cuya unidad básica es la 

sacarosa a la que se une galactosa formando rafinosa, estaquiosa y 

verbascosa (Dey, 1985). A estos oligosacáridos se les considera como 

componentes importantes de una amplia variedad de leguminosas de grano. 

Estos oligosacáridos constituyen alrededor del 31-76% de los azúcares 

solubles totales en algunas leguminosas como el garbanzo negro (Girigowda y 

cols., 2006) aunque su concentración varía en las distintas especies, así como 

en las diferentes variedades de leguminosas de grano (Mohamed y Rayas-

Duarte, 1995). Por ejemplo, en comparación con los guisantes, habas y soja, 

los altramuces contienen niveles relativamente altos de estaquiosa y rafinosa 

(Jezierny y cols., 2010). Entre las diferentes especies de Lupinus, un mayor 

aumento de contenido total α -galactósidos se han informado más en L. albus 

que en L. angustifolius (Cherrière y cols., 2003).  

Los oligosacáridos son digeridos en el rumen pero no son digeribles para 

animales monogástricos, debido a la ausencia de la enzima α-galactosidasa en 

la mucosa intestinal (Mul y Perry, 1994; Pires y cols., 2007); son fermentados 

anaeróbicamente por bacterias intestinales produciendo dióxido de carbono, 

hidrógeno, metano y ácidos grasos de cadena corta, originando flatulencia, 

diarrea, dolor abdominal y pérdida de apetito (Ferguson y cols., 2003). Van 

Barneveld (1999), al revisar el valor nutricional de las diferentes especies de 
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lupino para el ganado, llegó a la conclusión de que los altos niveles de α-

galactósidos podían tener una serie de efectos negativos entre los que 

destacaban la interferencia con la digestión de otros nutrientes en el intestino 

delgado (por ejemplo, con  aminoácidos), una disminución de la energía neta 

debido a una mayor fermentación en el intestino grueso, y efectos osmóticos  

de α-galactósidos en el intestino delgado dando como resultado un aumento de 

la frecuencia de paso. 

Por todos estos motivos, los altos niveles de oligosacáridos pueden 

afectar a la nutrición y conducir a la angustia y el malestar en los animales. 

Esto hace que se les considere como antinutricionales en las dietas para 

animales monogástricos. 

En general, los oligosacáridos se sabe que también ejercen efectos 

"prebióticos” promoviendo la actividad beneficiosa de la microflora intestinal, lo 

que mejora la salud intestinal, cuando se administra en cantidades apropiadas 

(Gibson y Roberfroid, 1995; Williams y cols., 2001). Por ejemplo, los estudios 

en seres humanos adultos revelaron que un suministro diario de 2,5-10 g de 

fructo-oligosacáridos de cadena corta como dosis óptima y bien tolerada, 

conduce a un aumento significativo en la colonia de Bifidobacteria (Bouhnik y 

cols., 2006.).  

Como producto de la fermentación se generan acidos grasos de cadena 

corta con una alta proporción de butirato (Englyst y Cummings, 1987) que 

afectan a diversas funciones fisiológicas y que tienen efectos beneficiosos en la 

salud, tales como la reducción de la respuesta glucémica e insulinémica al 

alimento, un efecto hipocolesterolémico y un efecto protector contra el cáncer 

colon-rectal (Cassidy y cols., 1994; Asp y cols., 1996). 
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B.7. Saponinas. 

 

Las saponinas son glicósidos tensioactivos de origen natural que están 

presentes en muchas plantas. Se caracterizan por un sabor astringente, y su 

efecto antinutricional se debe probablemente a un aumento en la permeabilidad 

de las células de la mucosa del intestino delgado que, a su vez, puede conducir 

a una inhibición del transporte activo de nutrientes a través de la pared 

intestinal (Johnsson y cols., 1982; Jain y cols., 2009). Además, son pobremente 

absorbidas desde el intestino, porque forman no sólo complejos insolubles con 

los 3–β-hidroxiesteroides, sino también grandes micelas mixtas con los ácidos 

biliares y el colesterol (Pusztai y cols., 2004). Las saponinas también han sido 

consideradas como compuestos indeseables debido a la toxicidad y su 

actividad hemolítica (Campos-Vega y cols., 2010). 

Desde el punto de vista nutricional, es preferible un genotipo con menor 

contenido en saponinas ya que estas podrían retrasar el crecimiento 

(Golawaska, 2007). 

En general, a pesar de su sabor amargo, se supone que las saponinas 

no restringen el consumo de alimento de los animales monogástricos; sus 

niveles, en la mayoría de los ingredientes de los piensos comunes, incluidas las 

leguminosas de grano, son más bien bajos (Huisman y Tolman, 2001). 

 

B.8. Polisacáridos no amiláceos. 
 

Los animales monogástricos suelen carecer de las enzimas necesarias 

para degradar polisacáridos no amiláceos (NSP) en el tracto digestivo, por lo 

que sólo pueden ser fermentados por la flora intestinal (Dabrowski y Guderley, 

2002) y pueden retrasar la absorción intestinal de glucosa (Knudsen Bach, 

2001).  
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La presencia de NSP solubles reduce la tasa de evacuación y aumenta 

el tiempo de residencia de la digesta en el intestino (Van der Klis y Van Voorst, 

1993) pudiendo además aumentar la viscosidad del contenido del estómago 

(Storebakken, 1985). El NSP insoluble causa efectos opuestos (Kirwan y cols., 

1974). Las pectinas y las gomas tienden a aumentar la viscosidad de la digesta 

en pollos, lo que reduce la digestibilidad y la absorción (Choct y cols., 1995), 

probablemente por la dificultad de la capacidad de las enzimas para actuar en 

el grueso de la digesta.  

Adamidou y cols. (2009) observaron NSP total, soluble e insoluble y no 

desempeñaron ningún papel significativo en la digestibilidad del almidón en 

lubina, sin embargo, la dieta con el nivel de inclusión superior de NSP total 

mostró un mayor tiempo de evacuación de los intestinos y uno de los más altos 

valores de digestibilidad del almidón 

La fracción de NSP de habas y guisantes se compone principalmente de 

celulosa, con niveles más bajos de la hemicelulosa (Salgado y cols., 2002b; 

Jezierny, 2009). Los altramuces contienen altos niveles de NSP, siendo el 

contenido de celulosa generalmente más alto que la hemicelulosa; también 

tienen una cantidad considerable de oligosacáridos (Knudsen Bach, 1997; 

Salgado y cols., 2002a). 

 

B.9. Alcaloides. 
 

Los alcaloides son aminas tóxicas de origen natural. Son producidas por 

las plantas, principalmente como mecanismo de defensa frente a los animales 

herbívoros (Wink, 1988; Kim y cols., 2007).  

Dentro de las leguminosas de grano, se sabe que los altramuces 

contienen cantidades considerables de alcaloides (Wink y cols., 1995), 

mientras que las habas y los guisantes están desprovistos de ellos (Huisman y 
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Tolman, 2001). Los alcaloides de los altramuces frecuentemente tienen como 

base un anillo bicíclico de quinolizina (por ejemplo, lupinina), tricíclico (por 

ejemplo, angustifolina) o tetracíclico (por ejemplo, esparteína, lupanina) 

derivados de la quinolizidina (Wink y cols., 1995). 

Los principales efectos tóxicos de los alcaloides se producen como 

consecuencia de las alteraciones del sistema nervioso central (produciendo 

convulsiones y parálisis respiratoria como resultado de la inhibición neuronal), 

de los procesos digestivos, de la reproducción y del sistema inmunológico 

(Lallès y Jansman, 1998). Los efectos anti-palatabilidad de los alcaloides de los 

altramuces podrían estar mediados, en parte, por los efectos neurológicos 

(Cheeke y Kelly, 1989).  

Su efecto sobre las especies es variado. Se ha demostrado que los 

cerdos son susceptibles a la presencia de alcaloides en sus dietas (Godfrey y 

cols., 1985), sin embargo, los datos actuales relativos a la utilización de lupinos 

en la alimentación del cerdo son controvertidos y su nivel de tolerancia 

depende tanto de la cantidad total de los alcaloides de la dieta como de su 

origen (Kim y cols., 2007). En general, Godfrey y cols. (1985) y Allen (1998) 

propusieron que el contenido de alcaloides totales en las dietas para cerdos en 

crecimiento no debe exceder de 0,2, y 0,33 g / kg, respectivamente. En cambio 

su inclusión en la dieta de pollos de engorde puede llegar al 20% y en conejos 

al 50% sin tener efectos nocivos (Cheeke y Kelly, 1989). 

 

B.10. Glicósidos cianógenos. 
 

Los encontramos en semillas de leguminosas aunque no constituyen un 

factor antinutricional importante. Los glicósidos cianógenos son toxinas 

vegetales que pueden ser definidas como glicósidos de α-hidroxinitrilos que en 

la hidrólisis liberan cianuro de hidrógeno. 
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Sus efectos antinutricionales se deben a que producen una rápida 

hidrólisis de las β-glucosidasas vegetales o microbianas; presentan una 

afinidad a enzimas críticas (por ejemplo al citocromo oxidasa del sistema de 

transporte de electrones) lo que inhibe la respiración celular produciendo 

convulsiones y la muerte en dosis letales. En dosis no letales, su consumo 

incrementa el requerimiento de aminoácidos azufrados deficitarios en semillas 

de leguminosas (D´Mello, 1995). 

 

B.11. Aminoácidos no proteicos. 
 

D´Mello (1995) determinó que la presencia de aminoácidos no proteicos 

era una característica de las semillas de leguminosas. Estos aminoácidos eran 

análogos a los aminoácidos esenciales o a los neurotransmisores del sistema 

nervioso central por lo que podían producir desórdenes neurológicos y reducir 

su utilización como nutrientes. 

Las especies de Lathyrus destacaban por la presencia de aminoácidos 

no proteicos neurotóxicos y osteotóxicos que limitaban su uso en la 

alimentación (Akalu y cols., 1998; Yang y cols., 2006). 

En la actualidad, la atención se centra más en el desarrollo de una gran 

variedad de cosechas para llenar el vacío que existe entre la oferta y la 

demanda de las leguminosas, pero no se ha puesto demasiado énfasis en su 

calidad nutricional. Un estudio de la composición y de la calidad nutricional 

sería de gran interés, ya que permitiría seleccionar variedades y también 

reducir o eliminar los factores antinutricionales para poder obtener semillas de 

leguminosas comestibles como una fuente barata de proteínas. Este tipo de 

estudios también contribuiría a aumentar la disponibilidad de alimentos 

mediante el procesamiento de variedades infrautilizadas obteniendo formas 

comestibles gracias a la investigación y el desarrollo (Salunke y cols., 2006). 
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Mikie y cols. (2009) sugirieron que los programas de mejora de todas las 

leguminosas de grano debían tener como objetivo la disminución del contenido 

de factores antinutricionales a una medida segura. Ellos han desarrollado soja 

libre de Kunitz (inhibidor de la proteasa), habas sin taninos y cultivos de 

guisantes con bajos factores antinutricionales. Por otra parte, los avances en la 

mejora de plantas ofrecen la posibilidad de obtener leguminosas de grano no 

sólo con mayor contenido de proteínas, sino también con una mejor calidad de 

proteínas, especialmente en la composición y la digestibilidad de aminoácidos 

(Monti y Grillo, 1983; Clarke y Wiseman, 2000). 

Suneja y cols. (2011) observaron una variabilidad significativa con 

respecto al ácido fítico, compuestos fenólicos e inhibidores de tripsina en las 

diferentes líneas de mejora recomendadas de garbanzo negro. El genotipo 

Pant U-19 tenía mayor contenido de proteínas y niveles relativamente 

moderados de factores antinutricionales.  

Finalmente, varios métodos de procesamiento se han dispuesto para 

reducir o eliminar los posibles efectos negativos de los antinutrientes en 

leguminosas, mejorando así su valor alimenticio. Los diferentes tratamientos 

tradicionales, como descascarillado, remojo, cocción, fermentación y 

germinación se han utilizado para reducir el nivel de algunos de estos factores 

y mejorar la calidad nutricional de las leguminosas (Mubarak, 2005; Nergiz y 

Gokgoz, 2007; Shimelis y Rakshit, 2007; Martín-Cabrejas y cols., 2008). Los 

taninos, el ácido fítico, el inhibidor de tripsina y los oligosacáridos de mungo 

(Mubarak, 2005), caupí (Udensi y cols., 2007), garbanzo negro, judías rojas y 

blancas (Rehman y Shah, 2005) se redujeron significativamente después de la 

ebullición, autoclave y cocción. Sin embargo, el tratamiento térmico destruyó 

también algunos de los aminoácidos y vitaminas (Jain y cols., 2009). La 

fermentación de cereales y legumbres redujo sensiblemente su contenido de 

fitatos, debido a la fitasa endógena de semillas y a otros microorganismos útiles 
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(Sandberg y Andlid, 2002). El aumento de temperatura por infrarrojos, llamada 

micronización, se aplicó a los granos de cereal para mejorar su digestibilidad, 

reducir sus inhibidores de la tripsina y mejorar su palatabilidad para la 

alimentación animal (Hutton y Foxcroft, 1975). Neus y cols. (2005) observaron 

que la rafinosa y la estaquiosa eran estables al calor en las variedades de soja, 

por lo que deben ser eliminados mediante acción enzimática o gracias a la 

selección de genotipos deseables. 

Recientemente, Pedrosa y cols. (2012) demostraron que el tratamiento 

controlado de caída de presión (DIC) reducía considerablemente la mayoría de 

los componentes antinutricionales con las ventajas de que se necesitaba un 

tiempo de procesamiento corto y la posibilidad de tratar todas semillas para 

aplicaciones industriales. 

 

III. PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO. 

 

Al plantearnos nuestro posible tema de trabajo, y analizando distintas 

perspectivas, llegamos a la idea de que uno de los principales problemas 

medioambientales en nuestra comunidad lo constituía el aumento global de 

suelos marginales, principalmente en la Cuenca del Duero. Son terrenos 

fácilmente arrastrables por haber perdido la cubierta vegetal, zonas 

sobreexplotadas cuya salinidad se incrementa o escarpes desnudados de 

vegetación por el fuego o por distintas construcciones. Teniendo en cuenta esto 

pensamos que un objetivo de nuestro trabajo podía estar en sentar las bases 

para, a largo plazo, ayudar a solucionar este problema. Consideramos que, 

puesto que la deficiencia en nitrógeno mineral era un importante factor limitante 

del crecimiento de las plantas en zonas áridas y semiáridas y la simbiosis 

Rhizobium-Leguminosas es una fuente primaria del nitrógeno fijado en estas 
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zonas (Zahran, 1999), la utilización de leguminosas en nuestras 

investigaciones podía ser conveniente para después conseguir mejorar las 

áreas afectadas. El uso de especies leguminosas nativas sería una buena 

solución (Rejili y cols., 2007) para proporcionar una mejora de los suelos que 

presentan alteraciones. Dentro de la familia de las leguminosas, la mayor parte 

de las semillas anuales comercialmente importantes: soja, judía, lenteja, 

guisante, garbanzo, etc. son especies que muestran una disminución de su 

producción en suelos áridos o alterados (Zahran, 1999).  

Algunas especies del género Medicago (Medicago indicus) se 

desarrollan bien en suelos alterados (Zahran y cols., 2007) mientras que otras, 

forrajeras tradicionales como la alfalfa (Medicago sativa), no prosperan en este 

tipo de suelos (Gebrehiwot y cols., 2002). 

Pensamos entonces en realizar nuestros estudios con Medicago arborea 

L. que es una leguminosa caracterizada por su gran adaptación a condiciones 

ecológicas extremas, resistiendo la sequía y presentando semillas carentes de 

dormición en cualquier época del año (Corleto y cols., 1980). Las características 

particulares de esta especie, como su capacidad de adaptación a condiciones 

extremas y la ausencia de dormición, la hacían una especie muy interesante 

para su uso en la regeneración de suelos áridos marginales. Podría, además, 

representar una alternativa real a la soja en la producción de biomasa y 

proteínas en zonas áridas donde esta especie podría ser cultivada y utilizada 

como forraje en condiciones que no resistirían otras especies. 

Desde el punto de vista fisiológico, Medicago arborea es una especie 

muy poco estudiada, existiendo solo referencias esporádicas de su 

comportamiento en cultivo in vitro. En estudios previos, realizados por nuestro 

equipo de investigación desde 1995, se han comprobado grandes diferencias 
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en las respuestas morfogenéticas de Medicago arborea así como su 

incapacidad para germinar en condiciones naturales. 

El primer objetivo de nuestro trabajo se tenía que centrar en conseguir 

un método de regeneración de plantas de Medicago arborea a través de la 

embriogénesis u organogénesis somática. Para ello se utilizarían distintos 

explantos de plántulas obtenidas en condiciones de laboratorio y distintos 

medios de cultivo para definir cuál era el más eficaz en la inducción y 

mantenimiento de los embriones u órganos. Se consideró también que una 

parte importante de nuestro estudio era conseguir que la mayor parte de los 

embriones u órganos somáticos obtenidos fueran capaces de germinar, 

considerar el medio con el que se obtiene el mayor porcentaje de plántulas que 

se transformarán en plantas vigorosas.  

Pensamos también que sería interesante realizar diversos análisis para 

estudiar posibles marcadores de la diferenciación: Para ello pensamos en las 

peroxidasas y en distintos patrones isoenzimáticos (Sikimato deshidrogenasa, 

Malato deshidrogenasa, Enzima málico, Esterasa, Superóxidodismutasa y 

Fosfatasa ácida) que nos podían revelar diferencias en los callos, incluso antes 

de que la respuesta fuera visible. 

Nuestro equipo de investigación dispone de un germoplasma de 

Medicago arborea de amplia procedencia circunmediterranea. Algunas de las 

accesiones proceden de zonas altamente salinizadas y en general todas 

crecen sobre suelos áridos o semiáridos, a los que aportan materia orgánica y 

fijan nitrógeno atmosférico. 

Se ha llevado a cabo un estudio de la variabilidad genética de quince 

accesiones de esta especie. Existen claras diferencias genotípicas entre los 

distintos individuos considerando su origen geográfico. Las diferencias 

fenotípicas también son obvias entre las distintas accesiones de M. arborea 
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(número y tamaño de las hojas, porte de las plantas, presencia de estructuras 

que confieren protección frente a alta irradiación y pérdida de agua, etc.) 

cuando crecen en las mismas condiciones.  

El disponer de estas accesiones, de distinta procedencia, y poseer 

plantas en el jardín de ingenieros agrónomos de Madrid, nos llevó a 

plantearnos una segunda parte del trabajo. 

De entre las distintas accesiones, si queríamos considerar su interés 

como forrajeras, habría que analizar el valor nutritivo que podía tener cada una 

de ellas. Se consideró entonces importante medir, para cada accesión, los 

factores nutritivos (proteínas, iones y fibra) y los antinutritivos (fitina e 

inhibidores de α-amilasa) para después comparar todos estos elementos y ver 

qué variedades son las más valiosas como forrajeras. 

Con las accesiones seleccionadas habría que realizar el cultivo in vitro 

de los individuos más interesantes y observar su desarrollo en el suelo para, en 

un futuro, estudiar su capacidad de prosperar en suelos degradados. 

Los objetivos concretos del trabajo que se presenta se pueden resumir:  

1) Regeneración de plantas de Medicago arborea L. a través de la 

embriogénesis u organogénesis somática y detección de posibles 

marcadores de la diferenciación. 

2) Análisis de factores nutricionales (proteínas, fibras, iones), de 15 

accesiones de Medicago arborea L. 

3) Análisis de los factores antinutricionales (fitina e inhibidores de α-

amilasa), de 15 accesiones de Medicago arborea L. 
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4) Comienzo de la regeneración por cultivo in vitro de los individuos mejor 

dotados desde el punto de vista nutricional, para su utilización como 

plantas forrajeras. 
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1. De los diferentes medios ensayados en el estudio de la embriogénesis 

somática de M. arborea L., los mejores resultados se han obtenido 

utilizando como medio de inducción el de Murashige y Skoog, siempre 

en presencia de auxinas y citoquininas (MSI). Las mejores respuestas se 

obtuvieron utilizando 2,4-D como auxina, y kinetina como citoquinina. Los 

explantos más inductores fueron cotiledones y peciolos, sobre todo estos 

últimos. 

2. Para aumentar la eficiencia embriogénica, fue necesario, a partir del 

tercer mes y en todos los casos, traspasar los callos embriogénicos a un 

nuevo medio (MSII) carente de citoquininas y con la concentración de 

auxinas reducida a un cuarto. 

3. Los embriones somáticos obtenidos pasaron por las mismas fases que 

los embriones cigóticos y, en todos los casos, los embriones maduros 

mostraron un meristemo apical y uno radicular sin conexión con el callo. 

4. Los embriones somáticos obtenidos se desarrollaron normalmente y 

para su germinación y transformación en plántulas fue necesaria la 

presencia de ácido indolbutírico en el medio.  

5. Podemos considerar a las peroxidasas como enzimas implicadas en la 

embriogénesis somática de M. arborea L. ya que se observa una 

disminución de la actividad peroxidásica soluble en los callos 

embriogénicos en el momento en el que comienzan a aparecer los 

embriones somáticos. Esta actividad siempre es menor en los callos 

embriogénicos que en los no embriogénicos (al contrario de lo que 

ocurre con las peroxidasas ligadas a pared). Se puede utilizar la 

isoforma de peroxidasa: L-ascorbato peroxidasa como un marcador que 

permitiría la identificación del potencial embriogénico en etapas 

tempranas del desarrollo. 
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6. La ausencia de algunas isoformas de esterasas pueden servir para 

diferenciar callos embriogénicos y no embriogénicos en M. arborea L. 

7.  Las isoformas de fosfatasa ácida no son útiles como marcadores en el 

estudio de la embriogénesis somática en M. arborea L. 

8.  La concentración de iones en las 15 accesiones de M. arborea L. 

estudiadas está por encima de los niveles mínimos sugeridos para la 

alimentación animal; solo en el caso del Al y del Na se encuentran 

accesiones con concentraciones muy bajas o no detectables. 

9.  Todas las accesiones presentan altos valores en fibras, destacando la 

MA_12 tanto en FND como en FAD y LAD. 

10.  Los valores de proteínas están por encima de los requeridos en una 

ingesta animal normal.  

11.  Las 15 accesiones de M. arborea  L. poseen altos contenidos de iones, 

proteína y fibra y, por lo tanto, desde un punto de vista nutritivo, podrían 

considerarse como positivas por su posibilidad como forrajeras. 

12.  Los valores de fitina en todas las accesiones están por debajo de los 

encontrados para otras leguminosas.  

13.  Los valores de inhibidores de α-amilasa están dentro del rango de los 

encontrados en otros alimentos, destacando los bajos valores 

encontrados en hojas y peciolos de las accesiones 5 y 15, lo que hace 

que tengan un mayor valor como forrajeras si solo se considerara este 

aspecto. 

14.  Teniendo en cuenta todos los factores nutricionales y antinutricionales, 

se puede considerar a las accesiones 4, 5 y 11 como las que tienen un 

mayor valor alimenticio y que podrían ser utilizadas como buena fuente 

de forraje. 

15.  Los mismos medios utilizados para la inducción, producción y 

germinación de embriones fueron los más adecuados para la 

proliferación de las accesiones seleccionadas. 
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