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Figura 6. Embrión globular teñido con azul de toluidina (A) y con IIK (B); embrión en transición teñido 

con azul de toluidina (C) y con IIK (D); callo teñido con azul de toluidina (E) y con IIK (F). Las cabeza de 

flecha señalan los gránulos de almidón. Barras en A-D: 15 μm,  E-F: 20 μm. 
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4.2.3 Presencia de lípidos 

 

Al margen de la cantidad total de lípidos presentes en los embriones, Nehlin et 

al., 1996 comprobaron en Brassica napus L. que el origen de los embriones condiciona 

su composición en ácidos grasos, y que ésta presenta gran variación entre embriones 

androgénicos, somáticos y cigóticos. También se ha demostrado en zanahoria que 

ciertos ácidos grasos, como el ácido  petroselénico, se acumulan específicamente en 

embriones somáticos, y que esta acumulación especifica depende mucho de los 

niveles de reguladores de crecimiento empleados en el medio de cultivo (Dutta y 

Appelqvist, 1991;  Liu et al., 1994). Todo esto parece indicar que  existe una influencia 

ambiental muy importante sobre el metabolismo de los ácidos grasos durante el 

desarrollo embriogénico in vitro. 

Para determinar la presencia o ausencia de lípidos en las diferentes estructuras 

androgénicas estudiadas, se utilizó una tinción con Negro Sudán sobre los cortes de 

las muestras incluidas en Technovit. Con esta tinción, la presencia de lípidos se 

detecta con una coloración negra de las estructuras. Se realizó un control positivo 

empleando cortes de semillas de colza incluidas en Technovit. El control confirmó que 

la tinción con Negro Sudán es capaz de marcar reservas de lípidos (figura 7). 

 

 

Figura 7. Semilla de colza observadas en campo claro (A) y teñidas con Negro Sudán 

(B). Barra de aumentos: 15 μm. 

En ninguna de las estructuras androgénicas estudiadas se observan zonas 

claramente teñidas con Negro Sudán, por lo que se puede concluir que no almacenan 

lípidos en cantidades suficientes como para ser detectados con esta tinción. No 

obstante, sí que se puede observar como los restos de exina de las microsporas, que 

se desprenden al crecer las células del embrión se tiñen quedando en un tono más 

oscuro (flecha en figura 8B), así como la exina de las propias microsporas. Esto 

confirma que dichos embriones sí que provienen de las microsporas y no de posibles 

restos de tejido de la antera que pudiesen haber atravesado el filtro empleado durante 

la extracción de las microsporas durante el cultivo. Por tanto, se puede  afirmar que 

son embriones de origen haploide obtenidos a partir de la inducción de la 

androgénesis en microsporas. Por otra parte la berenjena no es una especie 

oleaginosa por lo que es razonable no encontrar acúmulos de lípidos en su interior. 
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Figura 8. Embrión globular sin teñir observado contraste de fases (A) y teñido con Negro Sudán (B); 

embrión en transición sin teñir observado en contraste de fases (C) y teñido con Negro Sudán (D); callo 

sin teñir observado en contraste de fases (E) y teñido con Negro Sudán (F); Barras A-D: 15 µm, E-F: 20 

µm. 
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4.2.4 Acumulación de proteínas  

 

Enzimas antioxidantes como la polifenol oxidasa, peroxidasa, catalasa y 

superóxido dismutasa (Jariteh et al., 201); Vuosku et al., 2015))  aumentan su 

actividad durante el desarrollo de embriones cigóticos. Otras proteínas entre las cuales 

se encuentran los AGPs (Pulido et al., 2006), quitinasas y factores de respuesta a 

patógenos (Borderies et al., 2004), proteínas relacionadas con el estrés como  las 

proteínas de choque térmico (HSP) o proteínas relacionadas con el estrés oxidativo 

como glutatión s-transferasa (Maraschin et al., 2005b), aumentan durante la inducción 

en procesos androgénicos. Otras proteínas que incrementan su expresión durante la 

inducción son proteínas con función  proteolítica, como por ejemplo los componentes 

del proteasoma 26S o ciertas metaloproteasas involucradas en procesos de 

autodigestión (Maraschin et al., 2005b). Más allá de cambios (aumentos o descensos) 

en los niveles de proteínas concretas, es un hecho bien establecido que durante la 

inducción de embriogénesis en microsporas de diversas especies, se produce un 

descenso en los niveles globales de proteínas totales citoplásmicas (Kyo y Harada, 

1990; Garrido et al., 1993; Rihová et al., 1996). Estos descensos parecen estar 

causados por una serie de procesos por los que la microspora degrada y elimina 

proteínas y macromoléculas inicialmente destinadas a la diferenciación de la 

microspora hacia grano de polen, pero que en el contexto de un nuevo programa de 

desarrollo embriogénico, ya no son necesarias (Corral-Martínez et al., 2013). Así, 

estos cambios en los niveles totales de proteínas citoplásmicas constituyen un buen 

marcador celular que, junto con otros, pueda confirmar que efectivamente se ha dado 

la inducción androgénica, en nuestro caso en berenjena.   

Para determinar la presencia o ausencia de proteínas en las diferentes 

estructuras androgénicas estudiadas, se utilizó una tinción con Azul Comassie sobre 

los cortes de las muestras incluidas en Technovit. La presencia de proteínas se 

detecta en forma una fuerte coloración azul en el interior de las estructuras. En los 

embriones globulares se observa una fuerte tinción del citoplasma (figura 9B), sobre 

todo en células de la parte mas interna. Se aprecia una pérdida progresiva en la 

intensidad de la tinción a medida que se observan células más próximas a la periferia. 

Por otra parte, en embriones en transición se mantiene la coloración del citoplasma 

(figura 9C)  aunque algo mas tenue, sobre todo en las células de la periferia donde se 

observa una perdida de tinción mas acentuada.  

Finalmente, en los callos (figura 9F) se puede apreciar una notable disminución 

de la tinción del citoplasma, quedando las células coloreadas muy tenuemente de azul. 

También se observa, que aquellas estructuras que anteriormente se proponían como 

traqueidas no se han teñido, con lo se podría confirmar que son conductos vasculares 

tipo xilema, células que han muerto y dejan su estructura externa como conducto 

hueco para transportar fluidos (figura 9H). 

En el caso de las estructuras androgénicas obtenidas en cultivos de microsporas 

de berenjena, se observa una disminución progresiva en el contenido de proteínas. La 

densidad del citoplasma disminuye y el tamaño de la vacuola aumenta hasta que en 

las células de los callos una gran vacuola ocupa la totalidad del citoplasma y la tinción 

con azul Comassie es muy tenue. Esto sugiere que los efectos del estrés térmico y del 

ayuno aplicado durante la inducción persisten en el tiempo y el descenso en el nivel de 
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proteínas totales observadas en las microsporas como consecuencia de la inducción 

continua en el desarrollo embrionario de estos embriones confirmando que estas 

estructuras son producto de un proceso androgénico. 
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Figura 9.  Embriones globulares sin teñir observado contraste de fases (A) y teñidos con Azul 

Comassie (B);  embrión en transicion sin teñir observado en contraste de fases (C) y teñidos con Azul 

Comassie (D);  callo  sin teñir observado contraste de fases (E) y  teñido con Azul Comassie (F);  

traqueida sin teñir observada en contraste de fases (G) y teñida con Azul Comassie (H); Barras A-F: 

15 µm, G-H: 5 µm . 
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Tras analizar la composición en almidón, lípidos y proteínas de los embriones 

androgénicos de berenjena y comparar los resultados con los observados en estudios 

anteriores se podría concluir que: 

En primer lugar, el almidón tanto en los embriones somáticos de Arabidopsis y 

nogal (en su estadio de embrión torpedo), como los de berenjena (en su estadio de 

embrión corazón),  presentan gránulos en las células del protodermo. Los embriones 

androgénicos de berenjena no presentan gránulos de almidón en ninguno de sus 

estadios, por lo que podría ser un motivo de su desarrollo anómalo y quizás podría 

estar relacionado con el hecho de que sean las células del protodermo en los 

embriones en transición las primeras que empiezan a desorganizarse. 

Por otra parte, la composición en lípidos presenta una gran variación 

dependiendo de la especie y de las condiciones ambientales, por lo que es razonable 

no encontrar acúmulos de lípidos en los embriones de una especie no oleaginosa 

como es la berenjena. Seria muy interesante en un futuro hacer un estudio más 

detallado en el que se comparase la composición de lípidos entre embriones 

androgénicos y cigóticos de berenjena, ya que con estos datos no se pueden dar más 

conclusiones. 

Finalmente, los niveles de proteínas en nuestras estructuras experimentan una 

disminución. Durante los procesos de inducción las microsporas sufren un proceso de 

autofagia donde eliminan todos aquellos componentes que no son necesarios para el 

programa de desarrollo embrionario, y se registra una disminución en los niveles 

totales de proteínas. En este sentido, estos resultados permiten confirmar que en 

berenjena, el proceso morfogénico que estamos observando es efectivamente una 

inducción de androgénesis. 

 

 

4.3 EFECTOS DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE HIERRO EN EL 

CULTIVO DE MICROSPORAS DE BERENJENA. 

 

El hierro es un micronutriente esencial que juega un papel único en los procesos 

metabólicos. En las plantas, el hierro es empleado principalmente en los cloroplastos, 

las mitocondrias y los peroxisomas operando en reacciones de oxidación-reducción, 

entre otras (George, 1993). En estudios previos se demostró que una disminución en 

la concentración de hierro en el medio MS suprime temporalmente la embriogénesis 

(Loh y Lim, 1992). 

Existen muchas evidencias que indican que el hierro tiene un papel fundamental 

en la embriogénesis de muchas especies. En Pinus taeda L. se observaron cambios 

estadísticamente significativos en los rendimientos de obtención de embriones 

cotiledonares cuando se aplicaban medios de cultivo en los que las concentraciones 

de boro, calcio y potasio se habían disminuido, mientras que la de hierro se había 

aumentado (Pullman et al., 2003). También se ha estudiado el efecto del hierro en la 

embriogénesis somática de la cereza, demostrándose que concentraciones elevadas 

de hierro producen, a las 3 semanas de cultivo, un incremento del 50% en el numero 

de embriones en el estadio cotiledonar (Gutierrez y Rugini, 2004). Otros estudios 

demostraron recientemente que existen distintas concentraciones de iones metálicos 

como el K, Ca, Mn, Fe, Zn, Cu, Br y Sr en los tejidos embriogénicos durante sus 

diferentes estadios del desarrollo (Saha et al., 2010), sugiriendo que existe una 
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concentración optima de iones para cada estadio de desarrollo durante el proceso 

embriogénico en el medio de cultivo y que la  regulación de la concentración de estos 

elementos es fundamental para una embriogénesis exitosa en Plantago ovata.  

Otra evidencia de la importancia del hierro en los procesos embriogénicos es la 

existencia  de una proteína, la proteína transportadora del hierro (ITP), que aparece en 

elevadas concentraciones en estadios tardíos de la embriogénesis en un gran número 

de especies. Dicha proteína presenta una elevada similitud con una proteína 

transportadora de hierro en Arabidopsis (Kruger et al., 2002). 

En el contexto  de la inducción a embriogénesis de microsporas, estudios en 

especies relacionadas con la berenjena, como Datura inoxia o tabaco, demostraron 

que una concentración de hierro más elevada en el medio de cultivo facilitaba la 

transición desde embrión globular a embrión corazón (Nitsch, 1972). Tras conocer 

estas evidencias, se propuso realizar un experimento para evaluar los efectos de 

distintas concentraciones de hierro en el medio de cultivo para las microsporas de 

berenjena. 

A los 7 días de cultivo (3 desde el recultivo), se observó que existe un aumento 

de las estructuras definidas como proembriones a medida que aumenta la 

concentración de hierro en el medio, alcanzando un máximo a 800 mM (figura 10). A 

partir de esta concentración empieza a caer el número de estructuras observadas. 

 

Figura 10. Número de proembriones a los 7 días de cultivo, en función de la 

concentración de hierro en el medio. 

A los 14 días no se mantiene la tendencia por lo que respecta al número de 

embriones globulares anatómicamente normales (figura 11). Se observa que a 3200 

mM se obtienen más que a cualquier otra concentración, pero estos resultados no son 

significativamente distintos de los obtenidos con las concentraciones de 800 y 1600 

mM  ya que están en el mismo grupo que la de 3200mM. En cualquier caso, es 

evidente que el uso de concentraciones altas de hierro promueve la aparición de más 
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embriones morfológicamente normales que en el control. A los 14 días también se 

analizó el número de estructuras que, en lugar de continuar como embriones, se han 

transformado ya en esta etapa del cultivo en callos desestructurados (figura 11). 

Nuevamente, no se observa la misma tendencia que a los 7 días. 3200 mM sigue 

siendo la concentración en la que más estructuras de este tipo aparecen, mientras que 

800 mM es la que menos callos genera y menos incluso que el control. Las demás 

concentraciones se mantienen en un rango muy similar. 

 

 

 

Figura 11. Resumen de las estructuras observadas a los 14 días de cultivo 

 

Finalmente, a los 30 días de cultivo, las únicas estructuras que se observaron en 

cultivo a cualquier concentración fueron callos (figuras 12 y 13), indicando que en esta 

etapa, en todos los embriones ha tenido lugar la transformación con independencia de 

la concentración de hierro. Las concentraciones de 800 y 3200 mM fueron las que mas 

estructuras generaron. Como excepción, obviamente no significativa en términos 

cuantitativos, se encontró un embrión cotiledonar (figura 14) en una de las placas de 

3200 mM. 
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Figura 14. Callos a los 30 días de cultivo en distintas concentraciones de hierro. 

 

 

Figura 12. Número de callos a los  30 días de cultivo en función de la concentración de 

hierro en el medio. 
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Figura 15. Embrión cotiledonar a los 30 días de cultivo en la 

concentración de 3200 mM. Barra de aumentos: 0,2 mm. 

 

De estos resultados podemos deducir que tras la primera semana de cultivo, el 

incremento en la concentración de hierro en el medio de cultivo favoreció la formación 

de estructuras multicelulares que acabaran dando lugar a embriones globulares, 

especialmente con una concentración de 800mM. Confirmándose así que el hierro 

tiene un papel fundamental al menos en los primeros estadios del desarrollo del 

embrión androgénico. Concentraciones más altas no parecen tener un efecto negativo, 

no han de considerarse tóxicas ya que en todos los casos se obtuvo un mayor 

rendimiento en embriones que en el control (100 mM), pero tampoco positivo ya que a 

las dos semanas no parece que el hierro mejore la evolución de los embriones 

globulares hacia etapas posteriores del desarrollo embrionario. Aunque si que es cierto 

que de algún modo, 800 mM de hierro parece prevenir su transformación en callos. Sin 

embargo, al mes de cultivo todos los embriones se han transformado en callos 

independientemente de la concentración de hierro. 

En conjunto, estos resultados  indican que una concentración de 800 mM es la 

idónea no solo para favorecer la aparición de un mayor numero de embriones, si no 

también para minimizar su  transformación en callos. Pero a los 30 días de cultivo,  el 

hierro no esta teniendo una influencia en la aparición de estructuras derivadas de 

microsporas tan marcada como en otras etapas previas. Con la excepción del único 

embrión observado (no representativo), altas concentraciones de hierro no previenen  

la transformación de los embriones en callos desestructurados. Si bien altas 

concentraciones de hierro tienen un claro papel positivo en la promoción del embrión 

androgénico joven, luego el papel parece negativo, pues los resultados se igualan con 

los del control. Según lo planteado en el apartado 4.2.4, algunas enzimas al parecer 

implicadas en la inducción de la androgénesis, como las proteínas antioxidantes 
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(Murali et al., 1996) o las metaloproteasas (Naumann et al., 2007) precisan del hierro 

como cofactor. Un aumento del hierro en el medio de cultivo mejora la respuesta a la 

inducción, por lo que se podría pensar que la insuficiencia de hierro esta afectando de 

manera negativa a estas proteínas en estadios tempranos de la embriogénesis, de ahí 

que se incremente el numero de estructuras observadas a medida que lo hace la 

concentración de hierro.  

Por último, para el futuro sería muy interesante realizar otro ensayo en el que, 

partiendo de un cultivo el cual se ha recultivado en medio NLN + 800 mM FeNa EDTA, 

se realizara un cambio de medio a los 8 días, reduciendo la concentración de hierro, 

con el propósito de averiguar si una disminución del hierro en el medio de cultivo en 

estos estadios tiene los efectos deseados para facilitar la transición de embrión 

globular a corazón.  
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5. CONCLUSIONES 
 

1. La transición desde embrión globular hasta embrión corazón en el 
cultivo de microsporas aisladas de berenjena tiene lugar a los 21 días, 
los embriones globulares evolucionan hacia callo y no hacia embrión 
corazón. 
 

2. Tras analizar los cortes de las muestras a 14 días, se puede confirmar 
que las estructuras que aparecen en el cultivo y que se asemejan 
morfológicamente a embriones globulares, son embriones globulares 
perfectamente formados, pero estos no presentan suspensor. 

 

 
3. Los embriones androgénicos de berenjena no acumulan almidón en sus 

células. 
 

4. Los embriones androgénicos de berenjena no acumulan suficientes 
lípidos en sus células como para ser detectados con la tinción de Negro 
Sudán. 

 

 
5. Los embriones androgénicos de berenjena experimentan un descenso 

en los niveles de proteína total de interior de sus células. Este hecho 
confirma que el proceso morfogénico observado es una inducción de 
androgénesis.  
 

6. Un incremento en la concentración de hierro en el medio de cultivo 
favorece la inducción, siendo 800 mM de FeNa EDTA la concentración 
más favorable. No obstante a las dos semanas de cultivo no parece 
tener efectos beneficiosos ni mejorar la transición hacia embrión 
corazón evolucionando todas las estructuras hacia callos a los 30 días 
de cultivo. 
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