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ESTUDIO DE LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA 

DURANTE EL DESARROLLO DE LA SEMILLA DE 

QUINOA  

En semillas de quinoa, el perisperma, junto al embrión y al endosperma, constituyen 

los tres compartimentos del grano donde se almacenan las diferentes reservas de la 

semilla madura. Aun cuando de origen diferente, el perisperma de quinoa comparte 

con el endosperma amiláceo de las Gramíneas las características de ser el principal 

tejido reservante de la semilla, estar formado por células muertas a la madurez y 

almacenar almidón como la principal reserva. En la presente tesis se estudió el 

desarrollo del perisperma de quinoa y el programa de muerte celular (MCP) que lo 

afecta. Este análisis se extendió al desarrollo del endosperma, del suspensor, de los 

tegumentos seminales y del pericarpio. La caracterización de la MCP se evaluó 

mediante estudios sobre la degradación del ADN nuclear, la expresión de proteasas 

tipo caspasas y de nucleasas, la endo-reduplicacion y los cambios morfológicos que 

se producen en el núcleo y en el citoplasma. Adicionalmente se comprobó, mediante 

técnicas inmunológicas, la presencia de ricinosomas como marcador asociado a la 

MCP de las células del suspensor y del endosperma predestinadas a morir durante el 

desarrollo de la semilla; los resultados de estos estudios demostraron la 

correspondencia entre la presencia de CysEP con la fragmentación del ADN. Como 

parte del desarrollo del perisperma, se analizaron aspectos relacionados con la 

síntesis del almidón de reserva en granos compuestos y se identificaron algunas de 

las enzimas involucradas en su síntesis.  

A partir de estos estudios fue posible concluir que en la semilla de quinoa: (i) 

diferentes tipos de muerte celular ocurren de forma simultánea, en los diferentes 

tejidos; (ii) el perisperma acumula almidón y degenera simultáneamente, durante el 

desarrollo; (iii) la detección muy temprana de ricinosomas prevé con anticipación la 

ocurrencia de la MCP; (iv) los granos de almidón compuesto del perisperma se 

originan en amiloplastos; en los últimos estados del desarrollo, los granos de almidón 

simple que llenan espacio entre los granos compuestos tienen origen extra- plastídico. 

Los resultados obtenidos constituyen aportes a la construccion de la sistemática 

filogenética de la familia Amaranthaceae.  
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ricinosomas; suspensor.   
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PROGRAMMED CELL DEATH DURING QUINOA SEED 

DEVELOPMENT  

In mature quinoa seeds, the perisperm is one of the three compartments that store 

reserves, in addition to the embryo and endosperm. Despite their different origins, the 

quinoa perisperm and starchy cereal endosperm share some characteristics, such as 

being the main reserve tissue, formed by dead cells at maturity and having starch as 

their main reserves. In this thesis we studied quinoa perisperm development and the 

program cell death (PCD) that affects this tissue. This study included the development 

of the endosperm, suspensor, seed integuments and pericarp. PCD was assessed by 

studies of nuclear DNA degradation, expression of caspase like-proteases and 

nucleases, endoreduplication and morphological changes in the nuclei and cytoplasm. 

Additionally, using immunological techniques we were able to identify associations 

between the presence of ricinosomes and other PCD hallmark in suspensor and 

endosperm cells predestined to die during quinoa seed development. 

These studies showed the relationship between the presence of CysEP and DNA 

fragmentation in the endosperm, the only seed tissue that dies without leaving a 

"corpse". As part of perisperm development, we analyzed aspects related to starch 

synthesis in simple and compound grains, including the detection of starch synthesis 

enzymes and starch pattern accumulation, among others, and concluded that: (i) 

simultaneous different cell death programs occurring simultaneously in different tissues 

of the same seed (ii) the quinoa perisperm accumulates starch while it degenerates, 

both processes occurring during quinoa seed development, (iii) the early detection of 

ricinosomes predicts the occurrence of the PCD; (iv) monitoring the development of 

perisperm can prove the plastidic and extra-plastic origin of the starch grains.  

The findings generated here are invaluable as they provide novel insight into the 

Amaranthaceae, as well as a starting point for phylogenetic studies. 

KEYWORDS Amaranthaceae, Chenopodium quinoa Willd, programmed cell death, 

starch; perisperm; endosperm; endopeptidase cysteine (Cys-EP); ricinosomas; 

suspensor. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL   
La muerte celular programada (MCP) es un proceso bien organizado, controlado 

genéticamente por el propio organismo, que resulta en la muerte de células 

individuales, de tejidos, o de órganos enteros. Se produce en un momento y un lugar 

adecuados coordinando la ―destrucción‖ de ciertas células como uno de los muchos 

mecanismos que son necesarios para la elaboración del progreso normal del ciclo de 

vida de la planta. Es importante en las plantas, como en otros organismos 

multicelulares, no sólo para el correcto desarrollo del organismo sino también como un 

mecanismo de inmunidad contra el ataque de patógenos o para destruir y 

eliminar  células que representan una amenaza en el organismo (Kuriyama, 2002;  

Greenberg et al., 1994; Hofius, 2009). 

Durante el desarrollo la MCP representa una etapa terminal en la diferenciación de las 

células. En algunos casos, las células muertas desempeñan funciones específicas 

como por ejemplo: los tricomas presentes en hojas y tallos o los elementos traqueales 

del xilema de las plantas vasculares. Es en este sentido, la diferenciación de células 

del mesófilo de Zinnia elegans en elementos conductores de xilema (en cultivos in vitro 

específicos)  está asociada con la acumulación de nucleasas y con la fragmentación 

del ADN, dos características claves de la MCP ( Kuriyama & Fukuda, 2002; Papini et 

al., 2010). Otros usos de la MCP durante el desarrollo incluyen la eliminación de los 

tejidos con funciones efímeras, tales como el suspensor en el embrión (Lombardi et 

al., 2007 a, b; Filinova et al., 2000).  

La división del cigoto en dos células, apical y basal, es importante en la morfogénesis 

vegetal, ya que establece la polaridad en el patrón de desarrollo. El destino de estas 

dos células está estrechamente coordinado y conduce a la formación de un embrión (a 

partir de la célula apical) y un suspensor (desde la célula basal). El suspensor funciona 

como conducto de nutrientes para el embrión en desarrollo durante un corto tiempo y 

se elimina posteriormente mediante la muerte celular genéticamente controlada 

(Bozhkov et al., 2005). La embriogénesis en plantas, como en animales, depende de 

un balance estrictamente coordinado entre la división y la  muerte celular por una 

parte, y la supervivencia, por otra. En otros casos las células deben morir como parte 

de un programa de desarrollo para formar órganos con funciones o formas especificas 

como por ejemplo órganos florales (sépalos, pétalos, estambres o carpelos) o para 

formar hojas con perforaciones típicas (Ej. la especie Monstera deliciosa Liebm. 

comúnmente conocida como ―sandalia‖), o para formar  el aerénquima en plantas 

acuáticas, etc., o simplemente  las células mueren porque cumplieron su función y/o 
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ya  no son  necesarias es el caso de  los estambres, pétalos o sépalos en algunas 

flores después de la polinización o la senescencia foliar (Wu y Cheung, 2000; 

Gunawardena, et al., 2001; 2008; Xu & Hanson, 2000).  

Van Doorn (2011) clasifica la muerte celular en tejidos vegetales según sus 

características bioquímicas y morfológicas, reconociendo dos grandes grupos 

principales: la muerte celular de tipo i) vacuolar, y ii) la necrosis.  

En los últimos años, un número de estudios han descrito la importancia de las 

vacuolas en la muerte de las células de la planta. Las vacuolas han surgido como 

fuentes cruciales para factores que median la lisis celular, como depósitos para una 

variedad de metabolitos, y como estructuras claves en la defensa y en el reciclaje de 

los componentes celulares.  Similar al uso de los lisosomas en animales, las plantas 

pueden utilizar las vacuolas para reciclar parte de su contenido celular. Durante la 

muerte celular tipo vacuolar generalmente el volumen de la vacuola aumenta en 

detrimento del volumen ocupado por el citoplasma. Las vacuolas líticas engolfan el 

citoplasma con la consiguiente degradación de su carga, representando un importante 

mecanismo de desmantelamiento celular. Este proceso se asemeja a la micro- o 

macro-autofagia. El último paso en la ejecución de la muerte celular vacuolar es la 

ruptura del tonoplasto, y una liberación masiva de hidrolasas vacuolares que destruyen 

rápidamente el protoplasto o en algunos casos toda la célula, incluyendo la pared 

celular. Las enzimas de procesamiento vacuolar (VPEs), también denominadas 

legumains, son cisteina- peptidasas vacuolares que producen la ruptura de las uniones 

peptídicas que siguen a residuos de asparagina o de ácido aspártico; finalmente 

entran en la ruta secretora y son transportados a la vacuola o la pared de la célula, 

donde se activan (Martínez et al., 2007). La presencia de VPEs ha sido relacionada 

tanto con la MCP en el desarrollo de diferentes tejidos como con la respuesta a 

patógenos (Hatsugai et al., 2004; Zhang et al., 2010; Radchuk et al., 2011). 

Otros eventos morfológicos durante la muerte celular vacuolar incluyen el desmontaje 

de la membrana nuclear y, en algunos ejemplos, el agrupamiento en haces de los 

microfilamentos de actina y la segmentación nuclear. Las mitocondrias y otros 

orgánulos, así como la membrana plasmática, se mantienen morfológicamente 

intactas hasta la ruptura del tonoplasto (Van Doorn et al., 2011 y las referencias allí 

incluidas).  

Existen características citológicas que distinguen la necrosis de la muerte celular 

vacuolar. En este tipo de muerte celular no se observa el crecimiento de vacuolas 

líticas y se producen cambios en las mitocondrias acompañados por una ruptura 

prematura de la membrana plasmática conduciendo a la contracción del protoplasto. 

Como no hay vacuolas líticas que limpien el citoplasma durante la necrosis, los 
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cuerpos de las células necróticas permanecen en gran medida sin procesar. La 

necrosis es típicamente una respuesta de muerte celular aguda que se desarrolla 

rápidamente y lleva desde varios minutos (en respuesta a tratamientos tóxicos) a un 

máximo de un día, como se observa en la respuesta hipersensible (HR). Una de las 

características morfológicas para diagnosticar necrosis es la contracción de 

protoplastos la cual es  fácilmente detectable, acompañado por una evaluación de la 

disfunción mitocondrial (la disminución de los niveles  de consumo de oxígeno y la 

producción de ATP) y la acumulación de ROS (Jones, 2000; Scott & Logan, 2008; Van 

Doorn et al., 2011 y las referencias allí incluidas) 

Un diferente tipo de muerte se establece en el endosperma de cereales. Van Doorn 

(2011) deja afuera de esta clasificación  al endosperma de cereales donde las células 

del endosperma amiláceo acumulan reservas de almacenamiento y mueren durante la 

maduración de la semilla, pero sus ―cadáveres‖ permanecen sin procesamiento hasta 

la germinación. Tras la germinación, las células de la capa de aleurona segregan 

enzimas hidrolíticas que degradan y movilizan las reservas acumuladas en el 

endosperma amiláceo. En este caso existe un lapso de tiempo entre la muerte celular 

y el procesamiento de estas células que, en las semillas ortodoxas puede ser muy 

largo, dependiendo del tiempo que transcurra entre la maduración de la semilla y el 

inicio de la germinación.  

PROTEASAS  

El reino animal y vegetal comparten una serie de características morfológicas y 

bioquímicas  respecto de la MCP, incluyendo la condensación y la contracción del 

núcleo y el citoplasma, el patrón de ―ladder‖ de ADN y la liberación del citocromo c de 

las mitocondrias (Danon et al, 2000; Balk & Leaver, 2001; Lam et al, 2001; Hoeberichts 

& Woltering, 2002). Las caspasas son un grupo de proteínas pertenecientes a la 

familia de cisteína-aspartato-proteasas las cuales intervienen y controlan la respuesta 

apoptótica en células animales; desempeñando funciones claves durante la iniciación 

y ejecución de la MCP. Una vez activadas, las caspasas actúan como cistena-

proteasas, utilizando una cadena lateral de cisteínas para catalizar la escisión del 

enlace péptido en los residuos de aspartato de sus sustratos. Como el  corte se 

produce a nivel de un residuo de aspartato de allí deriva su nombre (cisteinil-aspartato 

proteasas). Durante mucho tiempo se ha debatido si las plantas tienen proteasas 

funcionalmente similares a las caspasas iniciadoras y efectoras que actúan durante la 

apoptosis en animales. A pesar de que diversas proteasas vegetales pareciera que 

tienen este papel, aun se sabe muy poco acerca de sus objetivos proteolíticos in vivo. 
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Hasta la fecha, en plantas no se han encontrado homólogos estructurales con 

especificidad de escisión y similitud de función, de las caspasas que están presentes 

en animales (Bonneau et al., 2008). Las plantas codifican sólo homólogos distantes de 

las caspasas, las metacaspasas, que pueden estar implicadas en la MCP, pero no 

poseen actividad proteolítica caspasa-específica (Bozhkov et al., 2005; Watanabe & 

Lam, 2005) 

Dos tipos de metacaspasas se pueden distinguir: las Tipo I tienen pro-dominios con 

motivos repetitivos ricos en prolina, y las metacaspasas tipo II, que carecen de pro-

dominios pero presentan una inserción de alrededor de 200 aminoácidos en el 

extremo C- terminal. En protozoos y hongos sólo se encuentran metacaspasas tipo I, 

mientras que en los genomas de las plantas se codifican ambos tipos. El rol que 

cumplen no está del todo determinado y existe  una creciente evidencia de su 

participación en el control de la MCP en diversos sistemas. En Arabidopsis se 

demostró la participación de las metacaspasas tipo I AtMC1 y AtMC2, regulando en 

forma positiva y negativa, respectivamente, la MCP (Coll et al., 2010).  En el 

suspensor de embriones somáticos de Picea abies la metacaspasa tipo II, mcIIPa, es 

necesaria para la diferenciación y la muerte celular  (Suárez et al., 2004).  También las 

metacaspasas de tipo 2 tiene papel regulador de la MCP inducida por estrés bióticos y 

abióticos (Watanabe & Lam, 2011). En un principio las primeras observaciones 

utilizando extractos celulares sugirieron que las metacaspasas detectadas en plantas, 

levaduras, y hongos podrían corresponder a las actividades proteolíticas tipo caspasa 

(Madeo et al., 2002; Suárez et al, 2004). Sin embargo, varios estudios bioquímicos 

utilizando metacaspasas recombinantes o extractos de proteínas con mutantes de 

pérdida o ganancia de función han demostrado claramente que las metacaspasas son 

altamente específicas para Arg o Lys en la posición P1 (Vercammen et al., 2004 y 

2006; Bozhkov et al., 2005; Watanabe et al., 2005; He et al., 2008; Helmersson et al., 

2008).   

Por otra parte, mediante la utilización de  sustratos sintéticos fluorogénicos de 

caspasas se han detectado en las plantas actividades tipo-caspasa  lo que indica que 

las enzimas, estructuralmente distintas a las clásicas caspasas,  pueden operar como 

proteasas tipo-caspasa  en las plantas (del Pozo & Lam, 1998; Bonneau et al., 2008). 

De hecho, se ha demostrado que la enzima de procesamiento vacuolar (VPE), una 

cisteína proteasa, estructuralmente diferente de las clásicas caspasas, se requiere 

para la MCP inducida por TMV  (Hatsugai et al., 2004) así como para la MCP durante 

el desarrollo de los  tegumentos de semillas (Nakaune et al., 2005) y muestra una 

actividad de tipo  caspasa-1 (YVADase)  (Hatsugai et al., 2004; Rojo et al., 2004).   
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Las serina-proteasas también han sido asociadas a varios modelos de MCP. Coffeen y 

Wolpert (2004) lograron caracterizar dos proteasas tipo subtilisina serina-proteasas 

asociadas a la respuesta de MCP: SAS-1 y SAS-2 que, a pesar de presentar una 

actividad similar a caspasas, requieren un residuo de aspartato en la posición P1 del 

sustrato y contienen en el sitio activo un residuo de Ser, por lo que definieron a estas 

proteínas como saspasas (serina-proteasas aspartato porteasas específicas). 

Chichkova et al. (2010) han identificado y caracterizado una nueva proteasa tipo-

subtilisina de  tabaco y  arroz llamada phytaspasa la cual posee especificidad caspasa 

distinta de la de otras proteasas tipo-caspasa conocidas. Por ejemplo, VEID (sustrato 

de caspasa-6) es un motivo preferido para la escisión por parte de la phytaspasa que 

lo diferencia de  las saspasas, las cuales no se unen  al sustrato VEID en absoluto 

(Coffeen & Wolpert, 2004). Otra particularidad notable de la phytaspasa es su 

localización específica ya que  en respuesta a una variedad de estímulos que inducen 

la muerte, phytaspasa se relocaliza desde el apoplasto hacia el interior de la célula. 

Por lo tanto, en contraste con otras proteasas que poseen actividad tipo 

caspasa  conocidas, que operan ya sea en el apoplasto (saspasas) (Coffeen & 

Wolpert, 2004) o en la vacuola (VPE) (Hatsugai et al, 2004), la phytaspasa puede 

funcionar tanto en apoplasto como en los compartimentos intracelulares.  

NUCLEASAS 

En el nivel molecular existe una gran conexión entre la MCP y la participación de 

nucleasas, estas enzimas operan durante el desmantelamiento del núcleo generando 

la condensación de la cromatina, la fragmentación internucleosomal del DNA, y la 

desorganización de la membrana nuclear. Las nucleasas de las plantas comparten 

homología significativa con nucleasas de diferentes organismos y se 

encuentran  estrechamente asociadas con diferentes procesos de MCP de plantas. 

Algunos procesos donde se observó su actividad  incluye la respuesta hipersensible 

(Mittler & Lam, 1997), la muerte de células de la capa de aleurona del grano 

de  cebada y trigo,  del escutelo y en capa de aleurona en granos de trigo germinados 

(Fath et al., 1999; Domínguez et al., 2004; 2012), el desarrollo del endosperma de 

maíz (Young & Gallie, 1999), y durante la xilogénesis (Thelen & Northcote, 1989) entre 

otros. Se conocen dos clases importantes de endonucleasas las dependientes de Zn2+ 

y las dependientes de Ca2+. Las endonucleasas dependientes de Zn2+ exhiben una 

actividad máxima en un rango de pH ácido desde 5.0 a 6.5 consistente con su 

ubicación en compartimientos ácidos como la vacuola y el espacio extracelular. Como 

sustrato prefieren ARN y ADN simple cadena (ssADN) a ADN doble cadena (dsADN) 
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aunque bajo condiciones adecuadas cualquier endonucleasa dependiente de Zn2+ 

puede generar un nick y linealizar dsADN superenrollado. Las endonucleasas 

dependientes de Zn2+  se sospecha que operan luego del colapso de la membrana o 

del tonoplasto contrario a lo que sucede con endonucleasas dependientes de Ca2+ las 

cuales se especula actúan en el núcleo. La mayoría de endonucleases dependientes 

de Ca2+  tienen pH óptimo en la región neutra y preferencias de sustrato de ssDNA 

muy por encima de ARN (Sugiyama, 2000). 

ENDO-REDUPLICACIÓN 

En las plantas, la endo-reduplicación es el modo más común de endopoliploidización 

nuclear y se estima que ocurre en más del 90% de las angiospermas (D'Amato, 1984). 

La endo-reduplicación se produce cuando una célula se somete a una ronda de 

duplicación del ADN sin división celular, lo que resulta en una duplicación de la 

cantidad de ADN, es decir los cromosomas se replican, pero los núcleos y las células 

no se dividen. Este proceso es común en plantas y en animales, especialmente en los 

tejidos con alta actividad metabólica. Generalmente las células que han sido 

sometidas a ciclos de endo-reduplicación son más grandes que el resto de las células 

y poseen un mayor número de orgánulos como plástidos y mitocondrias. La endo-

reduplicación se ha descrito en el endosperma de granos de maíz (Kowles et al., 1990) 

y en las células del suspensor de Phaseolus entre otros (Nagl, 1974). Durante el 

desarrollo del endosperma de maíz, las células cambian de un ciclo mitótico a  un ciclo 

de endo-reduplicación, impulsando la síntesis masiva de proteínas de almacenamiento 

y de almidón (Lur & Setter, 1993). La extensión de la endo-reduplicación se 

correlaciona con el rendimiento de grano de maíz (Cavallini et. al, 1995). Debido a que 

la endo-reduplicación se produce con frecuencia en los tejidos de almacenamiento de 

semillas, se ha sugerido que este proceso podría proporcionar un mecanismo para el 

almacenamiento de nucleótidos o de nitrógeno para el embrión. Sin embargo, existe 

poca evidencia experimental que demuestre el reciclado de los nucleótidos, ya que 

esto representa una forma de almacenamiento de nitrógeno a expensas de un alto 

costo de energía. En consecuencia, la idea más que probable es que la endo-

reduplicación se produce con el fin de proporcionar niveles más elevados de la 

expresión génica, para aquellos procesos que deben cumplirse con limitaciones de 

tiempo y espacio (Larkins et al.,  2001).  

Comprender los procesos fundamentales que rigen el desarrollo, la evolución y la 

respuesta de las plantas al medio ambiente es esencial (Bozhkov & Lam, 2011). Las 

células de la planta aunque están encerradas en una pared celular rígida de 
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polisacáridos pueden presentar cambios dinámicos en su tamaño y forma, incluso 

después de haber recibido la señal de muerte celular. Estos cambios van junto con el 

desmantelamiento intracelular. Análisis comparativos de los mecanismos de muerte 

celular en plantas, animales y hongos proporcionarán un marco evolutivo para 

comprender la función de la MCP y su control en los diferentes sistemas biológicos. 

RICINOSOMAS 

La MCP en las plantas se efectúa por un único grupo de cisteína endopeptidasas de 

tipo papaína con una señal de retención de retículo endoplásmico (RE) (Gietl et al., 

2000;  Gietl & Schmid, 2001). La proforma de esta Cys -EP contiene una secuencia 

KDEL en su extremo C -terminal y se localiza en un orgánulo derivado del RE, el  

―ricinosoma‖. Los ricinosomas son esféricos y generalmente están vinculados por una 

membrana con ribosomas adheridos. La forma madura de los ricinosomes se libera al 

citosol durante la muerte celular del endosperma (Gietl et al., 2000;  Gietl & Schmid, 

2001; Beers et al., 2004). En los sucesos de MCP en la que están implicados los 

ricinosomas, se cree que la acidificación del citosol da como resultado  el 

procesamiento autocatalítico de la enzima en su forma activa madura. Al mismo 

tiempo, los ricinosomas se hinchan y revientan, liberando estas enzimas muy activas, 

las cuales actúan en el proceso final del desmantelamiento del cuerpo celular 

(Senatore et al., 2009). 

 

Figura. I.1. La cisteina endopeptidasa de Ricinus communis es sintetizada como una pre-
pro-enzima con una señal de retención KDEL en el extremo C-terminal. Imagen modificada de  
Gietl & Schmid, 2001. 

 Los ricinosomas y las enzimas dentro de estos orgánulos únicos han sido implicados 

en la MCP de las células del endosperma  durante la germinación de semillas de ricino 

(Ricinus communis) (Gietl et al., 1997;  Schmid et al., 1999), en pétalos senescentes 
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de  Hemerocallis spp. (Valpuesta et al., 1995) y Sandersonia aurantiaca (O'Donoghue 

et al., 2002), en la nucela durante el desarrollo de la semilla de ricino (Greenwood et 

al., 2005). También se encontraron en el tegumento externo en desarrollo en la 

cubierta de la semilla del Phalaenopsis (Nadeau et al., 1996). Más recientemente, los 

ricinosomas, pero no las enzimas, han sido implicados en la MCP  del endosperma de 

la semilla de tomate (Solanum lycopersicum) durante la germinación (DeBono & 

Greenwood, 2006). 

Las cisteína endopeptidasas con cola KDEL se encuentran en los tejidos sometidos a 

MCP, especialmente en las células que finalmente colapsan. 

Se han clonado y secuenciado los genes de estas enzimas en varias  especies de 

monocotiledoneas y dicotiledones tales como R communis, Arabidopsis, Vigna mungo 

y Vigna radiata, Pisum sativum, Sandersonia, Oryza sativa, entre otros; el análisis de 

los resultados de estos estudios revela la existencia de una alta homología de 

secuencias de aminoácidos entre las diferentes especies.  

Estas enzimas no tienen relación estructural con las caspasas y no se han encontrado 

genes homólogos en mamíferos o levaduras (Helm et al., 2008) 

En plantas, la presencia de una pared celular rígida y la ausencia de fagocitosis 

plantean un problema distinto respecto a la forma en la que la pared celular se 

degrada y la forma por la cual los productos de degradación de los contenidos 

celulares se transfieren a las células vecinas. 

La quinoa (Chenopodium quinoa Willd), es un cultivo de la región de los Andes de 

América del Sur, y se cultiva desde hace más de 5.000 años. Está bien adaptada a 

condiciones ambientales extremas, tales como la altura, la baja precipitación anual, la 

alta salinidad del suelo y las bajas temperaturas (Tapia, 1999). La quinoa también se 

valora como un cultivo en otras partes del mundo debido a su alto valor nutritivo, sobre 

todo debido al excepcional balance en el contendio de aminoácidos, proteínas y la 

cantidad de lípidos favorablemente nutritivos (Koziol, 1992, 1993; Ruales & Nair, 

1993). La especie pertenece a la familia Amaranthaceae de acuerdo con el sistema de 

APG (APG III, 2009). De acuerdo con Prego et al. (1998), las semillas de quinoa se 

diseminan junto con su pericarpio, el cual cubre el tegumento seminal  constituyendo 

un utrículo típico. El pericarpio deriva de la pared del ovario y, como en la mayoría de 

los utrículos, se compone de células papilosas procedentes de la epidermis externa y 

por debajo de la epidermis, restos de las paredes de las células subyacentes. La 

cubierta de la semilla se compone de la exotesta y el endotegmen que provienen, 

respectivamente, de la epidermis externa de los tegumentos externo e interno del 

óvulo, cada uno de ellos reducidos a una única capa. En la madurez, las células del 
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pericarpio y la cubierta seminal mueren. Las tres áreas de reservas en las  semillas de 

quinoa son: un gran perisperma central, un embrión periférico y el endosperma 

reducido a un cono micropilar que cubre la radícula del embrión y está constituido por 

1-2 dos capas de células de espesor. En la semilla madura, el perisperma presenta, 

células de paredes delgadas, uniformes, y muertas llenas de granos de almidón;  a su 

vez el endosperma y el embrión están constituidos por células vivas, las cuales 

almacenan proteínas, lípidos  y minerales.  

En la presente tesis se estudió el desarrollo del perisperma de quinoa y el programa 

de muerte celular (MCP) que lo afecta (Capítulo 1). Este análisis se extendió al 

desarrollo del endosperma, del suspensor, de los tegumentos seminales y del 

pericarpio (Capítulo 2 y 3). La caracterización de la MCP se evaluó mediante estudios 

sobre la degradación del ADN nuclear, la expresión de proteasas tipo caspasas y de 

nucleasas, la endo-reduplicacion y los cambios morfológicos en el núcleo y citoplasma. 

Adicionalmente se comprobó, mediante técnicas inmunológicas, la presencia de 

ricinosomas como marcador asociado a la MCP de las células del suspensor y del 

endosperma predestinadas a morir durante el desarrollo de la semilla.  

Como parte del desarrollo del perisperma, se analizaron aspectos relacionados con la 

síntesis del almidón de reserva en granos compuestos y con el patrón de acumulación 

del almidón. Complementariamente, se detectaron algunas de las enzimas 

involucradas en la síntesis de almidón (Capítulo 3).  

 

 

.



 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

MATERIAL VEGETAL 

Las plantas de quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) cv. UdeC9 se cultivaron en una 

cámara en ciclos  de 16 horas de luz / 8 horas  de oscuridad a 25 °C. Se seleccionaron  

los ovarios en  antesis (Estado 1, Fig. MyM.1; Fig. S.1) y semillas en siete etapas 

diferentes de desarrollo (Estado 2-7, Fig. MyM.1; Fig. S.1). Los materiales no 

destinados a ser procesados de inmediato, se almacenaron a -80 °C.  

Durante los diversos procesamientos, los materiales se mantuvieron en baño de hielo. 

 

 

Figura. MyM. 1. Desarrollo del grano de quinoa. A. Diferentes estados de desarrollo 
de la semilla, desde un ovario en antesis hasta un grano en estado maduro. B. 
Cronología de los principales acontecimientos del desarrollo de la semilla, desde la 
antesis hasta la madurez. 

ANÁLISIS HISTOLÓGICOS 

Los ovarios y las semillas de  quinoa fueron fijados en una mezcla de 2% 

paraformaldehído (PFA) y 0,5% glutaraldehído en buffer fosfato salino (PBS) 0,1 M, pH 

7,2, durante 4hs (2 h en la solución de fijación en vacío y 2 horas a 4 °C). Las 

muestras fueron lavadas reiteradas veces con PBS y deshidratadas a través de una 

serie de etanol (50, 60, 70, 80, 90 hasta etanol al 95%). El etanol se reemplazó 
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gradualmente con Historesin (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania)  mediante una 

serie creciente de mezclas de etanol / Historesin hasta 100% Historesin. Las muestras 

se mantuvieron en 100% Historesin durante una noche en un rotador.  Las secciones 

de 3 µm  de espesor se obtuvieron con una cuchilla de tungsteno utilizando un 

micrótomo Leica 2155; las mismas fueron montadas sobre portaobjetos de vidrio, y se 

tiñeron con 0,5% de azul de toluidina O (Sigma-Aldrich) en solución acuosa. 

ANÁLISIS SUBCELULAR 

Las muestras en las etapas de desarrollo anteriormente mencionados se fijaron 

durante 3 h a 4 °C utilizando una mezcla de 2% de PFA y 0,5% de glutaraldehído en 

PBS 0,1 M, pH 7,2. Las mismas fueron lavadas en el buffer y post-fijadas en OsO4 al 

1% durante 90 min. Luego de dos lavados en buffer, se deshidrataron en una serie 

gradual de etanol, seguido por una serie de etanol-acetona y se incluyeron en resina 

Spurr (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.). Las secciones ultra-finas obtenidas, 

fueron montadas en grillas recubiertas de Formvar (Polyscience, Inc., Warrington, PA, 

EE.UU.), teñidas con acetato de uranilo seguido de citrato de plomo en EMS (Hatfield, 

PA, EE.UU.). Finalmente se examinaron en el microscopio electrónico de transmisión 

Zeiss M109 turbo (Zeiss, Wiesbaden, Alemania), operando con un voltaje de 

aceleración de 90 kV. 

AISLAMIENTO DEL ADN Y ELECTROFORESIS 

El ADN genómico se aisló a partir de semillas correspondientes a las etapas 3 a 7 

utilizando el DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Alemania). El ADN se cuantificó en un 

espectrofotómetro NanoDrop (Thermo Scientific NanoDrop 2000c). Una alícuota de 2 

µg de ADN de cada estado de desarrollo se sembró, como se ha descrito previamente 

(Radchuk et al., 2011), con menores modificaciones, en  un gel de agarosa-TAE al 

0,8% (p/v) con SYBR ® Safe ADN gel stain (Invitrogen, Carlsbad, CA) a 40 V durante 

7 h. Los geles se revelaron y se fotografiaron utilizando G: software de GeneSnap,  

Syngene Box. 

DETECCIÓN IN SITU DE ADN FRAGMENTADO MEDIANTE ENSAYO 

TUNEL  

Debido a que la degradación del ADN es una de las características más importantes 

de la MCP, al presente se han desarrollado diferentes métodos que permiten analizar 
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individualmente cada célula, en busca de esta degradación. Uno de los métodos más 

utilizados es el marcaje de la hebra sencilla de ADN por medio de una transferasa 

terminal que adiciona nucleótidos marcados al ADN en extremos 3´-OH libres. Este 

método se conoce como método de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase 

(TdT)-mediated dUTP Nick end labeling) y se puede utilizar tanto para la detección por 

medio de citometría de flujo, ó por microscopía. Esta técnica permite determinar la 

fragmentación de ADN en células individuales, por lo que es posible conocer la 

proporción de células que están muriendo por MCP en un determinado momento.  

Para el ensayo TUNEL se utilizó el kit in situ Cell Death Detection, TMR red (Roche, 

Basilea,  Suiza). Las muestras se fijaron en PFA al 4% en PBS 0,1 M (pH 7,2) (2 h en 

vacío y 2 horas a 4 °C en solución de fijación), se deshidrataron en una serie de 

acetona (30%, 50%, 70%, 90%, 100%) luego se embebieron en resina Technovit 8100 

(Kulzerand Co., Alemania) durante 2 días. La resina se polimerizó a 4 °C. Secciones 

semi-finas (1-2 µm de espesor) fueron cortadas con una cuchilla de tungsteno en un 

microtómo Leica 2155. La reacción TUNEL se realizó de acuerdo con las instrucciones 

del fabricante. Brevemente, las secciones se permeabilizaron con 20 µg/ml de 

proteinasa K durante 20 min a temperatura ambiente y se lavaron 4 veces con PBS. 

La reacción de labelado se realizó en oscuridad a 37 °C en una cámara húmeda 

durante 1 h. Se incluyeron controles negativos en cada experimento mediante la 

omisión de TdT en la mezcla de reacción. Como control positivo, las secciones 

permeabilizadas se incubaron con ADNsa I (3U/ml) durante 15 min antes de llevar a 

cabo el ensayo de TUNEL. La contra-tinción en los cortes se realizó con 0,02 mg/ml de 

4`,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Las secciones fueron montadas utilizando 

Citifluor ™ (EMS, Hatfield, PA, EE.UU).  

TINCIÓN DE AZUL DE EVANS 

El azul de Evans es un colorante que posee la propiedad de tinción inversa a la de una 

tinción vital, que se utiliza frecuentemente para determinar la supervivencia de las 

células vegetales. Las células con membranas semi-permeables intactas excluyen el 

colorante, mientras que el colorante penetra y tiñe a las células muertas. Por lo tanto, 

el azul de Evans se considera  un colorante mortal en lugar de un colorante vital 

(Crippen y Perrier, 1974). 

La tinción de azul de Evans se utilizó para revelar células del perisperma de quinoa 

que, durante el desarrollo, habían perdido la integridad de la membrana plasmática. 

Las secciones longitudinales de semillas en cada etapa se colocaron en una solución 

de azul de Evans (0,1% en H2O) durante 2 min (Young & Gallie, 1999). Las secciones 
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teñidas luego se lavaron con agua durante 30 min, y se analizaron con un microscopio 

estéreo Stemi 2000C Zeiss equipado con una cámara EOS 1000 D (Tokio, Japón). 

TINCIÓN DE LUGOL 

Para la Fig 3.1, las secciones fueron coloreadas con azul de toluidina durante 10 min 

(O’Brien et al., 1964) lavadas en agua destilada y luego teñidas con la solución de 

lugol para la detección de almidón (Johansen, 1940). 

CITOMETRÍA DE FLUJO  

Se diseccionó la semilla en el estado 6, separándose tres muestras: el embrión, el 

perisperma, y la semilla completa, además se separaron semillas en estado 4. Estos  

materiales fueron disgregados con una hoja de afeitar sobre 500 μl del buffer de 

extracción de núcleos Otto I que consistió en 0.1 M de ácido cítrico monohidratado y 

0.5 % de tween 20 (Otto, 1990). La suspensión que contenía los núcleos libres fue 

pasada por un filtro de 50μm. Luego fue teñida con una solución de DAPI 4'-6-

dianidino-2-fenilindol (4  μg/ml) en una solución buffer (Otto 2) compuesta  por 0.4M 

Na2 HPO4.  Después de agitar la solución suavemente, las muestras se analizaron con 

un citómetro de flujo (CyFlowPloidyAnalyser, Partec). El contenido relativo de ADN fue 

estimado a través de los picos obtenidos.  

ENSAYO DE ACTIVIDAD NUCLEASA 

La actividad de ADNsa se detectó de acuerdo con el método que aplican Thelen y 

Northcote (1989) con ligeras modificaciones. Las muestras se trituraron en nitrógeno 

líquido y se homogeneizaron en buffer compuesto por: HEPES 100 mM (pH 7,5), 0,2% 

de CHAPS, 10% de sacarosa, 0,1% Triton y ditiotreitol 10 mM (DTT). Los extractos 

celulares se centrifugaron durante 10 min a 14 000 g, 4 °C y el sobrenadante, se utilizó 

para el ensayo. Los extractos de proteína de las etapas 3 a 7 se incubaron en 

cantidades iguales de proteína (50 µg) durante 10 min a 45 °C en buffer (Tris 0,125 M 

pH 6,8, glicerol al 10% (v/v), 2% (p/v) de SDS, 0,01% (p/v) azul bromofenol).  Y se 

fraccionaron en geles SDS-PAGE que contenían 0,3 mg/ml de ADN de esperma de 

arenque (Domínguez et al., 2004). La corrida se llevo a cabo a 4 °C y 20 mA/placa. 

Después de la electroforesis, los geles se incubaron durante 15 min en un buffer 

compuesto por  25%  2-propanol y 1 mM EDTA para eliminar el SDS y los cationes 

divalentes residuales, luego se enjuagaron dos veces con agua. Posteriormente, los 
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geles se lavaron dos veces durante 5 min y se incubaron durante toda la noche en los 

siguientes buffers: i) buffer ácido compuesto por: 25 mM de acetato de sodio-ácido 

acético (pH 5,5), 1 mM ZnSO4, 0,2 mM DTT y 1% (v/v) de Tritón X-100 ó ii) buffer 

neutro compuesto por : 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 10 mM de MgCl2, 10 mM de CaCl2, 

0,2 mM DTT y 1% (v/v) de Tritón X-100 a 37 °C. Después de las incubaciones, los 

geles se lavaron durante 5 min en buffer frio (10 mM Tris-HCl, pH 8, 1 mM EDTA). Se 

descartaron las falsas actividades nucleolíticas asociadas con las proteínas de unión al 

ADN, mediante la incubación de los geles en 1% (p/v) de SDS durante 2 h a 

temperatura ambiente y luego se lavaron en agua durante 10 min. Los geles fueron 

teñidos con 0,01 mg/ml de bromuro de etidio para revelar la posición de las nucleasas 

y se fotografiaron usando G: software de GeneSnap Syngene Box. La intensidad de 

las bandas fue analizada utilizando el software Gel-Pro Analyzer (Media Cybernetics, 

Inc., Bethesda, MD). 

ENSAYO DE ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA (CLP) TIPO CASPASA 

Las semillas de quinoa de los estados 3 a 6 se separaron manualmente. Debido a su 

pequeño tamaño no fue posible separar el embrión y el perisperma, excepto desde la 

etapa 6. Los extractos de proteína se obtuvieron según lo descripto anteriormente en 

el ensayo de actividad nucleasa.  

El ensayo de actividad proteolítica (CLP) tipo caspasa se basa en la hidrólisis del 

sustrato Acetil-XXX-AMC, por parte de las enzimas tipo caspasa 1, 6 y 9, resultando 

en la liberación de amino-metil coumarina (AMC). El AMC es fluorogénico (absorbe a 

360nm y emite a 465nm) y puede ser cuantificado  mediante un fluorómetro lo que 

permite estimar la concentración del sustrato clivado. 

 La reacción se llevó a cabo bajo las condiciones del siguiente buffer de ensayo: 

HEPES 50 mM (pH 7,5), 0,1% CHAPS, 1 mM de CaCl2, 1 mM de MgSO4, y ditiotreitol 

5 mM (DTT). La actividad proteolítica tipo caspasa se midió como se describe en 

Bozhkov et al. (2004), utilizando un fluorómetro FL600 (BioTek, VI, EE.UU.; excitación 

360/40, emisión 460/40, y la sensibilidad de 75). Se restaron las lecturas de 

fluorescencia pertenecientes al blanco (buffer de ensayo y péptido solo). Los 

siguientes sustratos fluorogénicos fueron utilizados: AcVEID-AMC, AcYVAD-AMC y 

AcLEHD-AMC, todos fueron obtenidos de Peptides International (KY, EE.UU). Los 

sustratos se disolvieron en DMSO y se diluyeron en agua, hasta la concentración final. 

Para el ensayo de inhibición, los extractos de las muestras fueron pre-incubados con 

diferentes inhibidores de proteasas a 30 °C durante 20 min en el buffer de ensayo 

antes de la adición de AcVEID-AMC. Se utilizaron las siguientes concentraciones de 
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inhibidores de proteasas: 20 mM VEID-cho, 20 mM YVAD-cho, 20 mM LEHD-cho, 

lactacistina 20 mM, obtenidos en Peptides Internacional (KY, EE.UU.), y 20 mM E-64, 

20 mM inhibidor de calpaína 1, 10 mM pepstatina, y 250 mM PMSF obtenidos en 

Roche (Mannheim, Alemania). Los extractos se incubaron a continuación con AcVEID-

AMC. 

ANÁLISIS WESTERN BLOT  

Extracción de proteínas: 

Semillas de quinoa en cinco diferentes estados de desarrollo (estados 3, 4, 5, 6 y 6/7, 

aproximadamente 17, 25, 32, 40 y 45 días post antesis) fueron triturados en nitrógeno 

líquido y luego homogeneizados en buffer de extracción: HEPES 50 mM (pH 7,5), 

0,1% de CHAPS, 0,1% de Triton X-100, 1 mM de ditiotreitol (DTT) y cóctel inhibidor de 

proteasa (Roche). Los extractos celulares fueron centrifugados a  14000 g, durante 10 

min a 4 ºC. Posteriormente, se recogió el sobrenadante en tubos eppendorfs y se 

cuantificó la concentración de proteínas para realizar la electroforesis. 

Los extractos de proteína (25 µg) de los cinco estados mencionados, y, extractos de 

semillas germinadas de 5 días de edad de Ricinus communis L. (Gietl et al., 1997) 

utilizados como control positivo, fueron resueltos en geles de SDS-PAGE 12% según 

Schmid (1999).  

Las proteínas se sometieron a electroforesis utilizando un Mini-Protean II (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.) y se realizó la electrotransferencia sobre una 

membrana de nitrocelulosa (HybonAmersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Alemania) 

a 80 V durante 2 h utilizando un Mini Trans-Blot (Bio-Rad). Antes de la 

inmunotransferencia, las membranas se tiñeron con 0,1% (p/v) Ponceau S y 5% (v/v) 

de ácido acético para garantizar la igualdad en la carga de proteína. La membrana se 

sumergió en  la solución de bloqueo: BSA al 3% en TTBS (50 mM de Tris-HCl, 150 

mM de NaCl, pH 8, 0,05% de Tween-20) durante 1 hora a temperatura ambiente y 

durante la noche a 4 ºC con agitación suave. Al día siguiente, la membrana se sometió 

a tres enjuagues de 5 min en una solución de TTBS y se incubó con el anticuerpo 

primario dirigido contra la 35 kDa Cys-EP purificada (diluido 1:1000 en solución de 

bloqueo) durante 1 h. A continuación, la membrana se incubó con anticuerpo 

secundario Anti IgG de conejo generado en cabra acoplado a peroxidasa  1:1000 

(Sigma A0545) durante 1 h a temperatura ambiente, y luego se realizaron  cinco 

enjuagues de 5 min cada uno en una solución de TTBS. Como sustrato para la 

peroxidasa se utilizó el kit de quimioluminiscencia ECL (Super señal West Pico, 
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Thermo Scientific) y se observó con un analizador de imágenes de LAS-1000 (Fuji-

Film).  

La intensidad de cada banda en el western blot se determinó con el  software  de 

análisis de imagen: Gelpro software (Media Cybernetics, Inc., Bethesda, MD). 

INMUNOLOCALIZACIÓN DE CYS-EP 

Secciones de semillas de quinoa de los estados 5 (32 DPA) se fijaron durante 2 horas 

a 4 °C utilizando una mezcla de 4% paraformaldehído y 0,05% glutaraldehído en 0,1 M 

(PBS) pH 7,2, se enjuagó con PBS durante 30 min, luego se deshidrataron en una 

serie graduada de etanol hasta llegar a etanol 100% con 2 cambios cada 30 min. El 

material fue  embebido en resina LRW (Polyscience, Inc.; 17411) como se describe en 

Harris (1995). Secciones (1 µm de espesor) y secciones ultrafinas se obtuvieron con 

un ultramicrótomo (Reichert-Jung, Viena, Austria). 

Para los estudios de inmunofluorescencia: después de la rehidratación en PBST 

(0,05% de Tween 20 en PBS 10 mM, pH 7,2), las secciones se trataron durante 90 min 

con 1% de BSA en PBST, se realizaron tres lavados y se incubaron durante la noche 

con anticuerpo de conejo anti-CysEP o anticuerpo de ratón anti-myc (Santa Cruz) 

diluido 1:200 y 1:100, respectivamente, en PBS con 0,1% de BSA. Después de cinco 

lavados en PBST, las secciones se incubaron durante 1 h con los anticuerpos 

secundarios Alexa-Fluor-488 anti-conejo y Alexa-Fluor-488 anti-ratón IgG (Invitrogen) 

diluido 1:1000 en PBS suplementado con 0,1% (p/v) de BSA. Después de lavados 

adicionales en PBS con 0,05% de Tween 20, las secciones fueron examinadas 

utilizando un microscopio de epifluorescencia. 

La  inmunomarcación para MET se llevó a cabo de acuerdo a Wilson y Bacic (2012), 

con modificaciones menores. Secciones ultrafinas, correspondientes a los estados 4 y 

5, se montaron en grillas de níquel recubiertos con Formvar (Polyscience, Inc., 

Warrington, PA, EE.UU.). Brevemente, las secciones fueron primero hidratadas en una 

gota de PBS durante 5 min, y se bloquearon durante 1 h con 1% de BSA en PBS a 

temperatura ambiente (TA), finalmente se incubaron durante la noche a 4 ºC con 

anticuerpo de conejo anti-Cys-EP anticuerpo diluido 1:100 con 0,1% de BSA en PBS. 

A continuación, las secciones se lavaron, y se incubaron durante 1 h en 50µl de 

anticuerpo con Anti IgG de conejo generado en cabra acoplado a oro coloidal (10 nm 

de diámetro) 1:150 en PBS con 0,1% de BSA a TA. Después de una fijación de 10 min 

con 1% glutaraldehído en PBS 0,1 M, pH 7,2, las secciones se lavaron con agua Milli-

Q. Por último, las secciones se tiñeron sólo con acetato de uranilo en solución acuosa 

saturada, y se examinaron bajo un Microscopio Electrónico de transmisión Zeiss EM 
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109 turbo (Zeiss, Wiesbaden, Alemania) MET que opera a un voltaje de aceleración de 

90 kV. Dos controles se prepararon como se ha descrito anteriormente, pero: (i) 

excluyendo anti-CysEP, y (ii) usando anti-myc (Santa Cruz) como anticuerpo primario, 

respectivamente.  

WESTERN BLOT SBE1 

Semillas de quinoa correpondientes a los estados 3 a 6 se molieron en N2 líquido y se 

homogenizaron en 2 volúmenes de buffer de extracción [20 mMTris–HCl (pH 7.5), 5 

mm DTT, 5 mM EDTA y cóctel inhibidor de proteasa]. Los homogenatos se 

centrifugaron a 15000 g por 20 min a 4 ºC. El western blot y su revelado, se realizó en 

las mismas condiciones  descriptas  para Cys-EP excepto que la electrotransferencia 

se realizó por 1h a 100 V. Se incubó la membrana con el anticuerpo anti-SBE1 de 

cebada (diluido 1:500 en solución de bloqueo).  

INMUNOLOCALIZACIÓN DE ENZIMAS RELACIONADAS EN BIOSÍNTESIS 

DE  ALMIDÓN  ISA1, ISA2 Y SBE 

Secciones de semillas de quinoa en diferentes estados de desarrollo fueron obtenidas 

según lo  descripto arriba para la inmunolocalización de CysEP. Las secciones se 

incubaron durante 1 h en 1% de BSA en PBS, previa hidratación en PBST, se 

realizaron tres lavados y se incubaron diferentes cortes toda la noche con anticuerpo 

policlonal de conejo anti-ISA1, anti-ISA2 y anti-SBE diluido 1:100 en PBS con 0,1% de 

BSA. Después de cinco lavados en PBST, las secciones se incubaron durante 1 h con 

los anticuerpos secundarios Alexa-Fluor-488 anti-conejo (Invitrogen) diluido 1:1000 en 

PBS con 0,1% BSA (p/v). Las secciones fueron examinadas utilizando un microscopio 

de epifluorescencia. 

PAGE NATIVO Y ZIMOGRAMA  

Las semillas de quinoa de los estados 3 a 6 se molieron en N2 líquido y se 

homogenizaron en buffer de extracción: acetato de sodio 50 mM (pH 6), 20 mM DTT. 

Los homogenatos se centrifugaron a 15000 g por 20 min a 4 ºC. El sobrenadante se 

almacenó a -80 °C hasta su utilización. 

Las proteínas totales (50 µg) se separaron por duplicado en geles nativos de 

poliacrimalida según lo descripto por Dinges et al. (2001), con algunas modificaciones. 

Para la detección de la actividad isoamilasa (DBE), uno de los geles fue 
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electrotranferido a un gel conteniendo 7% (p/v) poliacrilamida y 0,3% almidón (p/v) en 

375 mM Tris-HCl (pH 8,8). La transferencia se llevó a cabo durante 4 h a 20 V. La 

actividad DBE se visualizó como una región (banda) más clara en el gel previamente 

teñido con una solución de lugol [I2 0,02%(p/v), KI 0,2% (p/v)] durante 15 min. Se 

fotografió inmediatamente. El otro gel, el cual corrió paralelamente en el mismo 

aparato, fue electrotranferido a una membrana de nitrocelulosa (HybonAmersham 

Pharmacia Biotech, Freiburg, Alemania) durante 1h a 100 V utilizando un  Mini Trans-

Blot (Bio-Rad). Se sumergió la membrana en  la solución de bloqueo: BSA al 3% en un 

TTBS  durante la noche a 4 ºC con agitación suave. Luego de tres enjuagues de 5 min 

en TTBS se incubó durante 1 h con el anticuerpo primario dirigido contra ISA1 e ISA2 

de maíz (diluido 1:1000 en solución de bloqueo). A continuación de 5 enjuagues de 10 

min en TTBS, se incubó con anticuerpo secundario Anti IgG de conejo generado en 

cabra acoplado a peroxidasa  1: 3000 (Sigma A0545) durante 1 h a temperatura 

ambiente. Se utilizó el kit de quimioluminiscencia ECL (Super señal West Pico, Thermo 

Scientific) y se observó con un analizador de imágenes de LAS-1000 (Fuji-Film). 

CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

Las concentraciones de proteína de las muestras se determinaron como se ha descrito 

por Bradford (1976) utilizando un kit comercial de ensayo de proteínas (Bio-Rad 

Laboratories). Se utilizó albúmina de suero bovino (BSA) como estándar para realizar 

la curva de calibración. Se midió la absorbancia a 578 nm en microplacas. Las 

muestras fueron analizadas por triplicado.  

AJUSTES MICROSCÓPICOS 

Las imágenes para el análisis histológico y el ensayo TUNEL fueron obtenidas por 

microscopía óptica y de epifluorescencia con un microscopio 2 Axioskope (Carl Zeiss, 

Jena, Alemania). Los siguientes filtros se utilizaron para examinar las muestras 

fluorescentes: filtro de DAPI (excitación de 340-390 nm, la emisión de 420-470 nm) y 

el filtro de rodamina (excitación de 540 a 552 nm, emisión 575 a 640 nm). En la 

inmunofluorescencia fueron utilizados los filtros para Alexa: excitación 450-490 nm y 

emisión 515-565 nm. Finalmente, las imágenes fueron capturadas con una cámara 

EOS D 1000 Cannon (Tokio, Japón) y se analizaron utilizando el paquete de software 

AxioVision 4.8.2 (Carl Zeiss, Jena, Alemania). 

Las dos imágenes de la figura 1.5 B y  2.5 A se adquirieron mediante el microscopio 

confocal Olympus FV300 utilizando el software FluoView 3,3 (Olympus, Tokio, Japón) 
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y con  contraste diferencial de interferencia (DIC). Se utilizó el laser para rodamina y 

los filtros de 543 y 585-615 nm de excitación y emisión, respectivamente. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

Las pruebas estadísticas se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism versión 

6.00 para Windows, (GraphPad Software, La Jolla California EE.UU., 

www.graphpad.com). En el estudio de la actividad tipo caspasas, los datos fueron 

analizados por análisis de varianza (ANOVA uno o dos factores), seguido de los post 

tests de Dunnett o la prueba de Tukey para comparaciones múltiples entre las 

actividades proteolíticas. En todos los gráficos, los resultados representan el valor 

medio de 3 experimentos independientes ± SEM. El valor significativo se definió como 

p ***, 0,0001, ** p, 0,001, * p, 0,01. 
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RESUMEN 

En la semilla madura de quinoa, el  perisperma se compone de células uniformes, 

muertas, de paredes delgadas y lumen completamente lleno de granos de almidón. El 

objetivo de este capítulo de la tesis fue estudiar el desarrollo del perisperma de quinoa 

y describir el programa de muerte celular que afecta a todo el tejido. 

Con este objetivo, se evaluaron una serie de parámetros normalmente medidos 

durante la muerte celular programada (MCP), tales como los cambios en la morfología 

de núcleos y citoplasma, la endo-reduplicación, la fragmentación del ADN, y la 

participación de nucleasas y proteasas tipo caspasas en el desmantelamiento del 

núcleo. Los nuevos hallazgos sobre el desarrollo del perisperma proporcionan un 

punto de partida para nuevas investigaciones sobre la filogenia dentro de la familia 

Amaranthaceae, en la cual coexisten géneros cuyas semillas tienen perisperma, como 

la quinoa, con géneros cuyas semillas carecen de perisperma como Salsola o Suaeda. 

Asimismo se discutieron, siempre y cuando fue posible y apropiado las diferencias 

entre el perisperma de quinoa y el endosperma de cereales – tejidos genéticamente 

diferentes, aunque morfológica- y funcionalmente similares. 
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 ABSTRACT 

At seed maturity, quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) perisperm consists of uniform, 

non-living, thin-walled cells full of starch grains. The objective of this chapter was to 

study quinoa perisperm development and describe the program of cell death that 

affects the entire tissue. A number of parameters typically measured during 

programmed cell death (PCD), such as morphological cellular changes in nuclei and 

cytoplasm, endoreduplication, DNA fragmentation, and the participation of nucleases 

and caspases-like proteases in nucleus dismantling were evaluated.  The novel 

findings regarding perisperm development provide a starting point for further research 

in the Amaranthaceae genera, such as comparing seeds with and without perisperm, 

and specifying phylogeny and evolution within this taxon. Wherever possible and 

appropriate, differences between quinoa perisperm and grass starchy endosperm --a 

morphologically and functionally similar, although genetically different tissue— were 

highlighted and discussed. 

 

 

KEYWORDS  

Amaranthaceae; basal body; caspase-like protease; DNA fragmentation; 

endoreduplication; nucleases; quinoa; perisperm; programmed cell death (PCD); 

TUNEL. 
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INTRODUCCIÓN 

La nucela es la primera estructura en formarse cuando se inicia un óvulo, y, en la 

mayoría de las especies, alcanza su máximo grado de desarrollo durante la antesis 

(Werker, 1997). La nucela proporciona la célula inicial  o megasporocito, célula que por 

meiosis produce las cuatro megásporas, una de los cuales origina por mitosis el saco 

embrionario o megagametófito (Webb & Gunning, 1990; Mansfield et al., 1991). En la 

mayoría de las angiospermas la nucela se consume parcial o completamente durante 

el desarrollo del megagametófito pero en algunos géneros de Zingiberales 

(Monocotiledóneas) y Caryophyllales (Dicotiledóneas), la nucela persiste después de 

la fertilización, convirtiéndose en el principal tejido nutritivo de la semilla, es decir, el 

perisperma. En Caryophyllales, se ha reportado la presencia de perisperma en 

géneros de Amaranthaceae, Saururaceae, Caryophyllaceae, Aizoaceae, 

Nyctaginaceae, Phytolaccaceae y Portulacaceae (Werker, 1997). 

En Amaranthaceae, el saco embrionario adquiere una forma de herradura durante el 

desarrollo, absorbiendo parte de la nucela (Pal et al., 1990). De acuerdo con 

Boesewinkel y Bouman (1984), el óvulo es anfítropo porque la mayor parte del tejido 

nucelar permanece intacto durante el desarrollo de la semilla, formando un cuerpo 

basal (cf. Bouman, 1984) o perisperma. Durante el desarrollo, el perisperma acumula 

reservas (Joshi & Kajale, 1937; Coimbra & Salerna, 1994; Prego et al., 1998). 

La familia Amaranthaceae (APG III, 2009) ha sido dividida en cinco subfamilias, 

Amaranthoideae, Gomphrenoideae, Chenopodioideae, Salicornioideae y Salsoloideae. 

Por otra parte, Meyer (1829) considerando las características de las semillas, distingue 

en la familia dos grandes grupos de especies: un primer grupo con semillas que 

carecen de perisperma y contienen embriones enrollados en espiral, grupo al que 

denomina Spirolobeae, y un segundo grupo con semillas con perisperma y en la que 

los embriones son periféricos, al que denomina Cyclolobeae. Aunque la posición 

taxonómica exacta de Spirolobeae y Cyclolobeae difiere según los autores, 

Spirolobeae es prácticamente equivalente a Salsoloideae (Salsoloideae + Suaeoidea) 

mientras Cyclolobeae abarca Amaranthoideae, Chenopodioideae y Gomphrenoideae 

(sensu APG III, 2009). Hasta la fecha, el destino de la nucela en Spirolobeae sigue 

siendo desconocido, un tema digno de estudio, ya que ayudaría a explicar la relación 

filogenética entre Cyclolobeae y Spirolobeae. 

Tanto en las semillas de Chenopodium quinoa (Prego et al., 1998) como en la de 

Amaranthus hypocondriacus (Coimbra & Salerna, 1994), el almacenamiento de 

reservas está compartimentado: proteínas, nutrientes minerales y lípidos de reservas 

se encuentran principalmente en el reducido endosperma micropilar y en el embrión, 
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mientras que las reservas de hidratos de carbono se encuentran en el perisperma. El 

perisperma es un tejido constituido por células muertas, uniformes, de  gran tamaño, 

con paredes delgadas, llenas de granos de almidón. Curiosamente, el perisperma se 

asemeja, morfológica- y funcionalmente, al endosperma de cereales  que también es 

un tejido muerto en la madurez, constituido por células que reservan principalmente 

almidón. Teniendo en cuenta las similitudes entre ambos tejidos, es tentador especular 

sobre los mecanismos paralelos que han sucedido durante la evolución de los diversos 

grupos de angiospermas.  

Las preguntas que aquí cabe plantearse son: si el desarrollo en estos tejidos, es 

comparable y si los eventos propios de la MCP  están involucrados en el desarrollo del 

perisperma de quinoa, como lo están en el endosperma de cereales. Para responder a 

estas preguntas, aquí se evaluaron los parámetros tanto morfológicos como 

bioquímicos  normalmente medidos durante la MCP y se compararon con los mismos 

parámetros estudiados previamente en endosperma de cereales, tales como los 

cambios morfológicos en núcleos y citoplasma, endo-reduplicación, fragmentación del 

ADN, y participación de las proteasas de tipo caspasas y de nucleasas en el 

desmantelamiento del núcleo (Kowles et al.,1990; Chang & Gallie, 1997; Young et al., 

1997; Young & Gallie, 1999; 2000; Gunawardena et al., 2001; Giuliani et al., 2002; 

Borén et al., 2006; Ho, 2006; Spanò et al., 2007; Radchuk et al., 2011; Domínguez & 

Cejudo, 1999, 2006; Domínguez et al. 2012; Sabelli & Larkins, 2012, entre otros). 
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RESULTADOS 

DESARROLLO DEL PERISPERMA 

El perisperma de quinoa deriva de la nucela del óvulo; por lo tanto, comienza a 

desarrollarse tan pronto como el óvulo mismo se inicia. Luego de la 

megasporogénesis, el saco embrionario en crecimiento consume poco a poco una 

banda muy delgada y estrecha de células nucelares próximas a la periferia del óvulo 

(Fig. 1.1 A). La nucela restante persiste durante el desarrollo embrionario (Fig. 1.1 B-

E), formando un cuerpo basal o perisperma, el cual constituirá  el tejido principal de 

almacenamiento de la semilla.  

 
Figura. 1.1. Óvulos en antesis (A) y semillas en cuatro etapas de desarrollo diferentes (B-
E). A. Estado 1 (0 DPA); B. Estado 3 (17 DPA aprox.); C. Estado 4 (25 DPA aprox.); D. Estado 
5 (32 DPA aprox.); E. Estado 7 (58-60 DPA).  Cada  figura es el resultado representativo de la 
observación de por lo menos 20 cortes de semillas de quinoa en ese estado. Abreviaturas: ax, 
eje hipocótilo-radícula; c, cotiledones; em, endosperma  micropilar; p, pericarpio; pe, 
perisperma; sam, meristema apical del brote; se, saco embrionario; te, tegumento externo; ti, 
tegumento interno. En A, la flecha indica el saco embrionario. Escalas: 50 µm (A);  200 µm (B-E 
y  inserto de A). 
 

Durante el desarrollo, el perisperma aumenta su tamaño alrededor de cinco veces 

respecto al tamaño de la nucela en el momento de la antesis (Fig. 1.1 E). 
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En el desarrollo del perisperma se distinguen tres fases principales: la primera de 

ellas, (1) la fase mitótica, abarca desde el inicio de la formación del óvulo, hasta el 

momento de la antesis; al final de esta fase el tejido define su forma y alcanza el 

número final de células; la segunda fase comprende (2) la diferenciación celular, que 

puede ser desglosada en los procesos más o menos simultáneos de: expansión 

celular, endoreduplicación, acumulación de reservas de almidón y MCP (Fig. 1.1 B; 1.1 

A-D); y por último la tercera fase (3), la de maduración (Fig. 1.1 E), que engloba el 

cierre de los procesos biosintéticos, la inducción a la  desecación y la quiescencia. 

Para el estudio de las tres fases, se seleccionaron siete estados (Fig. MyM.1). 

La endo-reduplicación se lleva a cabo entre los estados 3 a 6. En este período, se 

observan cambios en la  forma del núcleo. En la figura 1.2 inicialmente se muestra un 

núcleo circular que luego en el desarrollo se transforma en lobulado creciendo 

considerablemente en tamaño. La cromatina se encuentra parcialmente condensada 

en los lóbulos del núcleo, pero aparece dispersa en el centro, y el nucleoplasma se 

vuelve más translúcido, aunque los nucléolos conservan su forma original (Fig. 1.2 A-

C). El contenido de ADN alcanza su pico máximo de 8C, aunque se detectaron otros 

picos menores de 16 y 32C (Fig. 1.3). La progresión de los cambios nucleares incluyó 

primero, la completa dispersión de la cromatina (Fig. 1.2 C), lo cual fue seguido por la 

desaparición de la membrana nuclear y el nucléolo (Fig. 1.2 D). 

Durante la diferenciación celular, las células se expanden formando una gran vacuola 

central, creciendo drásticamente hasta llegar a alcanzar alrededor de 4 a 5 veces el 

tamaño que tenían en la antesis (Fig. 1.2 E-H). Las células alcanzan su tamaño final 

alrededor de los 35 a 40 DPA, es decir entre los estados 5 y 6 respectivamente. La 

expansión celular es seguida por la acumulación de almidón que continúa hasta llenar 

completamente el lumen celular (Figs. 1.2 G, H; Fig 3.2 y Fig 3.3). La deposición de 

almidón continúa y se reduce la vacuola central hasta su desaparición (Figs. 1.2 G, H). 

El periodo de llenado de grano continúa hasta la muerte completa de las células del 

perisperma  (Fig.1.1 E y Fig. 3.3). En este punto, los lúmenes celulares se encuentran 

completamente llenos de granos de almidón. La MCP del perisperma marca el final de 

su desarrollo. 
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Figura. 1.2. Perisperma de quinoa analizado mediante microscopía electrónica de 
transmisión (A-D) y mediante microscopía óptica (E-H). A-D: Cambios en la forma, tamaño 
y estado de la cromatina de los núcleos durante el desarrollo del grano: A. Estado 1; B. Estado 
3; C. Estado 5; D. Estado 6; E-H. Secciones del perisperma correspondiente  a las estados 1, 
3, 5 y 6, respectivamente. Los cambios progresivos en las características de los núcleos 
(desaparición del nucléolo, dispersión de la cromatina), de las vacuolas (reducción), y el 
aumento en la acumulación del almidón, que continuó hasta llenar completamente el lumen 
celular, ocupando el espacio de la vacuola, pueden ser observados. Cada figura es el resultado 
representativo de la observación de por lo menos 20 cortes de semilla de quinoa en cada 
estado. Abreviaturas: g, aparato de Golgi; m, mitocondria; n, núcleo; nu, nucléolo; p, pared 
celular; s, granos de almidón compuestos; v, vacuola. La punta de flecha indica la membrana 
nuclear. Escalas: 0,5 µm (A-B); 2,5 µm (C-D); 30 µm (E-H)  
 

Como se detecta mediante la tinción con azul de Evans (Fig. 1.4), la muerte celular se 

inicia, en las células nucelares próximas a la región chalazal y continúa con las células 

nucelares periféricas (estados 2-3, Fig. 1.4). Durante los siguientes estados de 

desarrollo, la muerte celular se produce estocásticamente a lo largo de todo el 

perisperma. La tinción azul del tejido (es decir, cuando las células ya no son capaces 

de excluir el colorante, lo que indica su muerte) comienza en el estado 4 y se extiende 

hasta el estado 7. 
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Figura. 1.3.  Medición de la 
ploidía nuclear mediante 
citometría  de flujo en el 
estado 6 del desarrollo de 
la semilla de quinoa. Los 
histogramas muestran el 
nivel C de ADN en: A. 
semillas completas; B. 
embriones; y C. perisperma. 
Los ejes x corresponden al 
logaritmo de la intensidad de 
fluorescencia y los ejes y , a 
la frecuencia relativa de una 
intensidad dada. El valor C 
indica el número de copias 
del genoma. Los 
histogramas revelan  
endopoliploidia en el 
perisperma, pero no en los 
tejidos embrionarios. El nivel 
de 2C corresponde al estado 
diploide del genoma y los 
picos 4C podrían indicar la 
capacidad de las células 
para entrar en la mitosis 
(fase G2 del ciclo mitótico). 
Sin embargo, como arriba se 
menciona, las divisiones 
celulares en el perisperma 
cesan en la antesis, por lo 
que es posible afirmar que 
los picos de 4C y 8C indican 
endo-reduplicación. En el 
embrión, las divisiones 
célulares cesan poco antes 
del estado 6. 
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Figura.1.4. La tinción con azul de Evans en los semillas de quinoa reveló la MCP en las 
células de la chalaza y de la nucela (estados 2-3) y del perisperma (estados 4-7). 
Abreviaturas: ax, eje hipocotilo-radicular; c, cotiledones; em, endosperma micropilar; pe, 
perisperma; ram, meristema apical de la raíz; sam, meristema apical del brote. Escala: 1 mm 
 

AISLAMIENTO DE ADN Y ELECTROFORESIS 

La fragmentación del ADN es una característica típica de los programas de muerte 

celular en muchos sistemas. En este estudio, el ADN total fue aislado y luego 

analizado por electroforesis en gel de agarosa (Figura 1.5 A). Los resultados 

mostraron: (i) una degradación del ADN en todas las etapas analizadas, excepto en el 

estado 7, y (ii) en el estado 3, la degradación fue menor en comparación con las 

etapas siguientes (estados 4-6).  

Este patrón indica que la degradación del ADN está presente en casi todo el desarrollo 

de la semilla, desde el momento que sigue a la fertilización.  

LA DETECCIÓN IN SITU DE LA FRAGMENTACIÓN DEL ADN POR 

TUNEL 

Durante el desarrollo de la semilla, la muerte celular se produce en parte de la nucela, 

en el perisperma, en los tegumentos seminales, en parte del endosperma, en el 

suspensor del embrión. En todos estos tejidos, diferentes programas de muerte celular 

se llevan a cabo, en cada caso de acuerdo a un patrón temporal específico y 

controlado. La degradación nuclear se detectó in situ mediante el ensayo TUNEL. La 

figura 1.5 B muestra imágenes representativas del ensayo TUNEL en el estado 2, 

donde comenzaron los primeros eventos detectables de la fragmentación del ADN. En 

esta etapa, sólo los núcleos de las células de los tegumentos y unos pocos de la 

región chalazal resultaron TUNEL-positivos, mientras que en el resto de los tejidos de 

la semilla, los núcleos fueron TUNEL-negativos. En el estado 3, sólo los núcleos 

TUNEL-positivos fueron visibles en tegumentos y chalaza. 
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Figura.1.5. A. Fragmentación del ADN durante el desarrollo en la semilla; el ADN fue 
aislado de las semillas en desarrollo cosechados en los estados 3 a 7. B-D. Los núcleos con 
ADN fragmentado en semillas de quinoa pueden ser detectados  por su fluorescencia de color 
rojo: B. núcleos TUNEL-positivos en las células de los tegumentos (estado 2) utilizando 
microscopía DIC y epifluorescencia. Insertos: panel de la izquierda, solo fluorescencia; panel 
de la derecha, control negativo; C-D. Núcleos TUNEL positivos se detectaron en algunas 
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células del perisperma en los Estados 4 (C) y 6 (D). Por otra parte, núcleos del endosperma 
presentaron señal TUNEL-positiva. Cada figura es el resultado representativo de la 
observación de por lo menos 15 cortes de semillas de quinoa en cada estado. Abreviaturas: ch, 
calaza;  cs, cubierta seminal; em, endosperma micropilar; te, tegumento externo; ti, tegumento 
interno;  pe, perisperma. Escalas: 100 µm; 200 µm (B); detalle: 40 µm. 
 

En las etapas posteriores de desarrollo (estados 4 a 6), la marca TUNEL se pudo 

observar en algunos núcleos correspondientes al endosperma micropilar y en los 

núcleos del perisperma (Figura 1.5 C y D). Del mismo modo los núcleos de los 

tegumentos y de la región chalazal presentaron una señal débil. Se realizaron todos 

los controles para cada estado. La marca del ensayo TUNEL estuvo ausente cuando 

se omitió la enzima TdT (Fig. 1.5 B, inserción, panel derecho). Como control positivo, 

se pre-trató el material con ADNasa; el resultado fue que todos los núcleos de los 

diferentes tejidos resultaron TUNEL-positivos.  

DETECCIÓN DE ACTIVIDADES DE NUCLEASAS DURANTE EL 

DESARROLLO DE LA SEMILLA 

Para identificar las actividades de las desoxirribonucleasas expresadas en el 

perisperma durante el desarrollo se utilizó la técnica de ADN-SDS-PAGE. La actividad 

de estas enzimas se asocia con la fragmentación del ADN nuclear y varias clases han 

sido identificadas de acuerdo al cofactor metal y al pH requerido para su activación 

Como se muestra en la figura.1.6, diferentes patrones de nucleasas dependientes de 

Ca2+ / Mg2+ o Zn2+ resultaron específicos para los diferentes estados. La  actividad 

ADNasa  en presencia de Ca2+ y Mg2+ a pH 8,0 reveló cuatro bandas con masas de 74, 

36, 27 y 26 kDa. En el estado 6, cuando la dispersión de la cromatina fue seguida por 

la desaparición de la membrana nuclear y el nucléolo (Fig. 1.2) la actividad de n74 y 

n36 fueron opuestas: mientras que n74 disminuyó su actividad alrededor de 15 veces, 

desapareciendo en la etapa 7; en el estado 6, n36 duplicó su actividad respecto al 

estado 3. Las actividades de n27 y n26 fueron ligeramente superiores hacia los 

estados  5 y 6 (Fig.1.6). Por otra parte, se identificaron cinco nucleasas específicas 

dependientes de Zn2+ que digieren dsADN (n74, n36, n25, n22 y n10). En las primeras 

etapas de desarrollo de la semilla de quinoa, las  nucleasas n10 y n74 fueron 

claramente activas, mientras que n25 y n22 aumentaron su actividad durante los 

estados 5 y 6. Finalmente, cabe señalar que las nucleasas n74 y la n36 fueron 

activadas tanto por Ca2+ como por Zn2+. 
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Figura.1.6. Identificación de las nucleasas presentes en el perisperma  de quinoa a lo 
largo del proceso de muerte celular programada. Proteínas totales (50 µg) fueron extraídas 
en diferentes estados (3 a 7) de desarrollo de la semilla de quinoa y se analizaron mediante el 
ensayo en gel de nucleasa en el pH indicado. Nucleasas activas en presencia de Mg2 + y Ca2 + 
(panel de la izquierda), y de Zn2 + (panel derecho). El ADN de doble cadena se utilizó como 
sustrato. 

LA DETECCIÓN DE LA ACTIVIDAD PROTEASAS TIPO CASPASAS (CLP) 

DURANTE EL DESARROLLO DE LA SEMILLA 

El ensayo de actividad  caspasa permitió una cuantificación rápida de la actividad 

enzimática. Se utilizó un substrato no fluorescente para la enzima, que libera un 

producto fluorescente si se encuentra activa. Ac-XXX-AMC es un sustrato sintético, 

tetrapéptido fluorogénico el cual contiene la secuencia de aminoácidos del lugar de 

escisión particular a cada caspasa. Cuando la caspasa corta el tetrapéptido se libera el 

fluoróforo AMC pudiéndose cuantificar con un fluorómetro. Mediante este ensayo se 

analizó durante el desarrollo del perisperma la actividad enzimática de tres proteasas 

tipo caspasa (1, 6 y 9). Como ilustra la figura 1.8 A, la actividad proteolítica de la 

caspasa 6 (sustrato Ac-VEID) fue significativamente diferente de las actividades 

proteolíticas de la caspasa 1 y la caspasa 9 en los estados 4 y 5 (***, P <0,0001). Las 

actividades de YVADasa (caspasa 1) y LEHDasa (caspasa 9) no se  modificaron 

cuando los respectivos inhibidores se añadieron  sugiriendo que no existió un corte 

específico relacionado con la actividad  proteasa tipo caspasa. No se detectó  ninguna 

actividad proteasa tipo caspasa en los estados  3 o 6 (datos no mostrados). 

La mayor actividad proteolítica tipo caspasa-6 se detectó en el estado 4, es decir, al 

comienzo de la deposición de almidón, cuando la vacuola ocupa casi todo el lumen de 

la célula y los primeros eventos detectables de fragmentación nuclear fueron evidentes 

(Fig. 6 A). Para caracterizar aún más la presencia de la actividad VEIDasa, los 

extractos de células en este estado fueron expuestos a inhibidores de diferentes 
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proteasas; sólo Ac-VEID-CHO, inhibidor de la caspasa 6, redujo significativamente la 

actividad VEIDasa en un porcentaje de 89% (***, P <0,0001 ). El análisis estadístico 

(Fig. 1.8 B) mostró que la actividad VEID fue también inhibida en un 50% y un 30% (**, 

P <0,001) por Ac-LEHD-CHO (inhibidor de caspasa 9) y por Ac-YVAD-CHO (inhibidor 

de caspasa 1), respectivamente. Los diferentes inhibidores de proteasas, E-64, 

lactacistina, pepstatina, inhibidor de la calpaína I y PMSF, no difirieron 

significativamente del valor obtenido en el control (actividad VEIDasa en ausencia de 

inhibidor). Estos resultados  sugieren que la reducción en la escisión del sustrato Ac-

VEID fue debido a una verdadera actividad proteolítica tipo caspasa presente durante 

el desarrollo de la semilla de quinoa. 

 

Figura.1.7. La actividad 
proteolítica de proteasas tipo 
caspasas (CLP) durante el 
desarrollo del perisperma de 
quinoa. A. El histograma 
representa  la escisión in vitro de 
sustratos peptídicos específicos 
para diferentes caspasas de 
mamíferos por extractos de 
células procedentes de semillas 
en los estados 4 y 5. El gráfico 
representa error estándar de la 
media  (SEM) de escisión del 
péptido, relativos a la actividad 
más alta VEID-AMC (%). El 
ensayo se realizó en condiciones 
estándar (ver Materiales y 
Métodos).  
B. Efectos de los diferentes 
inhibidores de proteasas en el 
perisperma de quinoa respecto de 
la actividad VEIDasa como 
proteasa in vitro. Los extractos 
celulares se incubaron durante 20 
min con una gama de inhibidores 
de proteasas en presencia del 
sustrato VEID-AMC y su 
capacidad para inhibir la actividad 
de VEIDase fue probado en el 
estado 4. Los datos son 
expresados como un porcentaje 
de la actividad media relativa de 
VEIDasa con el control (sin 
inhibidor; SEM, n = 3). 
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DISCUSIÓN 

La quinoa pertenece al grupo de Cyclolobeae descripto por Meyer (1829). Hasta la 

fecha, no hay información disponible sobre el destino de la nucela en Spirolobeae, un 

tema digno de estudio, ya que ayudaría a explicar la relación filogenética entre 

Cyclolobeae y Spirolobeae. Esto no es un objetivo a corto plazo, pero cuando se 

alcance, mejorará nuestra comprensión sobre la filogenia de la familia Amaranthaceae, 

así como sobre la evolución de la muerte celular programada de la nucela en la 

creación de nuevas formas de semillas. 

En este capítulo se comparan el desarrollo del perisperma de quinoa con el del 

endosperma amiláceo de cereales, dos tejidos análogos, esto es diferentes en 

orígenes pero similares en cuanto a las características generales y la función. En 

ambos tejidos, la muerte y el desmantelamiento celular están temporalmente 

separados, una separación que puede tomar años dependiendo del momento en que 

germinen las semillas (Young et al., 1997; Young & Gallie, 1999; 2000). En ambos 

casos, la muerte celular no se debe a un proceso completo de autofagia ya que la 

célula se mantiene hasta el momento de la germinación, cuando las reservas de 

almidón se movilizan y el tejido muerto es finalmente desmantelado. 

Este tipo de muerte celular no parece ser la autofagia en el sentido estricto del término 

(van Doorn & Woltering, 2005). En una clasificación más reciente, van Doorn et al. 

(2011) reconocen dos clases principales de muerte celular que se producen en los 

tejidos de las plantas: (i) la muerte celular vacuolar y (ii) la necrosis. Sin embargo, la 

MCP del endosperma  amiláceo de cereales, como la del perisperma de quinoa no 

acuerda en sentido estricto con alguna de las dos categorías mencionadas.  

Durante el desarrollo de la semilla de quinoa, diferentes tejidos experimentan 

diferentes tipos de muerte celular: (i) un tipo de muerte celular es el que se produce 

antes de la antesis, en las células de la nucela por el crecimiento del saco embrionario; 

y después de la antesis en células del endosperma por el crecimiento del embrión. En 

ambos casos, las células colapsan inmediatamente después de la muerte. Este tipo de 

muerte ha sido reportada en el tejido nucelar de algodón (Jensen, 1975), cebada 

(Norstog, 1974; Chen & Foolad, 1997), Oenothera biennis (Halac, 1980), y Ricinus 

communis (Greenwood et al., 2005) y la muerte se asocia con actividades proteolíticas 

y nucleolíticas (Domínguez & Cejudo, 1998; 2006; Domínguez et al., 2001). En todos 

estos casos, la muerte celular elimina células que no serán necesarias más tarde, 

durante la germinación. (ii) Otro tipo de muerte celular detectada durante el desarrollo 

de las semillas de quinoa es la que se produce en el endosperma micropilar durante la 

germinación, tipo de muerte celular que también es característico de la capa de 
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aleurona del endosperma amiláceo de cereales, y, en general, de endospermas que 

almacenan lípidos y proteínas. En este tipo, las células sobreviven hasta la 

germinación, sus contenidos se movilizan y mueren por autofagia, es decir, dirigen su 

propio deterioro secretando hidrolasas que se liberan desde las vacuolas de la misma 

célula (Greenwood et al., 2005; DeBono & Greenwood, 2006). (iii) Un tercer tipo de 

muerte celular, es el observado en el tegumento de quinoa, específicamente en las 

capas celulares que persisten en la semilla madura; este tipo de muerte coincide con 

el tipo anterior en el hecho que la muerte y desmantelamiento celular están 

temporalmente divorciados y el desmantelamiento se produce durante la germinación. 

Como se mencionó anteriormente, la muerte celular se produce durante la formación 

de la semilla y no se debe a un proceso completo de autofagia ya que las células se 

mantienen intactas hasta la germinación, momento en el cual las reservas de almidón 

se movilizan y el tejido muerto es finalmente desmantelado. 

Durante el desarrollo, las células del perisperma de quinoa se expanden formando una 

gran vacuola central, la cual crece hasta alcanzar, al menos, 5 veces su tamaño desde 

la antesis (Fig. 1.1 y 1.2). La endopoliploidia  generalmente se considera la forma más 

común de aumentar el contenido de ADN nuclear en las plantas (D'Amato, 1984). Por 

otra parte, se ha establecido una clara relación entre la ocurrencia de endopoliploidía y 

el aumento de tamaño de la célula (Melaragno, 1993). En semillas de quinoa, 

paralelamente al crecimiento celular del perisperma debido a la expansión celular, se 

inicia en los núcleos un proceso de endo-reduplicación que va acompañado de un 

cambio tanto en el tamaño como también en la forma. Los núcleos pasan de una 

forma  circular a una forma  lobulada y aumentan considerablemente su tamaño (Fig. 

1.2 y Fig 1.3). Al igual que en el endosperma amiláceo de los cereales, la endo-

reduplicación está fuertemente asociada al aumento de tamaño de las células, y al 

aumento de la actividad metabólica asociada a la síntesis de almidón. De hecho, 

también se han detectado altos niveles de ploidía en el endosperma de maíz (Kowles 

et al., 1990). El mismo proceso se reporta en los tejidos de los cotiledones de haba 

que también almacenan almidón (Bino et al., 1993). 

En el perisperma de quinoa como en el endosperma de cereales, concomitantemente 

a la acumulación de reservas las células llevan a cabo un proceso de muerte celular 

programada. En el perisperma de quinoa, la MCP continúa hasta la desaparición del 

citoplasma, del núcleo y de la vacuola dejando todos los lúmenes celulares 

completamente llenos de almidón.  

La ocurrencia de la MCP en el perisperma de quinoa no sigue un patrón determinado 

como sucede en maíz donde comienzan a observarse signos de MCP desde el centro 

del endosperma hacia el ápice del grano y luego un segundo oleaje hacia la base 
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(Young et al., 1997), sino que, la progresión de la MCP durante el desarrollo resultó 

ser un proceso aleatorio (Fig.1.4) al igual que lo reportado para el endosperma de trigo 

(Young & Gallie, 1999; 2000). De acuerdo con Rogers (2005), una disminución 

significativa en el contenido de ADN y la fragmentación internucleosomal del mismo se 

producen a menudo durante la progresión de la MCP. El análisis del ADN genómico 

por electroforesis revela una única banda en el momento de la antesis, y de varias 

bandas que definen la llamada escalera (ladder) durante el desarrollo de la semilla de 

maíz (Young et al., 1997; Young & Gallie, 2000) y de trigo (Young & Gallie, 1999). En 

quinoa, no se observó una clara fragmentación del ADN internucleosomal, sino más 

bien la degradación del ADN, la cual aumentó durante todo el desarrollo (Fig. 1.5 A). 

Es posible inferir que la falta de formación de una clara escalera de ADN sea el 

resultado de analizar tejidos heterogéneos es decir, embrión, endosperma, perisperma 

y tegumentos, con las características de: (i) el tejido del embrión no está sometido al 

proceso de MCP y (ii) parte del endosperma, el perisperma y los tegumentos tienen 

diferencias temporales en la progresión de la  MCP. 

En general, la ocurrencia de un programa de muerte celular se prueba con la 

integración de los resultados que se obtienen del análisis de los cambios estructurales 

que ocurren en las células con los resultados del ensayo TUNEL (Zakeri et al., 1995). 

En este estudio, se utilizaron ambos análisis para validar e interpretar los datos 

obtenidos y, finalmente, concluir que la muerte celular en el perisperma de quinoa se 

produce por medio de un programa que muestra las características típicas de lo 

conocido como MCP (Fig. 1.5 B-D). 

Domínguez et al. (2012) señalan que en tejidos vegetales, las proteasas y nucleasas, 

de las cuales poco se sabe hasta la fecha, están directamente involucradas en la 

ejecución del desmantelamiento del núcleo, lo cual incluye la condensación de la 

cromatina, la fragmentación del ADN internucleosomal y la desorganización de la 

membrana nuclear.  

Las nucleasas presentes en las  plantas se clasifican generalmente de acuerdo con: (i) 

los cofactores, en este caso iones metálicos, y es en este sentido que las nucleasas se 

clasifican como Zn2+ dependiente ó Ca2+ dependiente; entre las nucleasas Ca2+ 

dependientes, algunas también pueden ser activadas por Mg2+  (Domínguez & Cejudo, 

2006), Mn2 +  (He & Kermode, 2003) ó Co2+ (Langston et al., 2005). (ii) El pH óptimo 

requerido para su activación. De acuerdo con Lesniewics et al. (2010), prácticamente 

no hay información acerca de los procesos de degradación del ADN en órganos de 

almacenamiento. Hasta la fecha, los estudios realizados en el grano de maíz indican 

que las actividades de las endonucleasas Ca2+ dependientes están elevadas durante 

las primeras etapas del desarrollo del endosperma, y por ende se las asocia con la 
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fragmentación del ADN internucleosomal. Young et al. (1997) estudian los cambios en 

la actividad de endonucleasas con masas de 33, 35, 36, y 38.5 kDa, en el endosperma 

de maíz, y compara los perfiles de nucleasas presentes en el grano de maíz tipo 

salvaje y de la mutante shrunken2 (shr2), en la que se acelera la fragmentación 

internucleosomal. Se puede inferir que las tres nucleasas pertenecen a la clase 

dependiente de Ca2+ ya que se encuentran activas en su presencia y a pH 6.8 y no así 

por debajo de pH 5.0. En este estudio, se detectaron siete desoxirribonucleasas con 

diferente movilidad electroforética. Estas enzimas representan varias clases basadas 

en el rango de pH y la dependencia de iones. De hecho, se identificó la presencia de 

tres nucleasas dependientes de Zn2 +, dos de Ca2+/Mg2+ y las otras dos nucleasas cuya 

actividad pareció ser independiente de cualquier catión divalente presente (Fig. 1.6). 

Las proteasas gobiernan varios procesos importantes en niveles de célula y tejido 

durante el crecimiento y desarrollo de un organismo y durante la iniciación y ejecución 

de su muerte. En lo que respecta a las caspasas, sus homólogos no han sido  

encontrados en las plantas, pero la secuenciación del genoma de Arabidopsis ha 

puesto de manifiesto la presencia de varios genes de metacaspasas (Uren et al., 

2000) y las verdaderas actividades tipo caspasa han sido informadas durante los 

procesos de la MCP (Rotari et al., 2005, y la bibliografía incluida en el mismo). Las 

actividades proteolíticas de las caspasas 1, 6, y/o 9 han sido correlacionadas tanto con 

la MCP producida durante el desarrollo como con la MCP inducida químicamente en la 

planta. Estas actividades  pueden ser suprimidas o retrasadas mediante el uso de 

inhibidores de caspasas (Woltering et al., 2002; Sanmartín et al., 2005). La VEIDasa, 

es la proteasa que escinde el sustrato Val-Glu-Ile-Asp; se asemeja a la actividad de la 

caspasa 6 de mamíferos, y ha sido detectada como la principal proteasa con actividad 

tipo caspasa presente durante la MCP en varios sistemas eucariotas  (Bozhkov et al., 

2004; Borén et al., 2006). Aquí, se detectó la actividad tipo VEIDasa durante el 

desarrollo del perisperma de quinoa.  Las actividades de la caspasa 1 y la caspasa 9 

no fueron inducidas de manera significativa, lo que sugirió que sólo la actividad 

VEIDasa está implicada en la ejecución del programa de muerte celular en el 

perisperma de quinoa (Fig.1.7). 

La actividad VEIDasa se correlaciona positivamente con la aparición de la MCP en el 

perisperma de quinoa (presente estudio) siendo similar a lo que ocurre en el 

endosperma amiláceo de cebada (Borén et al., 2006). Sin embargo, mientras que en el 

endosperma de cebada la actividad tipo VEIDasa presenta su máxima expresión 

aproximadamente una semana antes de la fragmentación del ADN nuclear y de la 

pérdida de integridad de la membrana plasmática (Borén et al., 2006), la actividad 

VEIDasa en el perisperma de quinoa está fuertemente inducida y casi reprimida por 
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sus inhibidores específicos a lo largo de casi toda la MCP y no sólo al principio del 

proceso (Fig. 1.7). De hecho, una mayor actividad VEIDasa se detectó en la etapa 4, 

es decir, al comienzo de la deposición de almidón, cuando la vacuola ocupa casi todo 

el lumen de la célula y los primeros eventos detectables de la fragmentación nuclear 

comienzan a ser evidentes. 
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RESUMEN 

En las semillas de quinoa, el endosperma que persiste en la madurez está reducido a 

un cono micropilar, el cual cubre la radícula. El cono está, constituido por un tejido de 

1-2 capas de espesor. El suspensor se encuentra incluido en el centro de ese cono. 

Durante la etapa final del desarrollo de la semilla, las células del cono micropilar 

acumulan proteínas, lípidos y minerales, mientras que el resto es consumido por el 

embrión en crecimiento. Por otra parte, tanto el suspensor como parte del endosperma 

(esto es, aquel endosperma destinado a ser consumido por el embrión durante el 

desarrollo), mueren progresivamente,  desde las capas más internas en contacto con 

el embrión, hacia las capas más externas en contacto con la nucela.  

Para probar la ocurrencia de MCP se estudiaron los cambios morfológicos en las 

células (en núcleos, citoplasma, vacuola y pared celular) y se realizó un ensayo 

TUNEL para determinar la fragmentación del ADN. 

Los ricinosomas son orgánulos derivados del retículo endoplásmico (RE), que 

contienen la enzima cisteína endopeptidasa (Cys-EP), en su pro-forma o en su forma 

madura. La enzima es identificada por primera vez en el endosperma de ricino 

(Ricinus communis L.) durante la germinación.  

En este capítulo de la tesis se prueba que los ricinosomas están asociados a la MCP 

de las células del suspensor y del endosperma predestinadas a morir durante el 

desarrollo de la semilla. Los ricinosomas no están presentes en el endosperma del 

cono micropilar.  

El estudio realizado consiste en la inmunodetección de la enzima por western blot y 

localización in situ en secciones de semillas en diferentes etapas de desarrollo, 

utilizando el antiCys-EP de-Ricinus communis como anticuerpo primario. A partir de 

este estudio fue posible concluir que la detección muy temprana de los ricinosomas en 

las células del suspensor y del endosperma prevé con anticipación la ocurrencia de la 

MCP en etapas tardías del desarrollo. 

PALABRAS CLAVE  

Amaranthaceae; Chenopodium quinoa Willd; cisteína-endopeptidasa (Cys-EP); Cys-

EP immunolocalizacion in situ; Cys-EP western blot, endosperma; endosperma 

micropilar, muerte celular programada; ricinosomas; suspensor; TUNEL 
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ABSTRACT 

In mature quinoa (Chenopodium quinoaWilld.) seeds, the 1-2 cell layers that constitute 

the lasting endosperm forms a micropylar cone covering the radicle. The suspensor 

cells lie within the centre of the cone. During the final stage of seed development, the 

cells of the lasting endosperm accumulate protein and lipids while the rest are crushed 

and disintegrated. Both the suspensor and endosperm die progressively, from the 

innermost layers, surrounding the embryo, and extending towards the nucellar tissue. 

To proved de occurrence of PCD we study morphological abnormalities in the cells (in 

nuclei, cytoplasm, vacuole, and cell wall) and a TUNEL assay was used to determine 

DNA fragmentation. 

 Ricinosomes are ER-derived organelles that accumulate both the pro-form and mature 

form of cysteine endopeptidase (Cys-EP), first identified in castor bean (Ricinus 

communis L.) endosperm during germination.  

In this chapter we sought to identify associations between the presence of ricinosomes 

and programmed cell death (PCD) hallmarks in suspensor and endosperm cells 

predestined to die during quinoa seed development. The ricinosomes are absent in the 

the lasting endosperm that forms a micropylar cone covering the radicle. To detect the 

presence of Cys-EP, both western blot and in situ immunolocalization assays were 

carried out using anti-Ricinus communis Cys-EP antibody. 

We conclude that in suspensor and endosperm cells, the early detection of Cys-EP in 

ricinosomes predicts the occurrence of PCD during late seed development. 

 

KEYWORDS  

Amaranthaceae; Chenopodium quinoa Willd.; cysteine endopeptidase (Cys-EP); Cys-

EP in situ immunolocalization; Cys-EP western blot; endosperm; micropylar 

endosperm; programmed cell death; ricinosomes; suspensor; TUNEL 
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INTRODUCCIÓN 

Durante la embriogénesis, el suspensor sostiene al embrión en crecimiento unido al 

ápice de la nucela, en una posición fija dentro de la semilla. En las plantas vasculares 

el suspensor proporciona una ruta para el transporte de nutrientes desde la nucela 

hacia el embrión (Yeung & Meinke, 1993; Bozhkov et al., 2005). El suspensor también 

participa en la embriogénesis definiendo en el embrión un eje apical-basal, mediante el 

establecimiento de un gradiente de auxina (Friml et al., 2003).  

Los suspensores se producen en una amplia variedad de formas y tamaños, y sus 

células están sujetas a MCP cuando el embrión propiamente dicho entra en la 

madurez, no contribuyendo a la siguiente generación de la planta (Schwartz et al., 

1997; Filonova et al., 2000a, b; Bozhkov et al., 2005).  

Las primeras divisiones celulares a partir del cigoto que dan origen al suspensor han 

sido estudiadas en cuatro especies de la familia Amaranthaceae (Chenopodium bono-

henricus L., Beta vulgaris L., Amaranthus reflexus L., y Amaranthus caudatus L.) y a 

partir de estos estudios la embriogénesis ha sido caracterizada como pertenecientes al 

tipo quenopodial.  Sin embargo, nada se sabe acerca de las siguientes etapas del 

desarrollo del suspensor como tampoco de su estructura, función o destino final.  

Por otra parte, teniendo en cuenta la presencia o no del endosperma se reconocen 

diferentes tipos de semillas en angiosperma: semillas endospermadas, semillas 

exendospermadas y semillas intermedias (Murray, 1988; Werker, 1997). En las 

semillas endospermadas el endosperma se forma durante el desarrollo y es retenido 

total o parcialmente  como tejido de reserva en las semillas maduras; en este caso el 

endosperma es el tejido de reserva principal pero también los tejidos del embrión 

pueden acumular reservas (como ejemplo de este tipo de semilla se puede mencionar 

las semillas del tomate y de ricino). En las semillas exendospermadas, el endosperma 

se forma pero es completamente consumido por el embrión en desarrollo; en este 

caso las sustancias de reserva se almacenan en los tejidos embrionarios 

exclusivamente (como ejemplos podemos mencionar las semillas del sauce y las 

semillas del poroto entre otras) .Una categoría intermedia, la constituye las semillas 

con un endosperma reducido, en las cuales, durante el desarrollo la mayor parte del 

endosperma es consumido por el embrión quedando algunas  pocas capas del 

endosperma, en algunos casos rodeando totalmente al embrión, en otros casos 

reducidos a un endosperma micropilar en forma de cono, que cubre solo la radícula. 

En este tipo de semillas existe un programa de desarrollo diferente para el 

endosperma que va a ser consumido por el embrión que crece y otro programa 

diferente para el endosperma que se convierte en un tejido reservante que va a ser 
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consumido por el embrión durante la germinación. El endosperma que persiste deriva 

siempre de la capa/s celulares  más externas, mientras que las células de las capas 

más internas colapsan  y se desintegran en diversos grados (como ejemplos de este 

tipo de semilla se puede mencionar las semillas del girasol, las semillas de 

Arabidopsis). Finalmente existe un cuarto tipo de semillas, que son las semillas que 

nunca forman un endosperma, es decir las divisiones celulares que originan el 

endosperma son inexistentes o terminan anticipadamente (como ejemplo podemos 

mencionar las semillas en la familia de las Orquídeas).  

En las semillas de Chenopodium quinoa (Prego et al., 1998), el endosperma que 

persiste está constituido por una a dos capas de células que rodean la radícula del 

embrión constituyendo un cono micropilar, por lo tanto pertenece al tercer tipo de los 

arriba mencionados. De acuerdo a Prego et al. (1998), las células que constituyen el 

endosperma micropilar de quinoa almacenan lípidos, proteínas, fitina y fitoferritina.  

En las especies con semillas que corresponden a los tipos primero y tercero de los 

arriba-mencionados (semillas endospermada e intermedias, respectivamente) las 

capas de células más internas, esto es las contiguas al embrión, tienen vida corta, y en 

la mayor parte de los casos estudiados, estas células nunca almacenan reservas. Por 

lo tanto, puede haber un espacio desprovisto de células u ocupado por células del 

endosperma colapsadas, que han sido degradadas y sus contenidos han sido 

absorbidos por el embrión. La presencia de una capa de células colapsada en el 

endosperma ha sido descripta en Amaranthaceae por Joshi y Kajale (1937). 

Reiteramos: en estas células, el colapso sigue inmediatamente a la muerte y este tipo 

de muerte ha sido reportado en la nucela de algodón (Jensen, 1975), cebada 

(Norstog,1974; Chen y Foolad,1997), Oenothera biennis L. (Halac, 1980), y Ricinus 

communis L. (Greenwood et al., 2005) también en el suspensor de Phaseolus 

coccineus L. (Lombardi et al., 2007) y se asocia con actividades nucleolíticas y 

proteolíticas durante el desarrollo de la semilla (Domínguez y Cejudo, 1998; 2006; 

Domínguez et al., 2001). En todas estas especies, la muerte elimina las células que no 

serán necesarias durante la germinación.  

Otro tipo de muerte celular es la que se produce en el endosperma durante la 

germinación, como ejemplos la muerte del endosperma de Ricinus communis (Schmid 

et al., 1999; Greenwood et al., 2005) o de la capa de aleurona del endosperma de 

cereales. En este tipo de muerte, las células sobreviven hasta la germinación, donde 

sus contenidos de reserva se movilizan y mueren por autofagia, es decir, dirigen su 

propio deterioro por hidrolasas secretoras que se liberan desde la vacuola (Greenwood 

et al., 2005; DeBono y Greenwood, 2006). 
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En Ricinus communis, tanto la muerte celular de las células nucelares durante el 

desarrollo (Greenwood et al., 2005) y de las células del endosperma durante la 

germinación (Schmid et al., 1999) ha sido asociado con la acumulación y la liberación 

de una cisteína-endopeptidasa presente en los ricinosomas. Los ricinosomas son 

orgánulos esféricos derivados del retículo endoplasmatico rugoso (RER) únicos en 

plantas, que acumulan y liberan una cisteína-endopeptidasa (Cys-EP). Se forman 

tempranamente, antes de la aparición de otros cambios subcelulares relacionados con 

la MCP (Gietl y Schmid, 2001; DeBono y Greenwood, 2006; Senatore et al., 2009). Los 

ricinosomas también se conocen como cisternas dilatadas (Vigil, 1970) porque algunas 

micrografías electrónicas han puesto de manifiesto que son contiguos con el rer y 

están rodeados por una membrana recubierta por ribosomas (Gunning et al., 1970; 

Gietl et al., 2000; Schmid et al., 2000). De acuerdo con Schmid et al. (1998), las 

enzimas cisteína-endopeptidasas pertenecen a un grupo de peptidasas de tipo 

papaína que se encuentran en los tejidos senescentes  sometidos a la MCP, y se 

sintetizan como proenzimas con una señal de retención C-terminal KDEL del RE. 

En Amaranthaceae, el desarrollo del endosperma es nuclear (Werker, 1997). En la 

actualidad poco se conoce sobre el desarrollo del endosperma, es decir, las diferentes 

etapas de la división nuclear, celularización, diferenciación, y acumulación de reservas 

de almacenamiento. Sin embargo, es un tema que merece ser estudiado, teniendo en 

cuenta el valor taxonómico de este carácter en la filogenia de las angiospermas. En 

síntesis: en este capítulo investigamos la MCP en las células del suspensor y del 

endosperma que no persiste en la madurez. Se trata en ambos casos de células que 

están predestinadas a colapsar durante el desarrollo. Los resultados de este estudio 

prueban que la detección temprana de las enzimas Cys-EP dentro de ricinosomas 

constituye una señal clave  que predice la MCP en las células del suspensor y del 

endosperma durante el desarrollo de la semilla. 
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RESULTADOS 

SUSPENSOR Y EL ENDOSPERMA: ESTRUCTURA Y DESARROLLO 

De acuerdo a Maheshwari (1950) en el tipo quenopodial de embriogénesis la primera 

división del cigoto es transversal, originándose un proembrión bicelular compuesto por  

una célula apical y otra basal (Fig. 2.1 A-B). Ambas células luego se dividen 

transversalmente, originando una tétrada lineal de células, esto es, la células l y l' 

derivadas de la célula apical y las células m y ci derivadas de la célula basal. 

Divisiones verticales posteriores en las cuatro células de esa tétrade inician las 4 

hileras de células que originarán, desde el ápice a la base, los cotiledones, el 

hipocótilo superior, el hipocótilo inferior y el suspensor, respectivamente (Fig. 2.1 C). 

La hipófisis, la cual da lugar al meristema apical de la raíz, se separa de la célula ci 

(Fig. 2.1 C). Las divisiones en la célula ci son limitadas y el suspensor que se origina 

de esta célula se compone de alrededor de 45 células.  

El suspensor maduro (Fig. 2.1 D-E) está constituido por dos regiones claramente 

diferenciadas: (i) el cuello que conecta con el embrión propiamente dicho, el cual está 

constituido por células con pequeñas vacuolas, dispuestas en dos series de cuatro 

filas cada una, y (ii) la cabeza o ―perilla‖ (knob, en inglés), constituida por un conjunto 

de células más grandes que penetran en la nucela micropilar. Las paredes celulares 

de las células del suspensor en contacto con la nucela, presentan proyecciones 

laberínticas hacia el interior de las células, proyecciones que son típicas de las células 

de transferencia (transfer cells) (Fig. 2.1 D-F); el citoplasma en estas células es más 

denso, más rico en proteínas, con numerosas y pequeñas vacuolas. Por el contrario, 

las células de la base de la perilla, es decir, entre el cuello y las células transfer 

contienen una gran vacuola central que desplaza el citoplasma hacia posición 

periférica, contra las paredes celulares. Numerosos plasmodesmos conectan las 

células del suspensor entre sí. El suspensor es un tejido de vida corta, activo en la 

embriogénesis temprana, pero cuando el embrión termina la acumulación de reservas, 

sus células degeneran y sus restos se pueden ver en el centro del cono del 

endosperma micropilar de la semilla madura (Fig. 2.1 G-H). 

En cuanto al endosperma, después de la fecundación, la célula madre del 

endosperma, se divide por división nuclear libre formando una monocapa de núcleos 

incluidos en un citoplasma parietal que rodea  la vacuola central (Fig. 2.1 B). Tres 

dominios mitóticos, los cuales difieren en cuanto a la tasa de divisiones nucleares, se 

pueden identificar al inicio de este proceso: el dominio micropilar, el periférico y el 

chalazal (Fig. 2.1 B, inserto). La celularización se asocia con el inicio de las divisiones  
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Figura. 2.1. Secciones longitudinales de semillas quinoa utilizando microscopía de 
campo claro, en diferentes etapas de desarrollo. Cada imágen pertenece a una muestra 
representativa de la observación de por lo menos 20 semillas. A. El cigoto y la célula central 
con sus núcleos se muestran en un óvulo inmediatamente después de la fertilización; B. El 
proembrión bicelular y el endosperma nuclear entre los estados 1 y 2 (aprox 7 DPA); los 
dominios micropilar, periférico y chalazal del endosperma se indican en el recuadro; C. El 
proembrión y el endosperma celularizado en el estado 2; se indican las hileras derivadas de las 
células l, l, m, h, y ci.; D. Embrión torpedo en el estado 4 (aprox. 25 DPA), se observan los 
tejidos del suspensor y del endosperma; en el endosperma se diferencian el endosperma que 
persiste en la semila madura (ep) y el endosperma que muere durante el desarrollo (e); E. 
Detalle del suspensor de la figura D; F. El endosperma persistente y el endosperma en proceso 
de MCP en el estado 5 (32 DPA); G. Sección media longitudinal de la región micropilar que 
muestra el endosperma persistente y el endosperma en proceso de MCP en el estado 6 (40 
DPA), aquí, la separación entre ambos tipos de endosperma (ep y e) es evidente. Restos del 
suspensor pueden ser vistos en el centro del cono micropilar; H. Semilla de 45 DPA (aprox.) 
correspondiente a un estado intermedio entre los estados 6 y 7; en esta etapa es interesante 
observar que la nucela micropilar ha sido totalmente consumida, pero no asi la nucela chalazal. 
Abreviaturas: ca, célula apical; cb, célula basal; c, cotiledones; ca, caliptra; ce, células madre 
del endosperma; ch, chalaza; ct, células de transferencia; cs, cubierta de la semilla; e,  
endosperma  en proceso de MCP; en, endosperma nuclear; ep, endosperma persistente; i,  
células iniciales del meristema apical de la raíz; me, endosperma micropilar; n, nucela; nc, 
capas colapsadas de la nucela;  nm, nucela muerta; p, perisperma; per, perilla; ra, radícula; s, 
suspensor; ti, tegumento interno; te, tegumento externo,va, vacuola; z, cigoto. En E, la flecha 
indica las células de transferencia. Escala: 10µm (A);  50µm (B,C, F); 100 µm (D,G); 20 µm (E); 
2 µm (H). 
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Figura. 2.2. A. Histograma de la distribución de núcleos de semillas quinoa durante el 
estado 4. El eje x corresponde al logaritmo de la intensidad de fluorescencia y el eje y es la 
frecuencia relativa de una intensidad dada. El valor C indica el número de copias del genoma. 
El nivel de ADN 2C corresponde al estado diploide del genoma en los tejidos del embrión  y el 
pico de 4C podría indicar la capacidad de las células para entrar en mitosis. Los picos de 4C, 
8C, 16C y 32C son indicadores de la endo-reduplicación que ocurre en el perisperma. Los 
picos de 3C y 6C revelan  endo-reduplicación en el endosperma B. Microscopía electrónica 
de transmisión de las células del endosperma en el estado 4. Se muestran dos células con 
sendos núcleos endorreduplicados, cada uno con dos nucléolos. Escala: 2 µm 
 

periclinales, las cuales se producen en dirección centrípeta, reduciendo la vacuola. 

Mientras que las divisiones están activas, los núcleos crecen en tamaño y endo-

reduplican, con el contenido de ADN alcanzando un máximo de 6C (Fig. 2.2). Por el 

día 35 (estado 5/6) el endosperma alcanza su tamaño final, y en este estado se 

constituye un tejido que rodea el embrión, con un espesor de 6-8 células en el dominio 

micropilar, 2 células en el dominio periférico  y 6-7 células en el dominio chalazal. 

A lo largo del desarrollo, el embrión crece a expensas del endosperma, es decir, las 

células del endosperma contiguas al embrión mueren y se van desmantelando  

progresivamente. En las semillas maduras, el endosperma queda limitado a un cono 

micropilar cubriendo la radícula. La parte central de este cono está ocupado por los 

restos del suspensor como arriba se menciona (Fig. 2.1 H). Las porciones chalazal y 
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periféricas del endosperma así como las capas internas del endosperma micropilar, 

mueren durante el crecimiento del embrión (Fig. 2.1 G).  

Durante las últimas etapas de desarrollo, el reducido endosperma micropilar consta de 

sólo una o dos capas de células de espesor, y acumula reservas que se utilizarán 

durante la germinación (Fig. 2.1 H). 

ANÁLISIS SUBCELULAR DE LA MCP EN EL SUSPENSOR Y EN EL 

ENDOSPERMA 

A excepción de las capas de células que constituyen el cono de endosperma 

micropilar (1-2 capas), los ricinosomas se identificaron en las células del suspensor y 

del  endosperma en el estado 3 (Fig. 2.3 A-E y H). En este tiempo, las imágenes de 

microscopía electrónica de transmisión mostraron los ricinosomas, rodeados por una 

membrana revestida de ribosomas y, frecuentemente contiguos al RER. 

La progresión de los cambios morfológicos asociados con la MCP incluyó, en los 

núcleos, la dispersión de la cromatina y el aumento de la transparencia del 

nucleoplasma. Los nucléolos retuvieron su tamaño y forma original hasta casi el final 

del desarrollo, previo a su desaparición (Fig. 2.3 F). Finalmente la completa dispersión 

de la cromatina (Fig. 2.3 F) fue seguida por la desaparición del nucléolo y la 

desorganización de la membrana nuclear (Fig. 2.3 G). 

En el estado 3, se observó  el citoplasma rico en cisternas del RER (Fig. 2.3 A-E). 

Mientras que en el estado 5  las cisternas del RER eran aún abundantes en las células 

contiguas al embrión, pero la formación de vesículas en el citoplasma y en la mayoría 

de los orgánulos era intensa; a la continua formación de vesículas siempre sucedió la 

descarga de las mismas en la vacuola central (Fig. 2.3 I-K). Una incipiente plasmólisis 

se inició en esta etapa. Posteriormente, las vacuolas colapsaron progresivamente, y el 

contorno del citoplasma se volvió irregular. Las paredes celulares finalmente resultaron 

desmanteladas. 
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Figura. 2.3. Imágenes de MET del  suspensor y del endosperma que rodea el embrión, 
durante el desarrollo de la semilla de quinoa. A-D. En el suspensor, se muestra el origen de 
los ricinosomas , los cuales ―brotan‖ desde el retículo endoplásmico rugoso. E-G. Núcleos del  
endosperma en tres etapas progresivas de MCP: antes (E), durante y después de la 
fragmentación (F-G) en los  estados 3 y 4. H. El citoplasma de las células del endosperma 
bordeando el embrión en el estado 3. I-K. El citoplasma en diferentes etapas de 
desorganización, mostrando la formación de vesículas en el citoplasma y el colapso de la 
vacuola, en el estado 5. Abreviaturas: chr, cromatina; mn, membrana nuclear; n, núcleo; np, 
nucleoplasma; nu, nucléolo; p, pared celular; RER, retículo endoplasmático rugoso; r, 
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ricinosomas; va, vacuola; ve, vesícula. Escala: 400 nm (A-B); 200 nm (C-D); 1 µm (E-G and I-
J); 250 nm (H). 
 

 ANÁLISIS DE LA ACUMULACIÓN DE CYS-EP DURANTE EL 

DESARROLLO DE LA SEMILLA DE QUINOA 

Para caracterizar la acumulación de Cys-EP durante el desarrollo de la semilla de 

quinoa, los extractos  proteicos fueron separados mediante SDS-PAGE y transferidos 

electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa. El  análisis western blot mostró 

claramente por inmunotransferencia la presencia de las formas inmadura y madura de 

Cys- EP (aproximadamente 45 y 35 kDa, respectivamente) (Fig. 2.4 A). Además de 

estas dos bandas, se identificaron otras tres bandas de aproximadamente 47, 30 y 25 

kDa. La forma madura de Cys-EP (la banda de 35 kDa) alcanzó su máxima 

acumulacion entre los estados 4 y 5. Las diferencias en las intensidades de las bandas 

se atribuyen a las diferencias en la acumulacion de las proteínas durante  todo el 

desarrollo, dependiendo de la etapa de MCP en la cual se encuentran los tejidos. El 

nivel más alto de acumulación, detectado en el estado 5, fue alrededor de tres veces 

mayor que el nivel más bajo, el cual se detectó a los 45 DPA en el estado 6/7, cuando 

el suspensor y las capas internas del endosperma aparecieron colapsadas y sólo las 

células del endosperma del cono micropilar que almacenan reservas y persisten en la 

semilla madura, se encontraban activas. 

La inmunolocalización in situ reveló la presencia de ricinosomas en el suspensor y en 

el endosperma que rodea el embrión en desarrollo. No se observó ninguna señal en el 

endosperma micropilar persistente (Fig. 2.4 B). 

Estos resultados fueron confirmados por inmunolocalización in situ utilizando 

microscopía electrónica de transmisión: en este análisis se reveló la presencia de 

ricinosomas labelados exclusivamente en las células del suspensor y en las células de 

las capas internas del endosperma (Fig. 2.4 C). 

No se detectó la señal de Cys-EP en las células  nucelares, confirmando así la 

ausencia de ricinosomas en estos tejidos, como antes se mencionara. La ausencia de 

marca en el tejido nucelar permitió utilizar la nucela como un control interno adicional. 
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Figura. 2.4. Inmunoanálisis de la semilla quinoa utilizando anticuerpos anti-RcCys-EP. A. 
Análisis de transferencia Western con anticuerpo anti-RcCys-EP como anticuerpo primario. Las 
proteínas (25 µg) de semillas de quinoa en diferentes estados fueron separadas en un gel de 
poliacrilamida al 12% y luego transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Como control, se 
extrajeron proteínas (25 µg) de semillas germinadas de Ricinus communis (a los 5 días de 
germinación). B. Inmunolocalización in situ de Cys-EP. Las secciones transversales de las 
semillas en el estado 5 se trataron con anti-RcCys-EP o anticuerpos anti-MYC. La señal  de 
fluorescencia  de Alexa 488 (ver Métodos) sólo se observó en las células del endosperma, 
mientras que no se detectó fluorescencia en el control anti-MYC. C. Imágenes obtenidas 
utilizando microscopía electrónica de transmisión: a-b, inmunolocalización in situ de Cys-EP en 
el suspensor; cd, inmunolocalización in situ de Cys-EP en las células de las capas internas del 
endosperma. Abreviaturas: cn, nucela colapsada; de, endosperma en proceso de MCP; ep, 
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endosperma persistente; n, nucleo; p, pared celular; s, suspensor. Los asteriscos indican los 
ricinosomas labelados. La línea punteada indica el límite del suspensor. Escala: (B) 20μm, (C) 
300 nm (a-b), 500 nm (c-d). 
 

LA FRAGMENTACIÓN DEL ADN NUCLEAR EN LAS CÉLULAS DEL 

ENDOSPERMA CONTIGUAS AL EMBRIÓN EN DESARROLLO 

La fragmentación del ADN es una característica morfológica específica de la MCP y se 

puede identificar in situ mediante el ensayo TUNEL, ya descripto en el desarrollo del 

perisperma (capítulo 1 de esta tesis).  La fragmentación nuclear se evaluó para 

establecer la relación entre la muerte celular y la aparición de Cys-EP como un 

marcador diagnóstico  para la detección de la  MCP. 

La degradación del endosperma nuclear se detectó en los estados 4 y 5 en el ensayo 

de TUNEL, acompañando el desarrollo de semillas de acuerdo con un patrón 

específico y temporalmente controlado. La figura 2.5 muestra imágenes 

representativas del ensayo TUNEL donde se detectaron los eventos de la 

fragmentación del ADN en los núcleos de las células de los tegumentos, y también en 

los núcleos de la chalaza, el perisperma, la nucela y el suspensor. En el endosperma, 

sólo los núcleos de las zonas periférica y chalazal y las capas internas del 

endosperma micropilar presentaron señal TUNEL-positivas, mientras que los núcleos 

del endosperma destinado a constituir el cono micropilar fueron TUNEL-negativo. 

La señal de TUNEL estuvo ausente cuando se omitió la enzima TdT. Como control 

positivo, el tejido fue previamente tratado con DNasa; en este caso, todos los núcleos 

resultaron marcados. 

Los núcleos del endosperma persistente y el embrión, actuaron como un control 

negativo interno, ya que nunca resultaron TUNEL-positivos. 
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Figura. 2.5. La fragmentación del ADN durante el desarrollo de las semillas de quinoa. A. 
La localización de los núcleos con ADN fragmentado se representa mediante  fluorescencia de 
color rojo. Se observan los núcleos TUNEL-positivos en las células de los tegumentos, 
perisperma, y endosperma, como se ve por DIC /epifluorescencia y sólo por epifluorescencia 
(recuadro) en el estado 4.  B. Núcleos TUNEL positivos se detectaron mediante DAPI en el 
suspensor y en el endosperma (en las capas limítrofes al embrión en el estado 5). En cada 
caso, la figura es representativa de lo observado en al menos 15 cortes de semillas de quinoa. 
La línea punteada indica el límite del suspensor. Abreviaturas: ch, chalaza; cs, cubierta 
seminal; de, endosperma moribundo;ep, endosperma persistente, n, nucela; ti, tegumento 
interno; te, tergumento externo; pe, perisperma; s, suspensor. Escala: 100 µm (A, inserto); 30 
µm (B). 

 



 

 

 

DISCUSIÓN 

En este capítulo se estudia el desarrollo del suspensor y el endosperma (Fig. 2.1- 2.2); 

y se demuestra que en la semilla de quinoa, las células del suspensor y las del 

endosperma destinadas a morir durante el desarrollo exhiben varias características 

relacionadas con la MCP, entre las que se incluyen: núcleos deformados y 

fragmentados, formación de vesículas en citoplasma y en orgánulos, colapso vacuolar, 

desorganización de la pared celular y presencia de ricinosomas. Este tipo de MCP 

corresponde a la muerte celular vacuolar, es decir, una de las dos clases de MCP 

definidas por van Doorn et al. (2011). La aparición de ricinosomas, detectada por 

inmunolocalización de la enzima Cys-EP, precede a la fragmentación nuclear según lo 

revelado en el análisis TUNEL. 

En angiospermas, este es el primer reporte sobre la presencia de ricinosomas en el 

suspensor y en el endosperma durante el desarrollo de la semilla. En quinoa, los 

ricinosomas aparecieron temprano en el desarrollo del suspensor y del endosperma 

destinado a morir (esto es, en los dominios periférico, chalazal y en las capas internas 

del dominio micropilar del endosperma) antes que la semilla alcance la madurez. En 

todos estos tejidos, las células se desintegraron cuando las semillas maduraron. La 

presencia de ricinosomas en semillas de quinoa aparece así asociada al tipo de MCP 

en la cual el desmantelamiento celular le sigue inmediatamente a la muerte celular. La 

asociación de este tipo de MCP con la presencia de ricinosomas resulta similar a la 

reportada  en las semillas de Ricinus communis en dos casos: (i) durante el desarrollo, 

en las células del tejido nucelar (Greenwood et al., 2005), y (ii) durante la germinación, 

en las células del endosperma (Schmid et al., 1999). Como indica Schmid et al. (1999) 

el desarrollo de los ricinosomas es concomitante con la progresión de la fragmentación 

del ADN nuclear. 

De acuerdo con Schmid et al. (2000), los estudios de MET sugieren que los 

ricinosomas se originan en los tejidos senescentes por ―brotación‖ desde el retículo 

endoplásmico.  En este estudio se identificaron claramente imágenes de microscopía 

electrónica de transmisión, consistentes con el origen reportado por Schmid (Fig. 2.3 

A-E). 

El ricinosoma contiene una pro-cisteína endopeptidasa de 45 kDa (Cys-EP) con una 

señal de retención de retículo endoplásmico (Fig. I.1 de esta tesis); se trata de la señal 

terminal KDEL que se dispone en el extremo C-terminal (Greenwood et al., 2005). La 

Cys-EP es un miembro de un grupo único de la papaína peptidasas de tipo cisteína 

encontrado específicamente durante la senescencia. El anticuerpo, que se refiere 

como anti-RcCys-EP, se ha descrito previamente y ha sido caracterizado por Gietl et 
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al. (1997) y Schmid et al. (1998) a partir del endosperma de ricino (Ricinus communis 

L.) durante la germinación. Este anticuerpo se une a una cisteína-endopeptidasa que 

se acumula en los ricinosomas y aparece como una pro-enzima de peso molecular 

aproximado de 45 kDa, y como una única banda de 35 kDa en western blot de SDS-

PAGE de extractos proteicos de endosperma obtenidos durante la germinación. 

Schmid et al. (1998) informan también sobre otras tres bandas de alrededor de 47, 30 

y 25 kDa. De acuerdo a estos autores, la banda de 47 kDa corresponde a la proteasa 

precursora, que es procesada co-traduccionalmente a una de 45 kDa a través de la 

escisión de la secuencia señal de 2 kDa. La banda de 25 kDa es una forma activa C-

terminal truncada de la Cys-EP de 35 kDa y finalmente la banda de 30 kDa detectada 

corresponde a un producto de degradación. Aquí, tanto la proCYS-EP y la Cys-EP 

madura se detectaron entre los estados 3 y 6/7 en extractos de proteínas de semillas 

de quinoa. Además de las bandas de 45 y 35 kDa de Cys-EP, la inmunotransferencia 

reveló la existencia de los tres grupos descritos previamente por Schmid et al. (1998) 

(Fig. 2.4 A). 

La presencia de Cys-EP madura en los estados 4 y 5 fue consistente con la pérdida de 

la integridad del tonoplasto como fuera revelada por microscopía electrónica de 

transmisión (Fig. 2.3). De acuerdo con Senatore et al. (2009), los ricinosomas liberan 

su contenido hacia el citoplasma durante la muerte, probablemente digiriendo los 

residuos proteicos presentes en este compartimiento celular. 

Por el contrario, las células del dominio micropilar del endosperma, que en la semilla 

madura constituyen el cono micropilar (es decir, del endosperma que persiste en la 

semilla madura como tejido reservante), carecen de ricinosomas. Tampoco se 

detectaron ricinosomas en el perisperma, ni en los tegumentos, ni en los tejidos de la 

chalaza (Fig. 2.4 B). Se trata en estos tres últimos casos de tejidos muertos pero en 

los que la MCP no es seguida de forma inmediata por el desmantelamiento celular. Al 

respecto cabe señalar aquí que las KDEL cisteína-endopeptidasas son únicas en 

digerir las extensinas que forman el andamiaje básico para la formación de la pared 

celular. Según Helm et al. (2008), la amplia especificidad de sustrato es debida a la 

estructura de hendidura del sitio activo de la KDEL cisteína-endopeptidasa que acepta 

una gran variedad de aminoácidos, incluyendo la prolina y la hidroxiprolina glicosilada 

de las glicoproteínas ricas en hidroxiprolina de la pared celular.  

Hierl et al. (2012) construyen un árbol filogenético utilizando alineamientos de 

secuencia de 25 especies entre las que se incluyen especies de monocotiledoneas, de 

dicotiledones y una especie de gimnosperma (Picea sitchensis) e identifica 3 grupos 

principales correspondientes a las familias: (i) Poaceae (Dactilys glomerata, Hordeum 

vulgare, Oriza sativa, Sorghum bicolor, Zea mays); (ii) Fabaceae (Glycine max, 
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Medicago trunculata, Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Vicia sativa, Vigna mungo, 

Vigna radiata) y (iii) Solanaceae (Nicotiana tabacum, Solanum lycopersicum). Otras 

especies como Sandersonia aurantiaca (Colchicaceae), Iris sp. (Iridaceae), 

Hemerocallix sp. (Liliaceae), Phalaenopsis sp. (Orchidaceae), Populus trichocarpa 

(Salicaceae), Vitis vinifera (Vitaceae), Ricinus communis (Euphorbiaceae), Helianthus 

annus (Asteraceae), y dos especies de Arabidopsis (Brassicaceae) aparentan estar 

segregadas de Poaceae, Fabaceae y Solanaceae. La secuencia de KDEL CysEP de 

Chenopodium quinoa o de alguna otra especie de Amaranthaceae aun no ha sido 

reportada. De todos modos, ninguna de las 25 especies consideradas por aquellos 

autores está filogenéticamente relacionadas con la familia Amaranthaceae. 

Es posible atribuir la ausencia de ricinosomas en todos estos tejidos (perisperma, 

tegumentos y chalaza) al hecho de que las paredes de las células permanecen 

intactas hasta la germinación, momento en el que los tejidos muertos son finalmente 

desmanteladas. Curiosamente, a pesar de que los núcleos de la nucela presentaron 

señal TUNEL-positivas, no se detectaron ricinosomas en su citoplasma (Fig. 2.5).  

En este sentido, resulta importante destacar que la semilla de quinoa, la cual exhibe 

durante el desarrollo  diferentes programas y mecanismos de muerte celular, resulta 

ser un material modelo para discernir la relación entre la función y el destino de los 

diferentes tejidos afectados por la MCP.
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RESUMEN 

Las semillas de quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) sintetizan almidón como el 

principal compuesto de reserva.  La síntesis del almidón de reserva está circunscripta 

al perisperma. No se forma almidón de reserva en los tejidos embrionarios como 

tampoco en el endosperma. Los tegumentos sintetizan almidón de asimilación en los 

cloroplastos durante el desarrollo. Los objetivos específicos de  este capítulo de la 

tesis fueron los siguientes: (i) determinar los patrones de deposición temporal y 

espacial  del almidón en la semilla durante el desarrollo; (ii) estudiar la formación del 

grano de almidón compuesto; (iii)  detectar la presencia de  SBE1 y la actividad de la 

enzima ISA1 en los diferentes tejidos de la semilla, durante el desarrollo del grano; (iv) 

integrar los resultados obtenidos con los procesos analizados en los  capítulos previos.  

PALABRAS CLAVE 

  Almidón, enzimas desramificantes de almidón  (DBE), enzimas ramificantes de 
almidón (SBE),  MCP,  quinoa. 
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ABSTRACT 

Quinoa seeds (Chenopodium quinoa Willd.) synthesize starch as the main storage 

reserve. Starch synthesis is confined to the perisperm. There is no starch accumulation 

from embryonic tissues or in the endosperm. During development integuments 

synthesized assimilation starch in chloroplasts. The specific objectives of this thesis 

chapter were: (i) determine patterns of temporal and spatial deposition of starch in the 

seed during development, (ii) to study the formation of compound starch grain, (iii) 

detect presence of SBE1 and ISA1 enzyme activity in different tissues of the seed 

during grain development, (iv) integrate the results obtained with the processes 

discussed in the previous chapters. 

KEYWORDS  

 Starch, starch debranching enzymes (DBE), starch branching enzymes (SBE), PCD, 
quinoa. 
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INTRODUCCIÓN 

El almidón es el hidrato de carbono más abundante, junto a la celulosa, en el mundo 

vegetal y su  síntesis es un proceso altamente conservado a lo largo de la evolución 

debido, probablemente, a su rol central en la fisiología y la reproducción de las plantas. 

Además es el principal polisacárido de almacenamiento en plantas (Evert, 2006). 

El almidón de asimilación se sintetiza en los cloroplastos durante la fotosíntesis y allí 

permanece transitoriamente; por la noche, este almidón es degradado en azúcares y 

transportado a los amiloplastos de los órganos de almacenamiento en el que se 

incorpora como almidón de reserva (Tetlow et al., 2004). El  almidón de reserva de las 

semillas constituye  un almacén de carbono a largo plazo para la próxima generación 

(Evert, 2006). 

El almidón se compone de moléculas de glucosa unidas a través de dos enlaces 

diferentes, produciendo amilosa y amilopectina. La síntesis de almidón en órganos de 

almacenamiento consta de tres pasos: (i) la síntesis de ADP-glucosa (ADP-Glc); (ii) la 

transferencia de un residuo de glucosa a partir de ADP-Glc a la amilosa unidas entre 

ellas por enlaces α1-4 lo que da lugar a una cadena lineal y (iii)  la formación de 

puntos de ramificación α1-6 amilopectina. Por lo tanto, la ADP-Glc es la piedra angular 

para la formación de la amilosa y la amilopectina y es el sustrato para las enzimas de 

síntesis de almidón.  

La síntesis del almidón, polímero arquitectónicamente complejo, se logra a través de la 

interacción coordinada de un conjunto de enzimas de la biosíntesis del almidón, e 

incluye además algunas enzimas que tradicionalmente han sido asociadas con su 

degradación (Tetlow, 2011).  

La síntesis de la amilopectina se produce debido a la acción combinada de múltiples 

isoformas de sintasas solubles de almidón (SS), con enzimas ramificantes (SBE): las 

primeras se encargan de elongar las cadenas lineales  mediante la introducción de 

uniones glicosídicas α 1-4; las segundas, catalizan la formación de puntos de 

ramificación α 1-6 (Smith, 1999; Kossman & Lloyd, 2000; Myers et al., 2000). Las 

enzimas desramificantes de almidón (DBE) son necesarias para la correcta formación 

de la estructura cristalina de los granos de almidón.  Existen dos tipos de DBE 

identificadas en plantas las cuales se diferencian según la especificidad de sustrato: 

(1)  tipo isoamilasas las cuales clivan los puntos de ramificación α 1-6 en la 

amilopectina y el glicógeno y (2)  tipo pullulanasas  las cuales hidrolizan uniones α 1-6  

de pullulan  y en menor grado amilopectina y glicógeno, este último en ocasiones casi 

nulo (Dinges et al., 2001). 
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En las plantas vasculares, la estructura cristalina de los granos de almidón está 

altamente conservada tanto en el nivel molecular (Jenkins et al., 1993), como en el 

nivel microscópico, en el que se observan los anillos de crecimiento (Hall & Sayre, 

1973; Pilling & Smith, 2003). La amilopectina define la estructura altamente 

conservada del grano y es el mayor determinante de la funcionalidad de almidón 

(Davies et al., 2003; Tetlow, 2006). Es así que la formación del almidón está 

determinada por la longitud de las cadenas lineales de amilopectina, y la frecuencia de 

los puntos de ramificación α 1-6 (French, 1984; Hizukuri, 1986; Myers et al., 2000). 

Una característica común de todos los almidones es que, en algún momento, deben 

ser degradados, y esto concierne  tanto al almidón de reserva en las semillas después 

de la germinación, como al almidón presente en las hojas al final del periodo de luz. 

Por lo tanto, la estructura del grano debe tener un punto de entrada (ya sea canales, 

cavidades o zonas de ataque) para las enzimas que intervienen en su degradación 

(Fannon et al., 1992;  Huber & BeMiller, 1997). 

Aquí es interesante destacar que a pesar de la importancia del almidón de reserva de 

las semillas, base de la alimentación de la humanidad, al presente, no existen 

investigaciones sobre los procesos subcelulares asociados con su desarrollo o su 

degradación. 

El almidón de quinoa constituye la mayor reserva de la semilla, representando 

alrededor del 55 % de su peso;  los granos son pequeños, de aproximadamente 1.5 

μm de diámetro (Chauhan et al., 1992) y se encuentran en el perisperma de manera 

simple o formando  agregados (Lorenz, 1990; Prego et al., 1998).  

Los objetivos generales de  este capítulo de la tesis fueron los siguientes: (i) 

determinar los patrones de deposición temporal y espacial  de los granos de almidón 

en el perisperma durante el desarrollo de la semilla; (ii) estudiar la formación del grano 

de almidón compuesto; (iii) analizar la acumulación  de las principales enzimas 

ramificantes (SBE) y desramificantes (DBE) asociadas a la formación de amilosa y 

amilopectina y detectar su localización in situ  en las células reservantes,  

 (iv) evaluar la asociación de la MCP con el desarrollo del perisperma de quinoa y 

comparar con lo reportado en la bibliografía sobre el desarrollo del endosperma de 

cereales.   
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RESULTADOS 

PATRÓN ESPACIO-TEMPORAL DE LA DEPOSICIÓN DE ALMIDÓN 

Las semillas de quinoa sintetizan almidón como su principal compuesto de reserva. En 

este capítulo de la tesis, se evaluó el patrón de acumulación durante el desarrollo, en 

los diferentes tejidos de la semilla. El análisis reveló que: (i) La síntesis del almidón se 

lleva a cabo en los tegumentos y en el perisperma; no hay acumulación de almidón de 

reserva en los tejidos del embrión, como tampoco en el endosperma que persiste en la 

semilla madura; (ii) En los tegumentos la síntesis de almidón se inicia e luego de la 

fertilización y la presencia del almidón en los tegumentos acompaña el desarrollo de la 

semilla; el almidón se consume finalmente en la última fase del desarrollo ( estado 7) 

(Fig. 3.1). La deposición del almidón en los tegumentos seminales se observó 

mediante la tinción con lugol desde el estado 3 al 7; (iii)  en el perisperma la síntesis 

de almidón de reserva se inicia en los amiloplastos al final del estado 3, y coincide con 

el inicio del programa de muerte celular del tejido. La deposición comienza en la región 

del perisperma distal a la chalaza, avanza hacia el centro y, finalmente alcanza la 

región chalazal en el estado 5 (Fig. 3.2). El almidón del perisperma se consume 

durante la germinación de la semilla. 

DEPOSICIÓN DE ALMIDÓN: ASPECTOS SUBCELULARES  

En etapas tempranas de desarrollo (estado 3); las células del perisperma que 

acumulan almidón exhiben un citoplasma rico en mitocondrias, aparato de Golgi y 

cisternas del retículo endoplásmico rugoso (RER). Con frecuencia, las cisternas de 

RER forman  círculos concéntricos delimitando, en el citosol, áreas electrónicamente 

más densa, rica en proteínas (Fig. 3.3 A). Los granos de almidón simple se acumulan 

dentro de los amiloplastos, formando granos compuestos (Fig. 3.3 B-F).  

La continua deposición de almidón reduce la vacuola central hasta su desaparición 

(Figs. 1.2 G, H). Casi al final del desarrollo, desaparecen los restos de la membrana 

plastídica y nuevos granos de almidón simple, de origen extra-plastídico, se sintetizan 

entre los amiloplastos. Este proceso culmina con la desaparición total del núcleo y del 

citoplasma (Fig. 3.3). La desaparición de los últimos vestigios de orgánulos  

citoplásmicos y de membranas, determinan el final del desarrollo del perisperma. En 

esta etapa, los lúmenes celulares se encuentran completamente llenos de granos de 

almidón.  
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En los tegumentos, el  almidón se deposita en los cloroplastos por lo que se trata de 

almidón de asimilación y no de reserva. (Fig  3.4 A-B). 

A lo largo del desarrollo, no se observa deposición de almidón de reserva en los 

tejidos embrionarios como tampoco en el endosperma. 

 

Figura. 3.1. Deposición de 
almidón en el desarrollo de 
tegumentos seminales de 
Chenopodium quinoa Willd. 
Imágenes obtenidas de secciones 
de semillas inlcuidas en resina y 
coloreadas con azul de toluidina y 
lugol. A.estado 3; B. estado 4; 
C.estado 5; D. estado 6; E. 
estado 7. Abreviaturas: n,  nucela; 
te, tegumento externo; ti, 
tegumento interno; p, pericarpio; 
pe, perisperma. Escala: 200 µm. 
 

.  
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Figura. 3.2. Secciones del perisperma de quinoa en: A. Estado 4; B. Estado 5; C. Estado 6, 
revelan un patrón de deposición de almidón apical-basal (flecha). Cada figura es un resultado 
representativo de la observación de por lo menos 20 cortes de semillas de quinoa en cada 
etapa. Abreviaturas: ch, chalaza; cn, capas colapsadas de nucela; pe, perisperma. Escala: 100 
µm. 
 

 
Figura. 3.3. Síntesis de almidón en las células del perisperma de durante el desarrollo de 
la semilla de quinoa. A. Detalle del citoplasma en un estado previo al inicio de la síntesis de 
almidón (estado 1); en este estado, el RER es abundante y frecuentemente las cisternas se 
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disponen en círculos concentricos; B-C. Detalle del citoplasma al comienzo de la deposición de 
almidón (estado 3 tardío); la imagen muestra la formación de los primeros granos de almidón 
simple dentro de los amiloplastos; en este estado, la doble membrana del amiloplasto está 
inalterada; D. El citoplasma correspondiente al estado 6 del desarrollo; la imagen muestra 
varios amiloplastos y parte del núcleo; los amiloplastos se encuentran en diferentes etapas de 
su carga de almidón; E. detalle de D, mostrando restos de la doble membrana del amiloplasto; 
en esta estado se inicia la síntesis del almidón extraplastídico; F. Detalle del lumen celular de 
una semilla en el estado 7 del desarrollo; los granos de almidón simple, de origen extra-
plastídico llenan totalmente el espacio entre los amiloplastos. Abreviaturas: a, almidón; gac, 
grano de almidon compuesto; gs,grano de almidon simple extra-plastidico; n, núcleo; p, pared 
celular;RER, retículo endoplasmático rugoso; v, vacuola. En B, la punta de flecha indica el 
retículo endoplásmico; en E, las flecha indican la membrana plastídica parcialmente 
desmantelada. Escalas: 400 nm (A-C); 8 µm (D y E);  10 µm (F). 
 
 

 

Figura. 3.4. Imágenes de MET de los almidones presentes en el  tegumento en el estado 6 
de la semilla de quinoa. A. Almidón de asimilación en los cloroplastos de las células de la 
capa interna del tegumento externo. La imagen de MET corresponde al estado 6 del desarrollo 
de la semilla de quinoa.  B. Detalle de A. Abreviaturas: p, pericarpio; pe, perisperma; te, 
tegumento externo; ti, tegumento interno. Escalas 4 µm (A); 1µm (B). 
 
 

ACTIVIDAD Y ACUMULACIÓN DE LAS ENZIMAS DE LA BIOSÍNTESIS DE 

ALMIDÓN A LO LARGO DEL DESARROLLO DEL PERISPERMA  

El perisperma en los estados 3 y 4 exhibe los primeros sucesos en la síntesis de 

almidón. En efecto, el zimograma muestra para estos estados dos regiones azul claras 

de diferente movilidad (Fig. 3.5 A); hacia el final de desarrollo  cuando está activa la 

carga de almidón en el perisperma (estados 5 y 6) desaparece una de las bandas y, se 

detecta solo una región clara de mayor movilidad (Fig. 3.5 A).  

El análisis inmunoblot mostró la correspondencia entre las regiones acromáticas del 

gel conteniendo almidón, con la presencia de la enzima ISA1 en los cuatro estados 

estudiados (Fig. 3.5 B). 

La fig. 3.6 A-B corresponde al ensayo de  inmunolocalización  in situ  en  los estados 3 

y 4. En la misma se demuestra que las señales de las enzimas ISA1 (Fig. 3.6 A) y SBE 
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(Fig. 3.6. B), están presentes sólo en los tegumentos. En el estado 6/7 (Fig. 3.6 C) no 

se observó señal de la enzima ISA1 en los tegumentos; en este estado, las células 

comienzan a colapsar y los cloroplastos han desaparecido de sus lúmenes. Se utilizó 

el tejido nucelar como control negativo interno, teniendo en cuenta que el mismo, no 

acumula almidón, ya que está destinado a ser consumido por el endosperma en su 

desarrollo.  

 

El análisis western blot a lo largo del desarrollo del perisperma, reveló las dos bandas 

que corresponden a la enzima ramificante SBE1, con peso molecular de 100 y 75 kDa, 

respectivamente. Como se muestra en a Fig. 3.5 C, las bandas fueron detectadas 

desde el momento en que se inicia la acumulación de almidón (final del estado 3)  

hasta  el fin de la síntesis del mismo (estado 6). 

 

 
Figura. 3.5. Identificacion de la actividad y acumulacion de ISA1 y SBE. A. Zimograma de 
la actividad isoamilasa presente durante los diferentes estados de desarrollo. La actividad 
isoamilasa se visualiza como bandas más claras. B. Inmunoblot.Muestra la correspondencia de 
la proteina ISA1 con la actividad enzimatica isoamilasa1. C. Analisis western-blot de la enzima 
ramificante SBE1 en extractos proteicos de semillas de quinoa durante su desarrollo. 
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Figura. 3.6. Inmunofluorescencia de la 
semilla de quinoa utilizando anticuerpos  
anti-ISA1 y anti-SBE. A.  
Inmunolocalización in situ de ISA1. Las 
secciones transversales de las semillas en 
el estado 3 se trataron con anti-ISA1. B. 
Inmunolocalización in situ de SBE1. Las 
secciones transversales de las semillas en 
el estado 4  se trataron con anti-SBE. C. 
Inmunolocalización in situ de ISA1 
correspondiente al estado 6/7. La señal  de 
fluorescencia  de Alexa 488 (ver Métodos) 
sólo se observó en las células de los 
tegumentos mientras que no se detectó 
fluorescencia en las células de la nucela 
sirviendo estas como contro negativo 
interno.D. Control negativo donde se omitió 
el anticuerpo primario. Abreviaturas: n, 
nucela; p,pericarpio; te, tegumento esterno; 
ti, tegumento interno. Escala: 20μm. 
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DISCUSIÓN 

La muerte de las células del perisperma de quinoa se produce durante el desarrollo de 

la semilla y no se debe a un proceso completo de autofagia ya que la célula se 

mantiene intacta hasta la germinación; durante este proceso las reservas de almidón 

se movilizan y el tejido muerto es finalmente desmantelado (capítulo 1 de esta tesis). 

Tanto en las células del perisperma de quinoa como en las del endosperma de los 

cereales, concomitante a la acumulación de reservas, las células llevan a cabo un 

proceso de muerte celular programada. En el perisperma de quinoa, la MCP se inicia 

en estados tempranos del desarrollo y continúa hasta la desaparición del  citoplasma, 

del núcleo y de la vacuola, dejando el lumen celular completamente ocupado por 

granos de almidón (Fig. 3.2). A diferencia del endosperma de quinoa, en el 

endosperma de los cereales, las células, además de  almidón, acumulan proteínas por 

lo que en los lúmenes celulares los granos de almidón alternan con los cuerpos 

proteicos (Bewley, 2013).  

Durante la fotosíntesis, en los cloroplastos se forma el almidón de asimilación, el cual 

luego es degradado en azúcares y transportado a las células de almacenamiento 

donde es resintetizado como almidón de reserva en los amiloplastos. De acuerdo a 

Evert (2006) un amiloplasto puede contener uno (simple) o más (grano compuesto) 

granos de almidón. En la semilla de quinoa, el almidón se deposita sólo en los 

tegumentos y en el perisperma (Fig. 3.1 y Fig. 3.3); no se deposita almidon ni en el 

endosperma ni en el embrión.  

La síntesis del almidón en el perisperma de quinoa, consta de dos etapas: (i) la 

sintesis en granos compuestos, que se lleva a cabo dentro de los amiloplastos; y (ii) la 

síntesis de los granos simples, que se lleva a cabo en el espacio libre entre los 

amiloplastos, por lo que su origen es extra-plastídico. Al respecto, no existen 

antecedentes en la bibliografía donde se reporte un origen extra-plastídico de los 

granos de almidón como tampoco existen registros sobre los aspectos subcelulares 

que se asocian con la síntesis del  almidón de reserva.  

Por otra parte, la deposición del almidón en el perisperma de quinoa se realiza 

mediante un  patrón espacio-temporal establecido, iniciándose desde  la periferia, 

cerca del embrión en desarrollo (es decir, distal a la chalaza) y continuando a través 

del centro hacia la chalaza (Fig. 3.2). Al igual que lo que ocurre en el perisperma de 

quinoa, en el endosperma de los genotipos Su y sh2 de maíz, la deposición del 

almidón sigue un patrón definido, esto es, comienza en la mitad superior del grano a 

los 16 días post polinización y avanza progresivamente hacia la base hasta completar 

el llenado del grano (Young et al., 1997). Si bien en lo que respecta a la deposición de 
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almidón ambas especies siguen un patrón determinado, en el endosperma de maíz la 

progresión de la muerte celular programada se realiza de forma ordenada en 

contraposición a lo que ocurre en el perisperma de quinoa donde la MCP se inicia en 

los primeros estados cerca de la región chalazal y luego continúa de forma 

estocástica,  como previamente se  reporta (Capítulo 1).  

Muy poco se conoce sobre la deposición de los granos de almidón compuesto en el 

endosperma de cereales. Sí, en cambio, han sido estudiadas las enzimas vinculadas 

con la síntesis de los  mismos. Se han detectado las enzimas del complejo ISA en la 

síntesis del almidón de reserva del endosperma de cereales y también del almidón de 

los tubérculos de papa; estas enzimas están relacionadas con la edición de la 

estructura de preamilopectina, la cual permite el correcto ensamblaje y cristalizacion 

de la misma. El complejo heteromérico ISA1/ISA2 se encuentra presente en el 

tubérculo de papa (Hussain et al., 2003) pero también en la hoja de Arabidopsis 

(Wattebled et al., 2005; Delatte et al., 2005). Asimismo, el endosperma de arroz y el de 

maíz contienen múltiples complejos ISA (Fujita et al.,1999; Utsumi & Nakamura 2006). 

Ambos complejos han sido identificados también en el endosperma de maíz y en el de 

arroz, los cuales resultan ser análogos entre sí (Kubo et al., 2010). Adicionalmente, en 

estos mismos cultivos (maíz y arroz) se han identificado tres especies de complejos:  

los complejos de menor movilidad (complejos II y III) formados por ISA1/ISA2; y el 

complejo de mayor movilidad (complejo I) formado exclusivamente por ISA1. 

Los complejos enzimáticos DBE, esto es ISA1 e ISA2 parecen haberse adaptado 

principalmente para actuar durante la biosíntesis del almidón, y no para la degradación 

como su nombre lo sugiere. El papel de estos complejos de DBE parece ser el de la 

remodelación de un precursor de glucano soluble, el cual, mediante la eliminación de 

ciertos puntos de ramificación, facilitan la transición al estado semi-cristalino (Ball et 

al., 1996; Myers et al., 2000; Streb et al., 2008). La eliminacion de ISA1, ISA2 ó ambas 

en hoja de Arabidopsis provocan una deficiencia en el contenido de almidón y una 

acumulación de fitoglicógeno (Delatte et al., 2005; Wattebled et al., 2005). La pérdida 

de ISA1 en el endosperma de maíz tiene los mismos efectos vistos en hojas, pero no 

se observa lo mismo para las líneas mutante de ISA2 (Kubo et al, 2010; Utsumi et al., 

2011). La explicación de esta discrepancia entre las especies se debe a que en el 

endosperma de maíz y arroz, la enzima homomérica ISA1 es activa como también lo 

es la enzima heteromérica ISA1/ISA2 (Utsumi & Nakamura, 2006; Kubo et al., 2010). 

Se desconoce hasta la fecha la razón por la cual ISA1 puede funcionar de forma 

independiente en el endosperma de cereales pero requiere la formación del complejo 

heteromérico con ISA2 en otros tejidos de la planta (Lin et al., 2013).Todos estos 

resultados permiten inferir que el complejo heteromérico ISA1/ISA2 no es requerido 
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para la normal estructura  y acumulación de almidón en el endosperma de maíz, 

siendo el complejo homomérico ISA1 suficente para casi todas las funciones (Kubo et 

al., 2010). 

En quinoa, el zimograma de los extractos proteicos de las semillas (Fig. 3. 5 A), reveló 

la existencia de dos complejos en los estados 3 y 4. El subsecuente análisis western 

blot, permitió detectar la presencia de ISA1 en ambos complejos. Al integrar este 

resultado con el análisis histológico e inmunohistológico (Fig. 3.1 y 3.6), se pudo 

concluir que estos complejos se asocian con la presencia de amiloplastos en los 

tegumentos y no en el perisperma ya que, en este tiempo, la  síntesis de almidón en el 

perisperma es incipiente. De hecho, es en estos estados cuando se visualiza el RER 

formando cisternas concéntricas y la formación de los primeros granos de almidón 

simple en los amiloplastos (Fig. 3.3 A-C). Posteriormente, ya en los estados 5 y 6, la 

deposición de almidón en el perisperma avanza activamente y esta actividad se 

corresponde en el zimograma con la detección del complejo de mayor movilidad en el 

cual también se detecta, por  western blot, la enzima ISA1 (Fig. 3.5 B). 

Los principales resultados obtenidos integrando las observaciones histológicas con las 

inmunológicas son los siguientes: (i) las enzimas ISA forman complejos heteroméricos 

u homoméricos; (ii) en la semilla en desarrollo varía la actuación y la conformación de 

los complejos enzimáticos activos durante la síntesis del  almidón de reserva del 

perisperma y del almidón que se acumula en los tegumentos. Por inmunoflorescencia 

(Fig. 3. 6), se detecta la presencia de la señal ISA1 en los tegumentos en el estado 3 y 

su ausencia en los estados más avanzados; esto último se asocia a la desaparición 

paulatina de los cloroplastos en los tejidos de los tegumentos; (iii) por 

inmunofluoresencia anti-ISA2 no se obtuvo señal de esta enzima, lo cual podría ser 

atribuido a la falta de especificidad del anticuerpo que aquí se utiliza, dado que el 

mismo fue realizado contra  el péptido de ISA2 de maíz el cual contiene la secuencia 

LHINAELDEKLPDS, secuencia que ha sido demostrada estar ausente en otras 

especies, como Arabidopsis (Dra Hennen-Bierwagen, comunicación personal).  

En cuanto a las enzimas ramificantes, las mismas existen como diferentes isoformas, 

tal como se muestra en  Solanum tuberosum  (Khoshnoodi et al., 1993; 1996; Larsson 

et al., 1996), Zea mays (Guan & Preiss, 1993), Pisum sativum (Burton et al., 1992), 

Oryza sativa (Mizuno., 1992).  

En el extracto fresco del tubérculo de Solanum tuberosum se detectan  dos formas de 

SBE1 con peso molecular de 103 y 80 kDa, respectivamente (Khoshnoodi et al., 

1996). Por otra parte, en el endosperma de las semillas de maíz, solo se detecta una 

banda de aprox 75 kDa, la cual corresponde a la isoforma SBE1 (Fig. 3.5 C). 
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También en cebada y trigo se detecta  la SBE1, la cual  se expresa sólo durante la 

última parte del desarrollo del endosperma (Morell et al., 1997, Mutisya et al., 2003). 

En semillas de quinoa se detectaron dos bandas de 100 y 75 kDa, ambas 

corresponden a la SBE1 (Fig. 3.5). Es interesante destacar que la enzima  ramificante 

SBE1 se mantuvo presente a lo largo del desarrollo del perisperma, desde el inicio de 

la síntesis de almidón  (estado 3) hasta finalizar el llenado de los lúmenes celulares 

(estado 6).  
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CONCLUSIONES 

 Durante el desarrollo de la semilla de quinoa, se identificaron diferentes tipos 

de muerte celular en los diferentes tejidos: tegumentos, chalaza, perisperma, 

suspensor y endosperma. Dentro de este último tejido, se reconocieron dos 

tipos de MCP: (i) un tipo el que ocurre en el endosperma que persiste en la 

semilla madura y está destinado a morir durante la germinación y (ii) otro tipo, 

el que ocurre en el endosperma destinado a morir durante el desarrollo.  

 En el desarrollo del perisperma de quinoa, se evaluaron  una serie de 

parámetros normalmente medidos durante la muerte celular programada 

(MCP), tales como los cambios morfológicos en núcleo y en citoplasmala 

fragmentación del ADN, endo-reduplicación. Asimismo se demostró la 

participación de las proteasas tipo caspasas y las nucleasas en el 

desmantelamiento del citoplasma y del núcleo.  

 Durante el desarrollo del perisperma se demostró la ocurrencia simultánea de 

dos programas: MCP y acumulación de almidón. 

 Sobre los aspectos del desarrollo del perisperma aquí analizados, se 

propusieron las bases para establecer comparaciones filogenéticas entre los 

grupos taxonómicos Spirolobeae y Cyclolobeae de Amaranthaceae.  

 El análisis comparativo de los procesos de desarrollo del perisperma de quinoa 

con los del endosperma de cereales, probó la analogía entre ambos tejidos. 

 Se destaca el hecho que, tanto la descripción de la estructura y del desarrollo 

del suspensor como la del endosperma, son novedades para la especie, y 

también para la familia Amaranthaceae. 

 Se probó la presencia de ricinosomas tanto en las células del suspensor como 

en las del endosperma y se demostró la relación entre la presencia de 

ricinosomas y la muerte celular de las células del suspensor y del endosperma 

destinado a morir durante el desarrollo 

 En el desarrollo del suspensor y del endosperma de quinoa, se evaluaron una 

serie de parámetros tales como los cambios morfológicos en el núcleo y en el 

citoplasma, la endo-reduplicación, la fragmentación del ADN nuclear. 

 Utilizando un anticuerpo contra la enzima Cys-EP, por microscopía electrónica 

de transmisión se demostró que los los ricinosomas se originan a partir del 

RER. 

 Se determinó el patrón de síntesis de almidón y su relación con el patrón de 

evolución de la  MCP. 
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 Los datos aquí generados, referidos a la síntesis del almidón establecen las 

bases para futuras aplicaciones biotecnológicas.  
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Figura.S.1 Representación esquem atica del desarrollo de la semilla de quinoa desde el 
estado que sigue a la doble fecundación hasta al estado de semilla madura. En todos los 
casos los esquemas corresponden a la seccion longitudinal media. 
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