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RESUNEN.

La biotecnologia de plantas es un campo de investigacidn que
ha tenido en loé dltimos afios un gran euge en paises desarrolla
dos. En nuestro pafs un drea que puede ser impulsada y en la --
cunl existe la infraestructura técnica y cientffica necesaria es
en propegacidn clonal de plantas. De los sistemas de propagacién
clonal in vitro, la embriogémesis somitica posee amplias perspec-—
tivas, para producir masivamente plantas de interés comercial o a

gricola.

Como resultado de la presente inveatigneién, =6 propone una
metodologia para el manejo de embriones som&ticos en forma indivi
dualizada, a través de la encapsulacidn de embriones adventicios,
en ella se ‘eiguieron doe 1lfness de trabajo:

1.) Lograr la obtencidn de embriones asexuales de alta calidad, -
en ol sistema de embriogénesis somética de alfalfa ( Wedieago sa-
tiva L. ), utilizando como principales criterios de calidad: 1la

respuesta en embriogénesis, el rendim.iento en el nimero de embrio
nes, el contenido de protefinas de reserva 7S y 11 S ( marcador
bioquimico ) y la frecuencia de conversién de embriones somAti-—-
COS.

2,) Desarrollar una metodologfas de encapsulacién de embriones so-
mAticos, 1o que incluye: producir una watriz de encapsulacién, -
que cubra, proteja y permita la germinacidn y desarrollo de em—-—-
briones somdticos encapsulados, evaluando sus condiciones de pro
duccidn, redisolucidn y manejo; ¥y evaluar el comportamiento de

los embriones en 1a matriz de encapsulacién.

Con respecto al primer punto, se propone un muevo protocolo

de embriogénesis en alfalfa 4 TO.34, en donde se utilizan pecfo—-
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los como fusnte de indeulo. Iz induccidn de la embriogénesis se
1levé a cabo en medio Bse suplementads ¢on 1.0 mg/1 d_e 2,4~D, 0,2
mg/l de Kn, 1.75 &/1 de casaminodcidos ( opcional ), 30 g/1 de sa
carosa y 9 g/1 de bacto agar, durante 12-15 dfas. Para la dife
renciacién de los embriones, se transfirieron los inéculos a me
dio de deaarrollo ( Bse sin reguladores y suplementado con 1,75

&/1 de casaminodcides, 30 g/1 de sacarosa y 9 g/l de bacto agar ),
durante 24-27 di{sg. La germinacién de embriones som&ticos padu-
ros ge obtuvo en medio MS basal al 50 %, suplementado con 15 g/l

de sacarosa, 0.0l mg/l ae GA} ¥ 8 g/1 de vacto agar.

Se encontrd que la respuesta de alfalfa A 70.34 ( una lfnea
ocuya mayor aportacidn genética proviene de Medicage sativa ), es
relativamente baja cuando se parte de semilla ( 1G-15 % ), por -
geleccidn recurrente se alcanzaron respuestas mayores al 90 %. En
alfalfa F1.1 ( genotipo de Medicago falcata ), la respuesta es co

miimmente mayor al 30 %, sin seleccidén recurrente.

Se separaron las fases de induccién y desarrollo de los sis-
temune de embriogénesis somética de alfalfa A 70.34 y apio, con lo
que se obtuvieron: mejor morfologia en los embriones, disminucidn
en el grade de asincronfa de las etapas de desarrollo embrionario
¥ en alfalfa A& T70.34 una mayor tasa de sintesis de proteinas de
reserva 7 S y 11 S. Ademds, se probd el efecto de casamincBcidos
en ambas Tases de la ontogenia de los embriones somdticos de al-
falfs A T70.34, encontrandoge que 1.75 g/1 de casaminodcidos en el
medio de desarrolle, contribuye a sumentar el rendimientc y cali-
dad de los embriones. Yos casaminodcidos no son esenciales en la
induccién de la embriogfnesis somdtica de alfalfa A 70.34.

El 4cido abscisico { 0.1-1.0 mg/l ), aplicado al medio de de
sarrollo, hace aumentar el grado de sincronia de embricaes somdti
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cos de alfalfa A 70.34.

Se prob$ el efecto de diferentes tipos de“strese’( hidrico,
obacuridad, ABA, disminucién en la fuente de carbono, etc. } en
el desarrollo de embriones somé&ticos de alfalfa A 70.34 y Pl.1,
ia respuesta no se ve afectada por la presencia del“sbreas',’ no a-
8{ el rendimiento que disminuye; pero en cambio se observd un in-
cremento en la sintesis de protefnas de reserva, principalmente
por efecto del &cido abscisico a 0.5 mg/l y por desarrollo de los

embriones en completa obscuridad.

Se caracterizd el patrén de protefnas de reserva en emdbrio-
nes somiticos de alfalfa A 70.34 y Fl.1, se encontrdéd que corres—
ponde con el determinado e¢n semillas. Ias protefnas de reserva -
7S ¥ 11 S, pueden ser utilizadas como un mayrcador bio.quimico
del proceso de diferenciacién de embriones somiticos de alfalfa,

para aumentar la calidad de sus embriones.

En 1la segunada linea de trabajo, se encontrd que el algina-
to de sodio al 1,25 % y el &cido poligalacturdnico (pectinato) al
7.5 %, funcionan adecuadamente como matriz de encapsulacién para
contener embriones somiticos de apio y alfalfa; 1las cédpsulas de
alginato y pectinato se forman por reaccién de intercambio iénico
con cloruroc de calcio 100-200 mM, estas tuvieron un didmetro de
4-6 mm, permiten la difusién de nutrimentos del medio de cultivo
hacia las cdpsulas y no limitan el desarrollo y germinacién de em
briones somiticos de estas dos especies, 10 que se comprobtd con
la evaluacién de las cinéticas de crecimiento de embriones de a-

pio encapsulados y no encapsulados,

Bl cloruro de trifeniltetrazoleo al 0.1 %, es un buer indica
dor de la viabilidad -de embriones somédticos de apio y alfalfa.
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Con 1la inclusidn de medio de cultivo en las cédpsulas de algi
nato y pectinato y con un preacondicionamiento de embriones somi-
ticos de apio se alcanzaron porcentajes de conversién de embric-—
nes encapsulados cercancs a8l 80 %, en comparacién con los contro-

les sin encapsular que fueron cominmente del 90 £,

Con la aclimatacién de pldntulas de apio en invernadero, pro
venientes de embriones encapsulados y no encapsulados, s=e com--
pleté el sistema de propagacién masiva in vitro de apic, que in-

cluye la encapsulacién de embriones somdticos.

La tecnologia de produccidén de "gemillas artificiales" estd
en el inicio en muestro pals. Al igual que en otras Areas de 1la
biotecnologia, es necesario una gran cantidad de trabajo constan
te y metédico, para aprovechar la riqueza de nuestros recursos.
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1. INTRODUCCION.

El cultivo de tejidos vegetales es un término que abarca
diferentes metodologias como: Obtencién de plantas haploides,
Obtencién de plantas tolerantes a algin estrés ambiental, Obten
cidén de metabolitos secundarios, Preservacidn de germoplasma, Re
combinacién de DNA, Pusién de protoplastos, Cultivo de meriste
mos para la obtencién de plantas libres de virus y Micropropa-
gacién. De esta ltima los principales caminos para la regenera
cién de plantas in vitro son: propagaciyén por dpices y yemas axi
lares, organogénesis { formacién de organos adventicios ) y en
briogénesis somAtica ( formecién de embriones a partir de célu

las que no son producto de fusién gamética ).

En varios cientos de especies se ha logrado obtener embrio
nes somdticos. Una de las principales aplicaciones de la embrio
g6nesis no sexual es 1’ posibilidad de producir semilla clonal o
artificial a través de 1a encapsulacién de embriones somdticos,
como una alternativa a los altos costos que requiere la propaga-
cidn clonal in vitro de especies vegetales econémicamente impor
tantes, mismos que hasta ahora han limitado en gran medida 1z

aplicacién comercial del cultivo de tejidos vegetales.

El impacto de la produccién de semillas artificiales a bajo
costo serf{a muy grande, ya que se utilizar{a la infraestructura
de los sistemas de produccién de semillas sexusmles, con lo que
se podria incrementar 1la produccién de cultivos importantes a
partir de la propagacién por semilla clonal, aprovechando prinei
palmnente los sigstemes altamente mecanizados, como los utilizados

en la siembra de semillas peletizadas.



La produccién de semilla seleccionada requiere de altos
costos, 1los cultivos destinades para la produccién de semillas,
generalmente ocupan zonas de altos rendimientos agricolas, con
suelos fértiles y con una amplia provisién de humedad. Los agri
cultores necesitan anualmente enormes cantidades de semillas pa
ra sus cultivos, en Bstados Unidos cada afio se utilizan 310 mi-
llcnes de KEg de semilla de mafz y 56 millones de Kg de semilla
de sorgo { USDA, 1979 ).

Bl rendimiento de los campos destinados para la produccidn
de semillas, se ve disminufdo por una gran cantidad de factores
como: sequias, plagas, heladas, etc., con lo que los costos de
produccidn se ven incrementados al invertir en riego, plaguici--

das, insumos, mayor uso de maquinaria y mano de obra.

Posteriormente, para la produccién de semilla certificada
son necesarics: maquinaria, instalaciones y trabajo para cose—
char, secar la semille, seleccionarla y almacenarla. Ademds 1la
adicién de fungicidas e inéecticidas a las semillas para preser-
varlas en buenas condiciones, hace que aumenten los precios que
el agricultor tiene que pagar al proveedor de semillas.

Para el desarrollo de la tecnologia de produccidn.de semi
llas artificiales a partir de la encapsulacidén de embriones somd
ticos se deben superar dos objetives: primero, contar con uno o
més sistemas de embriogénesis somAtica que produzcan embriones
de slta calidad y segundo, desarrollar unz matrig de encapsula
cidén que proteja al embrién, pero gue no limite su desarrollo,
con la posibilidad de incluir diferentes componentes como: sales
minerales, fertilizantes, reguladores del crecimiento e incluso
mieroorganismos. La tecnologia una vez probada »n uno o dos sisg

temas de embriogénesis, se podria extrapolar a otras especies im
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portantes donde el proceso embriogénico in vitro sea posible.

Una especie importante en donde se ha lograio regenerar -
rlantas via embriogénesis somAtica es 1la alfalfa ( Medicago sa-
tiva L. ) ( McCoy y Walker, 1984 ), sus embriones somdticos pre-
sentan cualidades que los hacen buenos candidetos para ser encap
sulados { Redenbaugh, 1986 ), poseen un tamafic adecuado para ser
manejados ( 2 & 5 mm ), los embriones pueden ser obtenidos en re’
lativamente poco tiempo ( 5 a 7 semanas ) y ademds es un sistema
que ha sido estudiado ampliamente poxr cultivo de te;jidos vegeta-
les.

Ia alfalfa es una leguminosa forrajera muy utilizada en 1la
alimentacién de gam.do', es importante por su alto contenido pro
téico, aunque presenta notable deficiqneia en metionina, tripto
fano y cisteina.

La regeneracidén de plantas de alfalfe in vitro, parece ep
ter controlada por tres factores: cantidad y tipe de reguladores
del crecimiento utilizados exégenamente como fuente de auxina, -
concentracidén de citocinina exdgena y fuente y nivel de nitré-
gono en el medio de regeneracidén { McCoy ¥y Walker, 1984 ).

Otro sistema de embriogénesis somdtica  que ha sido amplie-
mente estudiamdo es en apio ( Apium graveolens L. ) ( Orton, 1384),
la obtencidén de embriones a partir de hoja cotiledonar en presen
cia de 2,4-D es un hecho bien establecido { Vegn, 1987 ).

La produccién de semillas de origen no sexual ha sido pro-~
yuesta por Murashige, (1978). Posteriormente, siguiendo este
fin Kitto y Janick (1980), iniciaron trabasjos de encapsulacién
con embricnes sexuales de citricos, =& los cuales les eustituye

ron sus cubiertas naturales, nor una cubierta artificial.
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_Actualmente en Estados Unidos y Francia, se tiene ya la meto
dologfa establecida para la produccién de semillas artificiales,
pero en México apenas se estdn desarrollando trabajos sobre el te
ma, ademis es necesario crear metodologfas acordes a las condicio
nes econdmicas y de desarrollo de nuestro pails, para frenar la ya
de por sf, gran dependencia econdémica y tecnolégica con los paf—

ses desarrollados.

1, HIPOTESIS:

. El sistema de embriogénesis somdtica in vitro que produzea
embriones, con altos porcentajes de germinacién y contenido de
proteinas de reserva, sers el més adecuado para producir semilla
clonal via encapsulacién de embriones sométicos,

El alginato de sodio y el Acido poligalacturdnico {pectinato),
producen geles que permiten encapsular embriones somdticos obteni
dos in vitro, 1las cApsulas que permitan el desarrelle ¥y germina
cién de embriones encapsulados, serdn las més adecuadas para la

produceidn y manejo de emdriones, como semilla clonal,
A,  OBJETPIVOS GENERALES:

Obtener embriones somdticos in vitro de alta calidad, en uno
o més sistemas de emdbriogénesis somética, vor manipulacidn de las
condiclones de cultivo.

Producir un anflogo de una semilla sexual a través de la en--
capsulacién de embricnes soréticos obtenidos in vitro, utilizando
geles gque produzcan esferas que no limiten el desarrolle y germina

cién de embriones encapsulados.
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B. OBJETIVOS PARTICULARES i

Ovtimizar el sistema para la obtencidn de embriones somdticos

de alfalfa { Medicago sativa L. ) linea & 70.34, por varia-

¢ién & los componentes de los medios de cultivo, asf{ como el
ajuste de la duracidén de las etapas de inducciédn, desarrollo

¥ germinacién.

Evaluar, analigar y cusntificar 1la sintesis de protefnas de
regserva TS y 11 S de embriones somAticos de alfalfa, ( -
1fneas A 70.34 y ¥1.1 ) durante el desarrollo, en condiciones
gimilares a las que sufre un embrién sexual antes de entrar

en latencia, con el fin de obtener embriones de alte calidad
nutricional y con mayores pei-spectivas de supervivencia y ger

minacién.

Obtener masivamente embriones somfticos de apio ( Avium £ras-
veolens L. )} tipo Tall Utah 52-70, por medioc de embriogéne--

8is somdtica in vitre, para su encapaulacién.

Desarrollar una matriz de encapsulacién en forma de esfera, -~
gque cubra, proteja y permits la nutriecién de embriones somdti
cos encapsuladog, evaluando sus condiciones de produccién,

redisolucién y manejo.

Bvaluar la germinacién y desarrollo de embriones somdticos de

apio encapsulados en alginato y pectinato.

Obtener pléntulas de apio aclimatadas en invernadero, prove-

nientes de embriones sowmdticos encaypsulados y no encapsulados.



III. REVISION DE LITERATURA.

A.  ALFALFA.

A.l. Agronomfa.

La alfalfa ( Medicago sativa L. ), es una de las especies fo .
rrajeras mds productivas del mundo, actualmente se cultivan al-~
rededor de 35 millones de hectdreas con esta especie { McCoy ¥
Walker, 1984 ).

Se utiliza principalmente para la alimentacién de ganado le=-

chero, por su alto contenido protefco.

iedicagg sativa, es una leguminosa originaria del cercano O~
riente y centro de Asia. Irédn cor}stituye el centro geogréfico
que méds comurmente se mencions como lugar de origen de le alfal
fa, este cultivo se considera como la primera especie forrajera

domesticada por el ixombre.

Es una especie de polinizacién cruzada, tetraploide (2n= 32)

y depende de los insectos para su reproduccidn.

Lesins y Gillies (1972), describen a M. sativa como: hierba
perenne, con flores color pirpurd, vainas 8in espinas y enrolla-
das en estrecha rosca, 1la vaina mide de 2 a 5 mm de didmetro
¥ los pétalos presentan nervacién parsiela, asimismo indican que

se conocen aproximadamente 62 especies pertenecientes al género
Medicago.

Como leguminosa, la alfalfa tiene relacién simbiotica mutua-



lista con la bacteria  Rizhobium meliloti ( Burton, 1972 }.

Es un cultivo de clima templado, los princinales factores ~
ambientales que 1la afectan son el frfo y el exceso de lluvias.
Varias enfermedades e insectos causan una sensible disminueién ~
en la preoduccién de alfalfa. Barnmes et al. (1977), indican que
21 enfermedades, 10 insectos y 3 nemAtodos son los principales -
problemas patolSgicos en alfalfa, entre los més importantes es-
tédn: la marchitez bacteriana ( Corynebacterium insidiosum }, la

pudricién de la raiz ( Phytophtora megaaperma ), 1la antracnosis
{ Colletotrichum trifolii ) ¥y la enfermedad de las hojas { Pseu

dopezize medicaginis ).
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A.2. Pmbriogénesis sexual en alfalfa.

La polinizacién de alfalfa la realizan princivalmente los in
sectos, en condiciones naturales del 80D sl 90 ¥ de la fecundacién
a8 cruzada, entre los principales insectos polinizadores estédn
los géneros Nomia, Bombus -y Apis ( Barnes et al., 1977 ).

Ia fecundacién generalmente ocurre entre las 24 y 27 horas
- posteriores a la polinizacién. Por lo comin sélo un tubo polfni
co penetra en el micrépilo y entra luego al saco embrionaric, -
entre las sinergidas y la ovocélu}_.a. Las sinergidas no son des--
truides por el tubo polinico, sino que persisten algin tiempo deg
pués de la fecundacién ( Stanford et ai., 1972 ).

El tubo polfnico libera los dos gamefos masculinos cerca de
la ovocélula. Un gameto se adhiere al ndcleo de ésta mientras -
que el oiro se une a los micleos polares que se fusionan para for
mar la cflula madre del endospermo. El niicleo del pameto masculi
no, que estd adherido al micleo de la ovocélula aumenta de tamafio,
y por dltimo se fusiona con la cromatina de los dos nicleos. El
cigoto se divide transversalmente, alrededor de 31 horas después
de la polinizacidn se produce un proembrién bicelular que consis-
te en unn c¢élula basal agrandada y oira apical mds pequefia. Des~
pués de 120 horas de que ocurrio la polinizacidn, el embrién con
tiene hasta 16 células { Stanford et al., 1972 ).

Fridriksson y Bolton (1963), describen el desarrollo del em—
brién: Las células del cigoto se dividen en sentide transversal
¥ periclinal para formar una mesa esférica ( estadc globular ),
el emdrién tiene entonces una simetria radial. Al principio esta

masa esférica es de aproximadamente 0.2 mm de didmetro pero llega
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a 0.6 mm antes de que la organogénesis de los cotiledones comien

ce.

Posteriormente ciertos grupos de células de los lados opues
“tas de la periferia del #pice se transforman en meristendticos pa
re. producir los cotiledones, en este punto el embrién tiene una
forma acorazada., Iuego los cotiledones se alergan y ocupan ung
posicidn paralela al eje principal y producen el estade de "tor-

pedo”,

Los cordomes provasculares se diferencian tempranamente en
el embrién. BEn el embrién maduro, los primordios de las nuevas -
hojas estdn en el dpice del tallo.

Los primeros ewventos organizacionales en la embriogénesis se
xual son similares tanto en monocotileddneas como en dicotileddé——
neas, pero eu etapas posteriorss se aprecian diferencias, una -

de ellas es la depogicidn de proteinas de reserva,

Alrededor de la mitad y etapas finales del desarrollo del em
brion, ocurre la sintesis de protefnas de reserva, que serin 1la
fuente de nitrégeno durante la germinacién. A diferencia de las
semillas de cereales, en leguminosas el endogpermo no es el sitio
primario de acumulacidn de proteinas de reserva, sino el embrién
mismo ( Larkins, 1981; en Villegas, 198€ ).

En muchas leguminosas el endsspermo es consuzido a mnedida
qué son formados el eje embrionario y los cotiledones, estos ¥l

timos forman la mavor parte del embridén y la semilla.

Una caracteristica de las gemillas de alfalfas es que pueden
perzanecer en latencia por largos perfodos { hasta 10 afios ),

mientras no tenzan condiciones favorables para geruminar.
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B. API0.
B.1. Agronomf{a y caracteristicas generales.

Bl apio ( Avium graveclens L. ), pertenece a la familia Umbe
1liferae, su origen se situs en el sureste de FEuropa y la costa
mediterrdnea de Asia menor, probablemente los Griegos, hace 3,000
afies 10 utilizaron.como medicina y condimento ( Orton, 1984 ).

Actualmente el apio tiene gran aceptacién en Europa y Esta
dos Unidos, de aquf su importancia como producto de exportacién.

De la especie A. graveolens tres variedades son cultivadas a
nivel mundial: variedad Dulce (Mill) Pers.; wvar. Rapaceum (Mill)
Gared Beaup y var. Secalium (Mill), 1a primera variedad se divi
de en dos tipos: el blanco dorasdo y el verde o Utah., En nuestro
pafs log tipos que tienen mayor drea de cultive son; Tall Utsh "
52-70 y Florida ( veza, 1987 ).

El apio es una planta herbicea bienal Aque crece aproximada

mente un metro, su nimero cromosémico diploide es 2n = 22 = 2x,

Como planta 'adulta presenta peci{olos nervados, anchos en la
base y con gran acumulacidn de granos de almidén, vosee un siste
ma radicular poco extenso. En el primer aflo de desarrollo la =-
planta produce un tallo corto y rigido de 7.5 a 15.0 cm de largo,
en el segundo afio nace el tallo florsl, muy ramificado, alcanzan-
do en la madurez. una altura de 60 a 90 cm, Las flores, pequefias
e individuales ( 2 a 3 mm ), son de color blanco verdoso y tienen
la caracteristica de autopolinizarse ( Jacobsen et al., 1979 ).

La semilla madura mide de 1.5 a 2.0 mm de longitud, presenta

un embrién pequefio; localizado en la parte central de la semilla,
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rodeado por el endospermo, 1la samilla presenta latencia, que se
'rompe cuando es cultivada in vitro en presencia de humedad y luz
continua ( Vega, 1987 ).

El proceso de germinacidn de semillas de apio se inicia econ
1a elongacién del embridn dentro de la semilla, aumenta el tamafio
de los cotiledones y al sexto dfa la rad{cula penetra completamen
te en el endospermo y la cubierta de la semilla, A medida que -
los cotiledones y la radicula gse elongan, el endospermo se va de
gradando progresivamente, el tipo de germinacién es epigeo, Pre

sentando dos cotiledones alargados y fotosintéticos.

Bl método de propagacidén tradicional de apio es por semilla,
resultande pléntulas peguefias y con alta susceptibilidad a varia-
ciones ambisntales. Para obtener un mejor desarrollo es prdctica
comin el uso de almégigos, el crecimiento de la pldntula es len-
%o, bprincipalmente en los estadios tempranos, el trasplante a
campo se realiza cuande la pléntula alcanza de 10 & 15 em de aitg

ra, proceso gque toma de 6 a 10 semanas.

Es un cultivo de clima templado, necesita una buena provie~-
sién de agua, altos niveles de nitrdégeno ( 23 Xg/ha ), sulfatos
( 46 Xg/ha ) y potasio ( 46 Kg/ha )}, con un éptimo de temperatu
ra para su desarrollo entre 20 y 22 % Crton, 1984 ).

En muestro pais se siembra todo el afioc en las zonas de Xochi
mileo, Tléhuac y el Bajfo y en los estados de Baja California y
Sonora en los meses de octubre y noviembre ( Vega, 1987 ).
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C. PROPAGACION CLONAL POR CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES.

La propagacidn clonal in vitro, posee un gran potencial para
producir a gran escala plantas de interés comeycial, es critica
cuando se tiene germoplasma de alta caelidad y :10 se quiere que se
experimente meiosis y recombinacidn genéticz, como es el caso co
min de la reproduccién sexual ( Redenbaugh et al., 1986 ).

Algunas especies vegetales son propagadas vegetativamente in
vitro a nivel comercial; fresa, wpapa, espirrago, helechos, =
clavel y jitomate ( Sharp et al., 1984; Redenbaugh et al., 1986 ).

Ha habido poco uso comerciml del cultivo de tejidos en 1la -
produccidén de mayor ndmero de especies vegetales porque los méto-
dos utilizados requieren intenso trabajo manual, se obtienen ba
Jos volimenes ds produceién y el costo por unided es més alto en
comparacién con las précticas agricolas actuales ( Iutz et al.,
1985 ).

Log métodos de multiplicacién vegetativa in vitro mds comu--
nes gon: propagacién por yemas axilares, meristemos y Apices; or
ganogénesis y embriogénesis somética.

El primer método implica colocar el tejido en un medio de
proliferacién para inducir la produccién y desarrollo de brotes,
éstos son reciclados ( medio de multlipicacién ), hasta que se ob
tiene el nivel de produccién deseado, posteriormente 2los brotes
se enraizan y finalmente se aclimatan en invernsdero, usuelmente
se obtienen de 5 a 10 propégulos por ciclo de cultivo, de este mo
do se propaga clavel ( Navarro, 1985 )} y otros cultivas como eri
santemo y fresa. Algunas de sus ventajas son: es posible obtener
plantes libres de virus y la variacién fenotipica es menor, compa
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rada con otros sistemas de propagacién clonal ( Hu y Wang, 1983 ),
sin embargo el método requiere wuna gran cantidad de trabajo ma

nual.

Por otreo lado el proceso organogénico reguiere la fomacién
de brotes o raices adventicias, ya sea directamente del indcule
( hoja, tallo, rafz, pecfolo, etc. ) o con intervencién de una fa
se de callo, los brotes deben enraizarse y posteriormente aclima
tarse en invernadero, este método requiere menos manipulaciones
que el anterior, peroc necesita una mayor cantidad de fuente de i
néculo y se obtiene una baja cantidad de propdgulos ( Styer, 1985).

La produccién de plantas vis embriogénesis somdtica es el
método de propagacién in vitro que muchos investigadores conside
ran con mayor potencialidad ( Lutz et al., 1985; Asmirato, 1987;
Gupta y Durzan, 1987 ).

Ia embriogénesis somitica proporciorna muchas ventajas: gran
cantidad de embriones, en muchas lfneas celulares de zanahoris se
pueden obtener millones de embriones sométicos en cultivos en sug
pensién o biorreactores ( Sung et al., 1984; Styer, 1985 ); pre
sencia de meristemos radical y apical en el mismo embrién ( bipo
laridad }; mayor facilidad de manipulacién y escalamiento: la -
poeibilidad de inducir latencia en los embriones ( Ammirato, -
1987 ); 1la acumulacién de reservas energéticas a utilizar en el
proceso de conversién y la produccién de semilla clopal a través
de la encapsulacién de embriones sométicos ( Redenbaugh gt al.,
1984 ), con la opcidén de optimizar el proceso, hacerlo altamen

te mecanizado y a bajo costo.
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C.1. Embriogénesis somdtica por cultivo de tejidos vegeta-

Jes.

Ia célula es la unidad fundamental de los organismos vivos
¥y s88lo pueden aparecer nuevas células a partir de las preexisten
tes, tales son los postulados de la teoria celular propuesta por
Schwann y Schleiden en 1838, las primerass investigaciones en cul

tivo de tejidos vegetrles se avocaron a comprobar estza teorfa.

Tedricamente cualquier célula de una planta tiene la capaei
dad de regenerar una planta comclets, a esta caracterfstica se -

le conoce como totipotencia.

La regeneracidén puede obtenerse por organogfnesis o vor em
briogénesis asexusl, ambos proceses gon comunes tanto in vive co
mo in vitro. Tisaerat gt al. (1979), indican que se han reporta
do 99 familias de angivapermas que incluyen 239 esvecies donde
se hha observado embriogénesis asexual in vive. Ademds reportan
que hasta entonces se habfa logrado regenerar a 132 especies. de
32 familias por embriogénesis somdtica in vitro, & la fecha el -
nimero de especies regeneradas por esta via debe ser mucho mayor.

£1 proceso de embriogénesis asexual ha sido identificado
con diferentes términos: apomixis; poliembrionia; embriogénesis
nucelar, esporofitica, adventicia y somdtica. En el caso de em
briogénesis in vitro, un téﬁniro general y de uso comin es em--

briogénesis somdtica o adventicia, mismo que emplearemos aguf.

v

En especies que presentan embriogénesis asexual natursl se
ha observado que tiene su origen en tejidos especi{ficos: endos-
permo, integumento interior, células antipodales, suspensor y el
mismo embrién cigdtico, como regla general la embriogénesis age-

xugl in vivo ha sid> confinads & estructuras intraovulares ( -



- 15 =

Tisserat gt al., 1979 }, ejemplos imnortantes, en la familia Ana
cardiaces el género Mangifera sp. y en las Rutaceas el género -~
Citrus so. { ‘Litz, 1987 ).

En el caso de la embriogénesis sonmdtica in vitro, existe una
gran variedad de tejidos y &rezanos de donde se han obtenido em—-
briones adventicios ( tallo, hoja, endosnmermo, cotiledédn, hivoed-

tilo, embridn cizético, rafz, peciolo, etc. }.

Hace 30 afios gue fueron publicados los primeros reportes de
rezensracidén via embriogénesis somdtica en zanahoria { Daucus -
carota }, deade entonces 3: han tudblicado una gran cantidad de es
pa= Al =

tudios para obtener embriones somAticos.

En términos generales la resouesta embriozénica en una esve-
cie se ve afectada nor: el genotivo y edad del infeulo: tiro v
concentracidn de s2les inorgzinicas v aditivos orzdnicos; resulade
res del crecimiento ¥ condiciones de incubacidén., Como es de no-
tar muchas variables estdn involucradas en la regeneracidn in wi-
%ro por embricgénesis somdtica, lo cual constituye un reto gque -
puede ser superado con trabzjo constante y metéddico, analizando -

no factores aislados, sino el comportzamiento integral del cultivo.

El oroceso embriogénico asexual puede seguir dos grandes h-l:%
trones de desarrollo: 1) embriogénesis directa, en la cual los -
embriones se originan directémente del tejido en ausencia de pro’
liferacidn de callo { procesc semiido oprincipalmente en 1= em-
briogénesis asexual in wive ) y 2) embriogénesis indirecta, en
donde para el desarrollo de un embridn es un prerrequisito la for
macién de una masa de células relativamente organizadas llamada
callo { Sharp et al., 1980 )

En la mayoria de los reportes de regeneracién in vitro via
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embriogénesis somftica se sigue la ruta indirecta.

En un cultive in vitre, las células pueden clasifiefrse en
competentes‘y determinadas. El término competencia se le asigna
8 las eélulas que poseen la informacién genética necesaria vars
tomar un camino de diferenciacién ( embriogénesis somdtica u or
ganogénesis ), cuando son colocadas en condiciones de cultive s
decuadas { Ammirato, 1987; Christianson, 1985 ). Una vez compe~
tente un tejido responde al balance hormonal de un medic y expe~

" rimenta induccidén hacia un caminoe de diferenciacién. la determi
necidn, se refiere a células que ya tomaron un camino de diferen
ciacién, en este proceso 21 potencisl de desarrollo viene a ser
restringido a un camino particular ( Ammirato, 1983; Litz, 1987 ).

Aunque no existe duda de que hay células competentes y de~
terminadas en plantas superiores, no se conoce a¥n 8i estas pro
piedades son de células individumles & de grupo ( Christianson,
1987 ), porque no todas las células de un indculo se dividen, ni
mucho menos terminan su desarrollo en una planta. BEn calles de
- ung variedad es posible distinguir diferentes tipos de c6lulasa,
desde simples diferencias en forma, color y textura, pasando por
las que tienen respuesta embriogénica o no ( Sondhal y Sharp, -
1977 ), hasta las que tienen diferenciaes a nivel bioquimico en
su contenido de protefnas, como es el caso de callos embriogéni-
coa y no embriogénicos de zanahoria, chichare y arroz { Choi y
Zung, 1984; Stirm y Jacobsen, 1987; Chen y Iuthe, 1987 },

La importancia del proceso de embriogénesis somética, radi-
ca en que los embriones somAticos siguen durante su desarrocllo
las etapas morfolégicas caracteristicas de la embriogénesis ge-
xual ( Ammireto, 1983; Dos Santos et al., 1983; Sung et al., -
1984 ).
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c.2, Eventos organizacionales en embriogénesis somatica.

Las principales etapas de desarrollo del proceso de embrio
génesis somdtica pueden ser divididas en amplias categorfas: In
duccibén, Desarrollo y Conversién o Germinacién ( Ammirato, -
1987 ).

Induceidn,
!

El proceso de induccién puede ocurrir en una de dos formas:
lcs tejidos de algunas especies sélo necesitan ser ceclocados en
un medio basal y las células comienzan a ser embriogénicas ( pre
sencia de células determinadas pre—embriogénicamente ), otros dg-
ben ser colocados es un medio m&s complejo, con reguladores del
crecimiento proporcionados exégenamente. En el primer caso, las
células son ya determinadas y 5610 necesitan las condiciones ade
cuadas yara producir embriones somAticos, sin la intervencién de
una fase de callo ( embriogénesis directa ). En el segundo las
células se dediferencian y reproducen formando callo ( embriogé-
nesis indirecta ), estas células pueden encontrarse en estado
comvetente y pasar al estado de determinacién, donde pueden en o
casiones observarse estructuras proembrionarias, 1la produccién
de callo es tipica cuando se sigue la ruta de embriogénesis indi

recta.
Desarrollo.

En algunos casos como alfalfa el desarrollo de embriones so
mAticos puede obtenerse en el mismo medio de induceidn { Meijer
y Brown, 1987 ). En zanahoria el desarrollo sélo se inicia cuan
do el callo es transferido de un medio con reguladores ( usual

mente 2,4-D )} a un medio sin resuladores { Sung et al., 1984 ).
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"El desarrollc de embriones somiticos in vitro exhibe los es
tados morfogenéticos caracterfsticos de la embriogénesis sexual
{ estados globular, corazér y torpedo ). EL estado globular se
caracteriza por presentar una estructura esférica de células con
citorlasma denso, grandes cranos de almiddn, ndecleos orominentes
¥y voco vacuoladas, las mismas caracterfsticas se presentan en cg
lulas embrionarias sexuales v meristemdticas ( Sharn et al., -
1989; Dos Santos et al., 1983 ). Posteriormente en los embrig
nes somdticos se observan centros de actividad celular que dardn
origen a los primordios cotiledonzres, en este momente el em-
brién adquiere una tipica forma de corazén, finalmente con la e
1ong{aeién de los cotiledones y el desarrollo del meristemo api-.

cal el embrién llega a la etana de torpedo ( Ammirato, 1987 ).

Conversién,

La gerninacién o conversidn del embridén somftico es la Wlti
ma etap: del desarrollo de un embrién para llegar a pldntula. En
la conversidn de embriones sométicos generalmente no se requie-
ren reguladores del crecimiento ¥y en ocasiones sélo las sales al
50 4 de alain medio de sultivoe, Desafortunadamenie 1la mavoria
de 108 revortes en enbriogénesis somdtica no indican porcentajes
de conversién, los estudios sge centran srincivalmente en el ore
ceso de embriogénesis, en les factores que la controlany en te
ner la seguridnd de obtener por conversidn algunas pléntulas. -
Tannoco indiean gue norcentajes de 1as vléntulas obtenidas, so--
breviven en condiciones de invernadero, Esto es oprobatlemente -
debido a que no se tiene un criterio bicsuimico que diamostique
calidad y viror de un embrién durante su desarrollo, Jon los -
vorcentajes de conversién dnicamente se comprueta Si un emoridn

es de cnlidad al firal de su desarrollo, v+ro no nos indica gue
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factores pudieron haberse cambiado durante su desarrollo, vara a
gegurar su conversién. Este es el fin del andlisis de proteinas

de reserva, utilizarlas como un marcador bioquimico para determi
nar las condiciones necesarias in yitro para obtener embriones so

miticos de alta calidad. "

Adn cuando se ha reportade que cientos d§+§§§gcibs pueden
tomar el camino embriogénico in vitro, existen:nuchoa retos a su
perar. Ammirato (1987), se refiere a los principales: 1) El pro
ceso embriogénico es repetitivo, el embridn mismo puede ser cen—-—
tro de embriogénesis y desarrollar embriones secundarios en la ba
se de la radfcula, ésto es cause de uno de los princicales proble
mas en embriogénesis somAtica, la falta de sineronfa en las dife
rentes fases de desarrollo, de aqui{ la importancia de separar las
fases de induccién y desarrollo proporcionando "pulsos® cor-
tos ( pulso - exposicién del indculo a reguladores ¢ a algin otra
variable ), para evitar la continua accién de los regulsdores del
crecimiento, 2) Pueden existir embriones dobles, triples o en =
grupos que al germinar generan brotes miltiples. 3) El desarro--
1lo de los cotiledones puede ser anormal, poseer uno, dos ¢ mAs -
en un solo eje embrionario, su desarrollo puede ser pobre 0 in--
cluso estar fusionados o incompletos. 4) El embrién cuyo desarro
1lo fue norm&l puede no germinar o hacerlo parcialmente con apari
cién s86lo de brotes o rafces. 5) Algunas etaﬁas de desarrello, -
maeden ger muy rdpidas, lentas o no presentarse. 6) Como embridn
al fin de su desarrollo no presenta ningdn tipo de latencia, como
el que experimentan embriones de origen sexual. 7) Finalmente no
se han encontrado las condiciones para que los embriones sométi--
cos acumulen substancias de reserva utilizables durante la zermi-

nacién,

Algunos de los problemas anteriores pueden ser solucionados
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optimizando las condiciones particulares de un sistema de embrip

génesis somdtica.

El conocimiento de los eventos bioquimicos y fisiolégicos
del proceso embriogénico proporcionard mds elementos para la a

plicacién comercial de esta forma de propagacién clonal.

Usando como modelo la zanahoria, ha sido posible regular el
proceso de embriogénesis somitica por la adicién de poliaminas -
( espermidina, espermina y putrescina ) al medio de desarrollo
( Bradley et al., 1984; Feirer et al., 1984 ). Por otro lado =
comprobando estas observaciones Feirefe_'g al. {(1985), encontra
ron que la adicién de inhibidores de sintesis de poiiaminas espe ’
cialmente de espermidina trajo consigo la reduccién del desarro
1lo embriogénico en zanahoria. S5in embarge Litz vy Schaffer ( ~-
1987 ), han encontrado que al adicionar poliaminas al medio de
cultivo no afectan el inicio de la embriogénesis somitica en te-
Jjido nucelar de mango, incluso la eépermidina inhibid el desarrg
1lo de callo en unc de los cultivares estudiados. En el mismo eg
tudio Litz y Schaffer encontraron que la embriogénesis somitica
proveniente de tejido nucelar de mango, no es dependierte del es
timulo con 2,4-D, explican que el papel del 2,4-D puede ser el
de clonar células determinadas pre-embriogénicamente, hasta que
una suficiente densidad de células permife una alta respuesta em
briogénica. Sugieren que el estudio a nivel bioquimico del desa
rrello in vitro puede proporcionar maver comprensién de los meca
nismos que controlan la embriosénesis somética, aunque finalmen-

te no aportan pruebas que comprueben su teoria.

Otro grupo de substancias que se cree que tienen actividad
moduladora en embriozénesis sordtica son las oligzosacarinas { o-

licosacdridos capaces de regular procesos fisioldgicos ). En ta
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baco se ha reportado la modulacién de la regeneracién de plantas

por oligosacarinas ( Darvill, 1985 ).

Los estudios realizados hasta la fecha, indican que el conp
cimiento de los procesos morfogenéticos de plantas desarrolladas
in vitro es disperso y que se necesita una gran cantidad de in-

vestigacién tanto a nivel bésico como aplicativo.
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c.3. Embriogénesis somAtica en alfalfa.

Los primeros reportes de regeneracién in vitro de alfalfa
( Medicago sativa L. ), fueron publicados a partir de 1972 por el
grupo de E. T. Bingham de 1la.Universidad de Winsconsin.

La organogénesis fue el camino de regeneracién de alfalfa -
hasta principios de la década de los 80's { Stavarek et al., 1980;
Reisch y Bingham, 1980 ) a partir de entonces la mayoria de 1las

publicaciones son via embriozénesis somdtica.

Para la propagacifén de Medicago, précticamente se utiliza
cualquier parte de la planta, predominando el uso de tejidos jé-

venes como hipoeétile y cotiledén.

El cuadro 1 muestra una revisién de estudios sobre regene-
racién de alfalfa por embriogénesis somfitica, en donde se resalta:
el genotipo, fuente de inbculo, medios de cultivo y rezulado~-

res del crecimiento.

Una caracterf{stica importante de la regeneracién in vitro de
alfalfa es su fuerte dependencia del genotipo, como lo demuestran
los estudios de Mitten et al. (1984) y Brown y Atanassov (1985),
quienes determinan, estudiando 35 y 76 cultivares regpectivamen=-
te, que existe una mayor respuesia embribgénica cuando 1la varie--
dad en cuestiln posee una mayor contribucidén genética de Medicago
falcata que de Medicago sativa.

Los porcentajes de regenevacidn en alfalfa son muy variables,
dependiendo de la fuente de germoplasma, de cultivar a cultivar y
de planta a planta, por su caracter{stica de sar una esvpacie rre
dominantemente de polinizacién cruzada ¥ consecuentemente con -

alta variabiliand genét'ica .
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Cuadro l.- Dmbriozénesis sonitica en alfalfa ( Medicaro sativa T. ).

Medios y reguladores {(mg/l)

Variedad Inéculo Ref.
Induccién Desarrollo Conversién-
Regen S Qvario ¥y SH 4.65 ANA sS4 11 2,4-D SH 0,95 ANA 143)
peciolo 2.15 Kn 1,08 Kn 10 GA3
A-15 Hipoedtilo Boi 22 2,4-~-D Boi J.2 ANA Boi S/R 97
cotiledén 1.08 En 2,15 ¥n . : :
pecfolo ¥
hoja
Tucerna Cotiledén  MS 2 2,4-D ¥S S/R Boi. . 'S/R%
_ hipocétilo 0.25 BAP . '
Saranac - Hipocétilo Bol 2 2,4-D  Boi S/R Boi . S/R:
Ladax® Hipoctilo SH 4,65 ANA  SH 11 2,A-D Boi S/R .~ 86 -
Norseman 2.15 Kn 1.08 Kn . a
Turkistan
Nomad
Regen S Ovario y SH 4.65 ANA  SH 11 2,4-D — 114
peciolo 2.15 ¥n 1.08 En :
Rangelan® Cotiledén B,n12,4-D  Boi S/R SH 0.02 ANA. 13
der hipocdtilo 0.2 ¥n
Regen S é
Kane SH 11 2,4-D
SCMF3T13 1 Kn
Br 1% Rafz e SH 1 2,4-D — SH- . .S/R .. 94 -
Te 1 hivoedtilo 21.5 Kn
Heirichs ] )
LS 1 ANA — 1S S/R
6 Kn
é .
SH 11.2 2,4-p Boi S/R Boi S/R

1.08 Kn

Contima ...
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Cuadre 1l.- Continuacidn...
3 ¥ ( 3 -
Variedad Inéculo fedios v reguladores (me 1) Ref
: Induceidn Desarreito Conversidn
Heirichs Raiz e Boi 2 2,4~D 3Boi  3/R Boi S/R a5
hiosedtilo 2 ¥n
é
54 11.2 2,4~
1.08 Kn .
¥l.1l Peciolo ~ WS 5 2,6-D NS 5/R s - S/R 83
hipocétilo 1 Kn :
hoje

a ~ més 31 variedades: b - més. 72 veriedades; c - méa 7 variedades;
Se presentar las variedades con mzyor resguveste.

Agreviaturas:

S  MNurashige v Sxzooz (1962)
34 Schenk vy }ildebrandt (1872)
LS Linsmaier y Skoog (1$65)
3vi Bleydes (195¢)

cato { Brown ¥ Atanassov,

1223 ),

Gaborg et al. (19€8); =wodifi

GA3 deido giberélico

2,44-D dcido 2,4-diclorofencria-

cético
ANA écicio naftalenacétisg
Kn Finetina
3/R  in resuladores
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Una formz de obtener altas respuestas embriogenicas e€s selec
_ cionar ¥y clonar plaentas embriogénicas mediante un proceso conoci-
do como "seleccién recurrente” ( mismo que fue empleado en este -

estudio ).

Los ciclos de Selececidn recurrente pueden incrementar una -
frecuencia de regeneracidén de menos del 10 #% hasta 70, 80 & in--
cluso el 100 #. De hecho, la variedad Regen S, de donde se han
obtenido diferentes lineas gque han servido para varios estudios =~
en embriogénesis somdtica, proviene de una seleccibn y cruza de
s6lo 5 genotivos, 4 drovenientes de la variedad Saranac y 1 de -
la variedad bupuits ( McCoy y iWalker, 1384 ), estas variedades de
acuerdo con Brown y Atanassov (1986), poseen bzja respuesta em—--

briogénica.

La seleccién recurrente indica que el proceso embriogénico
es heredable. Reisch y Bingham (1980), plantean gue la capacidad
de regeneracién en alfalfa puede estar controlada por dos genes -

que denominan Rnl ¥y Bm sin embargo no aportan evidencias expe

2'
rimentales suficientes para comprobar su aseveracién. Brown Yy
Atansssov {(1985), ereen gque el némero de genes implicados debe ~

ser mavor al observar 1a recpuesta de 76 cultivares.

Ia regeneracién in vitre de alfalfa via embriogénesis somdti
cq, parece estar controlada por tres factores: 1) tipo y cantidad
de regulador de crecimiento usado como fuente de auxina, 2) con-
centracién de citocinina endégenn y 3) nivel y fuente de nitrége-
10 reducido en el medio de regeneracidn ( MeCoy y walker, 1984 ).
Se necesita un minimo de 25 mM de NH; para la diferenciacién de
enbriones somdticos de alfalfa ( McCoy ¥ walker, 1984 ). Le adi-
cidn de aminodcidos ( case{na hidrolizada ), mejora la cantided v

posiblemente la calidad de embriones somiticos ( Meijer v Brown,
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1987 ), especificamente prolina, alanina, arginina v glutamina

( Stuart et al., 1985 ). Los reguladores de. crecimiento se uti-
lizan para la induccidn de la embriogénesis, cominmente se em——
plea una auxina o una combinacién auxina-citoeinina. Para el de-
sarrollo se disminuye o eliminan los reguladores del crecimiento.
La conversién generalmente se lleva a cabo en un medio sin reguls
dores, aunque existen reportes donde se utilizan bajas concentra
ciones de auxinas y giberelinas { Dos Santos et al., 1983; Brown

¥y Atanassov, 1985 ), Con resvecto a la fuente de carbono Meijér
y Brown (1087), han verificado cue el 3} % de sacarcsa usado comix
mente en los medios de cultivo es la concentracién méds adecuada ¥y

no hay razén pargt variarla.

A partir de cultivo de protoplastos también se han obtenido
embriones somdticos. El cuadro 2 contiene une revisién de estu
dios sobre regeneracién de glfalfa por cultivo de protoplastoes,
En estos reportes se observa que la embriogénesis somftica puede
ger obtenida en diferentes condiciones a nartir de callo o direc-
tamente de tejido de hoja, es de notar la carencia de estudios so

bre fusién de protoplastos en alfalfa.

Recientemente, Groose y Bingham {1984) y Nagarajan v #alton
(1987), han estudiado diferentes caracteristicas de plantas rege—
neradas in vitro de alfalfa por variacidén somaclonal, aprovechan
do la variabilidad genética per se que Droporciona el desarrollo

vy regeneracién a partir de callo.

Con resnecto a la seleccidn in vitro de nlfalfa Croughan et
al: (1378), selecrionan lineas celulares tolerantes a 1 % de NaCl
en el medio de cultivo. Reisch y Bingham (1951), obtienen el de-
sarrollo de plantas resistentes a etionina, un andlogo de 1a me

tionina.
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Cuadro 2.- E=briogenesis so~4tieca por cultive de nrotoplastos en

Nedxrcogo s2tiva L.

Medios y reguladores ( mg/1l )

Variedad InbSculo Bef.
Cultive Induccién Desarrollo Conversidn
Canadian Ho ja Kao Kao ——— Kao 55
0.1 Zea S/R
1l 2,4-D
Lucernn Ho ja Kao M X3 K3 29
0.2 2,4-p 2 2,4-D 0.05 ANA S/R
1 ANA 0.25 Kn 0.5 BAP
Regen S Callo —— SH Boi SH 53
de 11 2,4-D S/Rm 0.05 ANA
peciolo 10 GAJ
Citation Cello Kao o 35 SH Boi o LS SH 6
Answer de 1 2,4-D 11 2,4- S/R 5/R
Regen 3 cot., o S'En 1 Kn
hip. ¥
hoja
Rangelander Hoja Kao NR NR NR 27

Regen §

Kao Xao {1977)
UM  Uchimiya y Murashige (1974)
MS Murashige y Skoog (1962)
Boi 3Blaydes {1966)
SH  Schenk y Hildebrandt (1972)
‘LS Linsmaier y Skoog {1965)

5 Gamborg et al. (1968)

GAJ 4cido geberélico

2,4~D Acido 2,4-diclorofenoxi-

acético

ANA  Acido naftalenacético

Zea Zeatina

BAP  Bencil amino purina

Kn Kinetina

NR No reportd
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C.4, Embriogénesis somAtica en avio.

Williams y Collin (1976), fueron los primeros en publicar la
regeneracién in vitro via embriogénesis somética en apio ( Apium
graveolens L. ), en su estudio utilizaron cultivos de células en
suspensién, en donde obtuvieron: embriones somAticos en diferen
tes fases de desarrollo, grupos de células y estructuras radiculag
res, a este respecto suéieren que la organogénesis puede ocurrir

cambiando condiciones de cultivo.

En apio el desarrollo de embriones somdticos puede ser obte-—
nido en el mismo medio de induccién, inclusc de nueatros resulta -
dos el proceso completo de embriogénesis ( induecidn, desarrollo
y conversién ), es vosible obtenerlo en un solo medio, no obstan
te es preferible separar cada etapa de desarrolle porque en un s0O
1o medio la continua aceidén de la auxina 2,4-D, redunda en bajos

porcentajes de germinacién y poblaciones altamente asincrénicas.

A diferencia de alfalfa, en apio el genotipo no es un factor
determinante para la regeneracién de plantas por embricgénesis sg
midtica, en cambio la proporcién auxina-citocinina es critica para
-'log:rar la obte;xcién de embriones soudticos ( Orton, 1984 ), otro
factor que parece ser importante es la fuente de nitrégeno. Al-Ab
ta y Collin (1978), en uno de loe pocos trabajos donde se éstudi&
el efecto de la fuente y nivel de nitrégeno en apio, encuentran._
que el incremento al doble en la concentracifn de amonic en el me
dio de desarrollo ( MS }, aumenta la cantidad de embriones obteni
dos, sin embargo, _cuando se tripiica 0 cuadruplica la concentra-
cién de amonio, se inhibe el desarrollo embriogénico, qheda.ndo -
los embriones en estado globular. En el mismo estudio confirman

que el 3 % de sacarosa usado como fuente de carbono es la concen—
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“tracién méds adecuada para el desarrollo de embriones so~éticos de

apio.

En el cuadro 3 se presentan diferentes estudiog de embrio-
génesis somAtica en apio, se aprecia gue la fuente de inéculo ha
sido cominmente peciolos y en algunos casos hipocétilo y que el
medio empleado es por lo comin el propuesto por Murashige y Skoog
(1962).

El desarrollo embriogénico de apio, sigue el patrén general
de otras especies cultivadas in vitro, es decir se presenta la se
cuencia de fases de desarrollo globular, corazén y torpedo ( Al-
Abta y Collin, 1978; Zee y Wu, 1979; Vega, 1987 ).

Al igual gue en otras especies el sistema de embriogénesis
gomdtica de avio, produce poblaciones de embriones con asincronia
en sus fases de desarrollo. Al-Abta y Collin (1978), obtienen
sincronia en la etapa globular al someter a callos embriogénicos
a alta.sl concentraciones de sacarosa y amonio, desafortunadamente

esta sincroni{a se pierde con el desarrolloc posterior.

Como fue propuesto por Vega (1987), el sistema de embriogéne
ais somética de apio posee un amplio potencial para ser usadol co~
mo un modelc biolégico, desde la aplicacién biotecnolédgica ( pro-
duccidén de semillas artificialea ), hasta eatudios en biologfa -
bésiéa { andlisis de protefnas embriogénicas ). El trabajo reali’
zado por Vega (1987), permitié usar el sistema de apio para desa
rrollar alg:._.mos aspectos de la tecnologfa de producclén de semi—
lla clonal,
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Cuadro 3.- Embriogénesis somdtica en apic ( Apium graveolens L. )
" “Dulce ( Mill ) Pers.

Cultivar Indeulo Reguladores del crecimiento ( M )

Ref:
Induccién Deaarrollo Conversién -
Latham Pecfolos 0.23 2,4-D 0.23 2,4-D s/n 107
Planching _—
Latham Peciolos 2,2 2,4=D 2.2 2'4_DL S/R .l44
Blanching internos 2.7 Kn 2,7 Kkn '
Lathar Self Pecfoloa 2.2 2,4-D 2,2 2'4-DL s/ S EEES
2lanching 2.7 Kn 2.7 Xn . o
Florimart Peciolos 5.4 ANA 4.5 2,4-D 0.54 ANA 16
jbévenes 0,47 Kn 4.7 En 13.9 ¥Xn
New Dwarf Pecfolos 2,2 2,4-D 22.6 2,4-D S/R 30
White 2.7 Kn .
New Dwarf Hivocétilo 2.2 2,4-D 0.25 2,4-DL . S/R 2
¥hite 2.7 Kn 2.7 En
Apio Chino Peciolos 2.2 2,4-p 2,2 2'4-DL 2,8 ®n 147
Tall Utah Yemas 4.5 2,4-D 2.2 2'4—DL 2.3 é,4—’D . 100
52-70 R axilares 4.4 BA 0.46 En 4.5 Zeatina
Tendercrip Hojas y 6.8 2,4-D 6.8 2,4-D S)R 11
pecfolos 2.7 Kn 2.7 En
New Dwarfl N. R, 2,2 2,4-Dp 2.2 2,4~-D s/R 30
thite 2.7 Kn 2.7 En
Tall Utan Peciolos 9.2 2,4-D 0.45 - 2.7 /R 37
52-70 R 4.4 BA 2,4-D
Gaud-Beaur Pecfoles 2.2 2,4-D 0.4 BA /R 12
PI169201 v jbévenes 2.7 Kn
FI171€70
New Dwarf Peciolns 2.2 2,4-D 2.2 2,4-D varias 145
White 2.7 En 2.7 FKn hormonas

2,4-D - Acido 2,4-diclorofenoxiacético; Kn ~ Kinetina; BA - Rencila-
minopurina; ANA - Acido naftalenacético; S/R - sin remlado--';é.

NCTai: Bt todns los cmsos se reportaran comd medio (s) al p: k.,uesto
nor ¥urashive v skoog (1292)}.. Fuente; Vern (1987).
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D. PROTEINAS DE RESERVA EN SEMILLAS.

Las proteinas presentes en el desarrollo embrionario son de
dos tipos ( Danielson, 1976; en Villegas, 1986 ):

1) Proteinas metabdlicas: enziméticas y estructurales, relacig
nadag con la actividad celular normal, incluyendo la ainte-
8is del segundo tipo:

2) Proteinas de reserva, de acuerdo con Derbyshire {1976), pue
den ser definidas come cualquier proteina acumulada en canti
dades significativas durante el desarrollo embricnario ¥y que

durante la germinacidn son hidrolizadas réApidamente.

Las protefnas de reserve en la semilla, proporcionan nitré
geno y amincfcidos al embridn mientras viene a ser autétrofo, an
tropocéntricamente son fuente de proteina en la dieta humana.

Por razones operacionales las proteinas de reserva pueden
ser divididas en cuatro grupos de acuerdo a su solubilided ( ©s-
borne et al., 1898; en Villegas, 1986 }: Albfiminss, Globulimas,
Prolaminas y Glutelinas, las cuales son solubles en agua, 80lu
cién salina, solucidén alcohélica y soluciones deides o alcali-
nas, respectivamente.

Las semi)las de cereales y leguminosas difieren en el tipo,
cantidad y sitio de deposicién de proteinas de reserva, Rn pro-
medio las semillas de cereales contienen 10 % de protefna, mien-
tras que en leguminosas el contenido varia entre 25 y 35 %. BEn
cereales la fraccién de proteinas prolaminas constituyen la ma-—
yor parte de las proteinas de reserva, en leguminosas lo es la
fraceién de globulinas. Las proteinas de reserva en cereales se

localizen en el endospermo, en leguminosas en el embridn y coti
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ledones.

En semillas de leguminosas, la fraccién de protefnas de re-
serva globulinas, produce en gradientes de sacarosa dos grupos
de vroteinas con coeficientes de sedimentacién de 6-8 Sy 11-13 S
con pesos moleculares de 150-200 Kd y 350 Kd, respectivamente y
con puntoa isceléctricos en un intervalo de pH de 4 8 6 ( Ville
gas, 1986 ). A partir de 1976 la fraccién 6-8 S se 1le ha llama-
do Viecilina y a8 la de 11-13 3 Iegumina o simplemente proteinas -
Ts y 11 s, respectivameme.

1a legumina ( 11 S8 ), son proteim hexsméricas, compuestas
de seis subunidades ( M = 60 X4 )}, cada una de las cuales consig
te de un polipéptido relativan:!ente dcido enlazado por puentes di
sulfurc a un polipéptido bdsico ( Lycett, 1984 ).

Ia vieilina ( 7 S ), son protefnas menos definidas, con un
peso molecular de 150,000, con subunidades de 50,000 Daltons,

Ambas globulinas se encuentran presentes en la familia Legu
minosae y adn en otras plantas dicotiledéneas.

La sintesis de proteinas de reserva en leguminosas inicia
con la endoreduplicacién del genoma, durante el desarrollo em——
brionario y termina cuando la semilla va perdiendo humedad y en
tra al estado de latencia. Las proteinas 78 y 11 8 se deposi

tan en cuerpos protéicos.

Atn cuendo la relacidn en protefnas 11 S y 78 no ha si
do completamente estudiada, hay una gran similtud en la composi-
¢ién de aminofcidos de las proteinas vicilina v legumina entre -
diferentes especies leguminosas, lo que hace pensar que tienen —
ancestros genéticos comunes.
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D.1. TProtefnas embrio-~especificas en embriogénesis soma-
tica.

Las proteinas de reserva han sido propuestas por Stuart gt
al. (1985), como un buen marcador bioguimico del proceso de em-
briogénesis gomdtica en alfalfa, con el fin de obtener embriones
somdticos de alta calidad.

Unc de los primeros estudios en donde se analizé la sintesis
de proteinas de reserva en embriones somdticos, fue llevado a ca-
bo por Crouch (1981, 1982), quien determiné el patrén de sintesis
¥ acumulacién de proteinss en embriones sométipos ¥y cigbticos de
Braggica napus, encontré dos proteinns de reservs embricespecifi
eas; una glicoproteina 12 § y una proteina bdgica 1.7 S. Aun--
que ambas protefnas se encueniran presentes en embriones cigéti--
cos y somdticos, el tiempo y extencidén de acumulacién son dife-~-
. rentes, siendo mucho menores en embriones sométicos.

BEn el sistema de embriogénesis somitica de zanahoria Sung y
Okimoto (1981), encontraron dos protefnas embrio-ezpecificas, sin
embarge su presencia no es constante ¥ no obtuvieron suficientes
evidencias para decir que el control interno de la embriogénesis
es debido a cambios bioquimicos occurrides antes de la determinf--
cién embriogénica de las oélulas ( el cambio de competencia & de
$erminacién ocurre en zanshoria cuande se eliminz la auxina del -

medio de cultivo ).

En alfalfa, Stuart gt al. (1985), demostraron que exists sin
tesis de protefnag de reserva en embriones somdticos, en el and-
lisis de proteinms en geles de poliasorilamids, las bandas 7 § y
1S correaponden a las encontradas en embriones cigdticos, asi-
mismo, encontraron que una baja éxpoaici6n y concentrac.én de
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2,4=D en el medio de induccién se traduce en una mayor sintesis
de proteinas de reserva, en un mejor desarrollo de los embriones
¥ en una mayor tasa de conversién. Concluyen que las proteinas
de reserva pueden ser un buen marcador bioguimico para el diag--
néstico de embriomes con calidad y vigor.

Recientemente Stirn y Jacobsen (1987), analizan el patrén
de protefnrs de callos embriogénicos y no embriogénicos de chi-
charo, encontrandec que gon idénticos a excepcidn de dos polipép-
tidos ( M = 45 Kd y 70 Kd, respectivamente ), que se encontra--
ron consistentemente en callos embriogénicos, ain cuando no ha
cen ninguna mencién que estas proteinas se relacionen con protef

nas de reserva.

En un estudio similar Chen y Luthe (1987), encuentran dos
polipéptidos ( M = 54 Xad y 24 Kd ), presentes en callo embriogé
nico de arroz { Oryza sativa L. ), pero ambos polipéptidos no -
fueron detectades en callo no mbrio'génico de 12 misma especle,
en este estudio tampoco se hace comparacién alguna con las prot_q_i

nag de embriones cigéticos.

Bl estudio a nivel bloguimico de los eventos organizaciona-
les y de desarrollo de la embriogénesis gsomdtica, seguramente po
drd dar mayor informacifén para el manejo y aplicacifén de la pro
pagacibén clonal por cultivo de tejidos, &in embarge es de recono
cer que hace falts una gran cantidad de estudios a egte nivel pa-
ra llegar a comprender los procesos de dediferenciacibén y redife-

renciacién de plantas in vitro.
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E. INMOVILIZACION Y MICROENCAPSULACION DE MATERIAL
BICLOGICO.

La inmovilizacién de células es una técnica utilizada en cul
tivo de tejidos vegetales, principalmente para la produccién de
metabolitos secundarios, las técnicas de atrapamiento incluyen el
ugo de diferentes polimeros como: aquitosanas, agar, agarosga, ge
latinas, alginatos, carragenina, poliacrilamida, etc. ( Paredes,
1986 ). Uno de los geles que es muy utilizado en la immoviliza
cién de células vegetales es el alginato, quien mantiene desoués
de la immovilizacién altas tasas de viabilidad, respirabién. désg
Trollo vy div;sién celular, en comparacién con ctros polimeros -
( Enorr gt al., 1985 ).

Para encapsular embriones somdticos Redenbaugh et al, (1956)
retoman el procedimiento de irmovilizacidn de células vegetales y
lo adaptan para proponer 1a produccién de semilla clonal con el
Qesarrollo_ge pléntulas hasta invernadero. Sus resultsados son po
sitivos y concluyen que los alginatos son los geles més adecuados
para encavsular embriones sométicos de alfalfa, coliflor y avio.

De aquf la importancia de conocer mis acerca de las caracte-
risticas de los alginatos.

E.1l. Propiedades y estudios donde se utiliza alginato.

Fl alginato de sodio es un polisacArido soluble en agua, a
diferencia del alginato de caleio que es un gel insoluble ( Gisby
¥ Hall, 1980 }. BEl alginato de sodio es un gelificente que es ex
traido de algas marinas pardas, entre ias cuales se crcuentran:

Macrocystis pyrifera L., laminaria hyperborea L., Laminarias digi-
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tata L. y laminaria saccharing ( Windnholz, 1975 ).

El alginato de sodic es insoluble en alcohol, cloroformo,

dter y soluciones dcidas que tienen un »H menor de 3.

El alginato de sodio que es extrafdo del slga Laminaria hy-
nerborea L., tiene una alta relacidén 4cido gulourdnico/Acido manu
rénico { G:M ), por lo que al entrar en contacto con soluciones
de sales de calcio, ocurre una reaccidén de intercambio iduico,
forméndoge inmediatamente el gel de alginato de caleio, la consis
tencia del gei estard dada_en bese = la relacién G:M y por los
enlaces formados entre los grupos car‘boiilicos ¥y moléculas de dci
do gulourdnico, :

Algunos de los estudios donde se utiliza al alginato de sg
dio como agente immovilizanie o como matriz de encapsulacién, mon

los siguientes:

Kiersten y Bucker (1977), hau'tenido éxito en la immoviliza
¢ién de células de levadura ( Saccharomyces cerevisiae y Kiuyve-

romyces marxianus )}, enzimas ( glueosa oxidasa ) y organeles ( -

cloroplastos y mitocondrias ), en alginato de caleio al 1 6 2 %,

Las células permanecieron vivas y con actividad metabblieca parsg -
producir etano]. hasta por 10 dfas, de igual modo mencionan gque

tanto enzimas como organelos manifiestan actividad metabllica.

Gisby ¥y Hall (1980), inmovilizan c¢loroplastos en esferas de
alzinato de calcio, en presencia de un buffer bioldgico, dAcido
N-2 hidroxietilpipirizine-N-2 etanosulfénico (HEPES) a un pH de
7.5, més 1 % de albumina de suerc bovine, Sus estudios de immovi
lizacidn de orgmnelos son con el fin de realizar estudios ~etahé-

licos, en la produccidén de hidrégeno en organelos encapsulados.

El algirato puede estar combinado con otras subatanciang, rva
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ra propercionar diferentes propiedades a la matriz de encapsula
cién. _Kﬁmaraswamy et al. (1981), reportan la immovilizacién de
enzimas en una matriz de cido alginico y copolimeros de polig———
crilamida, 1los grupos carboxilicos del #4cido algfnico y los gru-
pos amida del copolimero prouvorcionan sitios de enlace para las

enzimag, 10 que les da una mayor estabilidad quimica.

Por su parte Franklin y Mosa (1981), utilizan células y teji
des de rata, microencapsulan islotes pancredticos y células hepd
ticas en alginato de calcio, ademés cubren a dichas edpsulas con
una membrana semipermeable de polilisins, afirmando que las célu~-

las encapsuladas mantienen au actividad, hasta por 24 dias.

Mattean y Saddler (1982), encapsulan sl hongo Trichoderma sp.
en alginato de calcio, logrando producir glucosa en base a la asp
ciseién micelio-B-D-glucosidasa de Tfichoderma. BEncuentran que
la vida media de la enzima es superior & las 1,000 horas. Lla enzi
pa B~D-glucosidasa es esencial para la conversifn enzimdtica de

celulogsa & glucosa,

Cheethan et al. (13982), trabsjando con células de Erwinia
rhapontici, producen isomaltulosa a partir de soluciones concen-
. tradas de sacarosa, con cflulas inmovilizadas en alginato de cal

cio.

Tipayang v Kosak (1982), producen cuentas gelificadss de al
ginato de caleio, conteniendo lactobacillus vaceinosterium ( dac-

terins fermentadoras }, los organismos encapsulados permanecen -
visbles hasta por 30 dims, preponen el método de encapsulacién pa
ra producir Acido léctico,

Recientemente Kaya y Nelson (1585), proponen una mueva téoni

ca para el control de insectos, 1a cual se bash en la encapsula-
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cidn de los nemAtodos Steinernmema feltiae y Heterohabditis helio-

thidis en alginato de caleio. Producen cépsulas con 300 neméto-
dos cada una, en estade infectivo, que utilizan para alimentar a
insectos, con lo que esperan tener un método para implementarlo

como control biolégico de plagas,

Pravel et al. (1985), estudian el potencial del biocontrol
de enfermedades vegetales, con organismos encarsuladeos en una ma
triz de arcilla-alginato, wutilizan cloruro de calcio y gluéonato
de calcio para producir por intercambio iénico con alginato de so
dio, una matriz de encapsuia.cién. Encuentran que el glucconato de
calcio produce un gel en donde significativamente hay una mayor .
sobrevivencia de organismos encapsulados, gque 8i el intercambio

iénico se reializa con cloruro de caleio.
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B.2. Propiedades ¥y usos de las pectinas.

En el presente eatudio se utilizé al Acido poligalacturénico
como uno de los geles para desarrollar la matriz de encapsulacidn
de embriones somdticos obtenidos in vitro, a continvacién se pre

sentan algunas caracteristicas generales de las pectinas.

Las pectinas son un amplio grupo de polisac4dridos presentes
en las plantas terrestres, se encuentran princivalmente en frutoes
¥ en combinscién con celulosa y almidén funcionan como componen-

tes estructurales de la pafed celular,

Las pectinas son muy conocidas por la propiedad que presen=
tan de formar geles cuando se hacen reaccionar con azdcares y dei
dos. Loa polimeros de las pectinas estén compuestos por unidades
de dcido D-galacturdnico en configuracidén piranosa, con enlaces
glicoafdicos o®-1,4 { Glicksman, 1969 ). Los grupos carboxilo -
del dcido poligalacturdénico pueden encontrarge: esterificados -
por grupos metilo, neutralizados con cationes o como §cidos 1i
bres; de acuerdo al grado de esterificacién las pectinas se nom-
bran de diferente forma { 4dcidos pectinicos, substancias péeticas,
pectinatos, ete. ), vero todos son modificaciones del fcido poli-
galacturénico y se diferencian sélo por su grado de metilacidn.

Las propiedades de 1las substancias pécticas dependen grande
mente de su peso molecular o de su grado de metilacién. Ias pec
tinas industriales contienen un alto grado de metilacidn y gelifi
can con aglicares o fcidos, en cambio los &cidos poligalacturdni
cos con bajo grado de metilacidn tienen la propiedad de gzelifj--
car con iones de calcio, a menor grado de metilaciédn hay una ma
yor cantidsd de grupos carboxilo para reaccionar con iones de -
caleio ( Towle y Christensen, 1973 ).
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En el presente estudio se usard el término Acido poligalac~
turénico o pectinato para distinguirle de las pectinas industrig
les.

La fqrmacién del gel de peotinato se lleva a c¢abo de manera
similar a como se lleva en los alginatos, es decir funcionan como
intercambiadores catiénices altamente selectivos ( Vijayalakshmi
et al., 1979 ).

Para la gelificacién del pectinato se requiere un pH ligera
mente dcidc o neutro, porque dnicamente grupos carboxilos disocia
dos toman parte en la reaccién de entrecruzamiento.

Las pectinas son ampliamente utilizadas en la fabricacién de

congervas y jaleas.

Adn cuando los pectinatos tienen una composicién y ‘estructu
ra similar a los alginatos, han sido poco utilizados para estu—-
. dios de inmoviligacién de material bilolégico. En unc de los po-—-
cos reportes donde se utilize el pectinato como matriz de encapsu
lacidén Vijayglaahmi et al. (1979}, reportan que en la encapsula--
cidn de células de levadura el pectinato permanece estable en wun
intervalo de pH de 2 a 11, el tamafio de las esferas puede ser -
bien controlado en un intervalo de 200 a 400 4, précticamente no
tuvieron problemas de contaminacidén y las células inmovilizadas
mantuvieron su viébiliaad y estabilidad por mda tiempo que si no

estuvieran encapsuladas.

Recientemente Arjona y Magafia (1987), utilizan pectinafo al
5.0 %, para immovilizar células que hidrolizan el almidén de la -
harina del barbasco, indican que el pectinato puede funéionar me
jor como matriz de encapsulacién que el alginato mismo, en la in-

movilizacidén de las células mencionadas.



- 41 -
F.. ENCAPSULACION DE EMBRIONES SOMATICCS.

La propagacién clonal masiva in vitro de plantas superiores
a nivel comercial es un objetivo que en estos momentos avisoran

diferentes investigadores.

La posibilidad de producir un gran ndmero de plantas clona-
das es una alternativa que ofrece el proceso de embriogénesis so
mética.

A la feche gran cantidad de reportes de regeneracién in vi-
tro por embriogénesis somdtica, indican gque probablemente cual-
quier especie vegetal puede regenerarse por esta via, ain espe-—
oies que hastia hace poco eran congideradas como recalcitrantes,
como es el caso de los cultivos mds importantes a nivel mundial:

trigo, arroz y mafz,

Ha habido voco uso comercial del cultivo de tejidos vegeta-
les, 1los métodos de propagacién por cultivo in yvitro unicamen-
te son aplicados a especies ornamentales y horticolas e¢on un al-

to valor unitario.

El escalsmiento de la produccién de plantas in vitro es po
sible si ge desarrollan sistemas de cultivo altamente eficientes
'y en forma mecanizada ( Murashige, 1978; Lutz et al., 1985 ), pa
ra competir econémicamente con los métodos de vropagacién por se
miiia, Una vez gue un sistema de embriogénesis somdtica es bien
esfablecido, es necesario utilizar métodos de fdeil y econdmico

mane jo de los embriones producidos.

3¢ han propuesto diferentes metodolosfas vare propapgar masi
vamente & embriones sométicos: Encapsulacién de embriones aonéti

cos { Redenbaugh et al., 1984 ); Suspeasidn en gel, en un proce
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‘S0, 1lamado "fluid drillirg" ( Sharp et al., 19890; Lutz et al.,
1985 } v secado de embriones sométicos ( Villegas, 1988; comu-

- nicaeién personal ).

A 1a fecha los mayores avances han sido hechos en encapsula
c¢cién de embriones sordticos, por un grupo de investigacién de

Plant Genetics Inc., dirigidos por Keith Redenbaugh.

El objetivo de encapsular embriones sométicos es proporcio-
narles una cubierta 'bastante flexible para amortiguar y prote-_'
ger al embridén, que permitsa su gemin_a.citSn ¥ sin embargo 1o sufi
cientemente rigida para soportar el rudo manejo de las cédpsulas
durante su fabricac::i6n, transporte y plaz;tacidn'f { Bedenbaugh et
al., 1986 )

Para producir un andlogo de una semille de origen sexual -
( un embrién somético encapsulado ), se toma como base la simil
tud que existe con los embriones cigéticos en morfologia, fisio-'
logia y biogquimica ( Redenbaugh et al., 1986z ).

Los embriones somAticos obtenidos in vitro, sipguen durante
su desarrollo, las mismas_etapa.s morfolégicas que en la embriogg_
nesis sexual ( Dos Santos gt sl., 1983; Sung et al., 1984; Ammi
rato, 1987 ). A nivel histolégico las células que disparan 1a4
embriogénesis somdtica, tienen grandes seme janzas citoldégicas y
morfolégicas con células sexuales embrionarins y meristemfiticasg
nicleos prominenteé. poco vacuoladas, ricas en clitoplasma, ete.
{ Sharp et al., 1980 ). A nivel bioguimjco Crouch (1982), de—
mostré que en embriones gomdticos de Brassica nepus hay sintesis
de proteinzs de reserva ( 12 'S ¥ 1.7 S ), mismas que son caracte
risticas y especificas del desarrollo embrionario sexunl. En He

dicago sativa L. Stuart gt zl. (1985), llegan al mismo resulta-
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do, 36lo que las proteinas de reservason la 7 35 y 11 sS.

Para producir semillas artificiales se debe desarrollar una
matriz de encapsulacién que sea capaz de contener y liberar nu
trimentos, reguladores del crecimiento y otros. compuestos necesa
rios para la conversién del embrién en pléntula. Idealmente la
cépsula podria contener substancias y microcorganismos para culti
vares y condiciones ambientales especificas. Ademés el embrién
encapsulado podria ser manejado y plantado usando los equipoa de
siembra de semillas sexuales. -

Se necesita investigacién en diferentes éreas: sincroniza-_
cién del deaarrollo de embriones somfticos ¥ produccidn de Ve-x;-v-.-k
briones sordtices en biorreactor, para 1ograr el eacalamiento de
semillas artificiales. En zanahoma 1la sincronizacién de embrio
nes somdticos es obtenida por diferentes métodos y eh diferentes
etapas, Fujimura y Komamine (1979), obtienen ¥nicamente pobla—-
ciones de embriones globulares nor filtracién y tratamiento con
zeatinﬁ 10_7 M, aunque el desarrollo posterior es asinerdnico. -
Iutz et al. (1985), obtienen hasta 70 % de embriones en estado -
torpedo por-separacﬁn en gradientes de Percoll, filtracién y
tratamientos con dcido abscisico ].0"6 M. Giuliano et al. (1983),
obtienen embriones en etapa corazdn y torpedo por filtracidén en
mallias de 170 M, Por otra parte la vroduccidn de embrionea somé
ticos en biorreactor ys es posible en zanshoria y vrobablemente
en un futuro cercanc en otres cultivos ( Styer, 1985 ).

Kitto y Janick (1980}, iniciaron trabajos para utilizar di-
ferentes compuestos como cubiertas artificiales de embriones, en
sus primeros estvwdios utilizaron embriones sexuales de citricos
a los que les austituy.eron sus cubiertas naturales, por una arti
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ficial; centinuando con sus investigaciones Eitto y janick ( 1981
y 1985z ), reportan diferentes compuestos que utilizan como cu-
biertas artificiales en embriones somdticos de zanahoria, encuen
tran que Polyox WSR-N, Viscalex HY30 y Laponite ALS, son los -
compuestos mis adecuades para usarse como cubierta artifieial. De
estos tres compuestos, Polyox ¥SR-N ( &Sxido de polietileno ), a
rrojé los mejores resultados v es 2l mds utilizado en investiga--
ciones pesteriores, para 1982 los mismos autores encuentran gue
embriones somdticos de zanahoria encapsulados, permanecen via--
bles después de ser cubiertos con Polyox al 2.5 % y secados du-

rante 6 horas.

Kitto y Janick (19B3), determinan la sobrevivencia de embrig
nes somAticos de zanahoria encapsulados con Polyox WSR-N, al somg
terlos a tratamientes con frio ( 4 %¢ ) y dcido avsefsico ( 107°
M ), durante los tres dltires dias de induccidén, encontraron que
estos tratamientos favorecian la sobrevivencia de embriones encap
sulados sobre los testigos sin tratemiento. También encontraron
que el tamafio del embrién es determinante en les vorcentajes de -
conversidn, de tres tamafios probades ( 0.2, 0.4 y 0.6 mm ), la me
jor respuesta para desarrollar pldntulas a partir de embriones -
encapsulados, fue con los de mayor tamafio. Sin embargo, Kitto y
Janick (1985), combinan tratamientos tales como: altas concentra
ciones de sacarosa, frio, ABA y diferentes densidades de infcu
lo, y observan que hay disminucién en la viabilidad de les em--

briones encapsulados ( Kitto y Janick, 1985b ).

Un problema importante en los estudios de Kitto y Janick,
es que la cubierta de encapsulacidén utilizada, tiene un espesor
muy Dpequefio, por lo gue los embriones a pesar de estar provegi

dog contrz cambios ambientales, tienen el inconveniente de que
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se dafian fdcilmente y su manejo serfia muy delicado, por 1lo que el
uso del 6xido de polietileno como matriz de encapsulacidn, es di-

ficil de implementar a nivel comercial.

Redenbaugh et al. (19862), utilizan diferentes hidrogeles na
turales para encapsular embriones somAticos, encuentran que el
alginato de calcio es un gel adecuado paras encapsular embriones -
somiticos de alfalfa, coliflor y apio. El aig:'.nato no presenta -
toxicidad para el embridém, es soluble a temneratura ambiente, no
requiere calor para gelificar y presenta una conaistenc»ia adecua-
da para su menejo en forma de pequedias cuentas esféricas ( Knorr
et al., 19845 Redenbaugh et al., 1984 ). N

Los embriones somiticos obtenidos por Redenbaugh y col., son
encapsulados con alginato de sodio al 3.2 %. Ia frecuencia de -
conversidn de embriones encapsulados a pléntulas, fue de 30 a 40
% en embriones de alfalfa y de 60 a 90 £ en embriones de apio, -
cuando son colocados para su geminﬁcidn en substratos de agar; -
en canbio cuando el substrato fue vermiculita, arena o turba, hu-
bo una baja frecuencia de conversién a pléntulas ( 5 £ ), sin em
bargo demostraron la factibilidad de sembrar a los embriones en—-

capsulados dirsctamente en invernadero.

Recientemente, Redenbaugh et al. (1987}, contimuando con sus
estudios de encapsulacién de embriones somAticos de alfalfa, en-
cuentran que substituyendo la fuente de carbono por maltosa en el
medio de germinacién, eumenta el porcentaje de coaversién de em

briones encavsulados a casi el 50 #.

Con respecto a otras metodologims para lograr la produccién
de grandes cantidades de plantas vor embriogénesis somdtica, Drew
(1979), propone adaptar 1a tecnologia de siembra mecanizada de se

millas pregerminadas ("Fluid drilling"), para liberar grandes can
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tidades de embriones somdticos en invernadero o campo.

Ia siembra de semillas prezerminadas, oproporciona: germing
cién mds uniforme, menor tiempo 4= emergencia en condiciones de
campo adversas y precisién y eficiencia en la siembra de semillas
sexuales { Iutz et al., 1985 ). EL proceso consiate en suspen--
der a las semillas en un gel portadqr suplementado con aditivos,

1las cuales son bombeadas a suelo.

El problema de este sistema de provagacién en el caso de za )
nahoria es que sus embriones somiticos son demasiado peguefios pa
ra manejarlos y se necesita condiciones de esterilidad y alta h
medad per un largo periodo, mientras los embriones vienen a ser
autotrdficons { Drew, 1979 ).

Otra metodologia tendiente a la propagacidén masiva de plan-
tas por ewbriogénesis somética es secando gradualmente a los em
briones somdticos, con lo que 1aa_é.ctividades metabblicas se re-
ducirian al minimo y el embridén entraria a un estado de latencia
forzado. Da idea proviene del grupo de D.C.¥. Brown de la uni——
versidad de Ottawa, y fue propuesta en contraposicién al proceso
de encapsulacidn que se lleva a cabo en condiciones de alta hume
dad,

Las semillas de origen cigbtico pasan le un estado de alta
humedad a uno de desecacién 0 baja humedad en poco tiempo, duran
te este proceso 1la semilla sufre uma gran cantidad de cambios fi
siolégicos que tienen como fin alcanzar el estado de latencia -~

{ Tran y Cavanagh, 1984 ).

La ides de Browa y col., gquiza tiene el problema de miestro
pobre conocimiento de los procesos de induccién, mantenimiento y
romoimiento de latencia en semillas sexuales para extrapolar. -

conclusiones a embriones som&ticos.
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F.1l. Potencial de semillas artificiales.

Los avances iogrados en embriogénesis somdtica permiten pre
ver que diferentes grupos interesados en desarrollar 1a tecnolo-
gla de produccidén de semillas artificiales, competirin para ‘al-
canzar la gupremacia en el campo, lo que seguramente traerd pro-
- blemas a grupos o paises que tarden en enfocar su apoyo a este -
tipo de tecnologies., Un ejemplo ‘palpable son las patentes, en
el caso de semilles artificiales, Redenbaugh et al. (1987), obtu
viéron 1la patente y consecuentemente poca o vaga informacidn se-

- rd obtenida durante un tiempo considerable.

La produccién de semillas artificiales proporcionard siste~.
mas de rédpida propagacién clonal, en donde se combinen las venta -
jas de la propagaeién vegetativa ( incremento en la produecién,
‘uniformidad en ias cosechas y resistencia a enfermedades ), con
-loa bajos costos de los sistemas de produccifn de semillas verda
deras ( Redenbaugh et al., 1986 ). '

Tos usos potenciaies de semillas somAticas son dobles: como
sistema de produccién y como instrumento analitico. las semillas
artificiales ofrecen la posibilidad de desarrollar sistemas de
propagacidén masiva a bajo costo que puedan competir con semi--~
llag verdaderas. La tecnologia provablemente serd utitiizads ri
mero-en cultivos con alto valor unitario; ornamentales y horta-
lizas y posteriormente en monocultivoas.

Como instrumento enelitico las gemilisg artificiales po——-
drian ser una ayuda en estudios de embriogénesis; determinaecién
del papel del endospermo en el desarrollc y germinacién del em—
brién, estudios de formacién de cubiertas de semilla y en varia—

cién somaclonal { Redenbaugh et al., 1987 }.
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La tecnologfa de produccién de semillas artificiasles una vez
probads en una especie, podrd con sus modificaciones, ser adapta

da a cualquier sistema de embriogénesis somdtica,

La industria de semillas serd radicalmente cambiada a medida

que se optimicen los vrocesos de propagacién in vitro,

Actualmente la experiencia muestra la posibilidad de dismi-—
nuir costos de produccién si la conducta del cultivo in vitro es

ta bien conocida y optimizada ( Boxus y Druart, 1980 ),

El costo de semillas artificiales ( basado en el sistema de
alfalfa ), fue calculado en 261.36 d6élares por millén de unidades
6 0.026 eentavos por unidad ( Redenbaugh et al., 1987 ), Este -
costo incluye todo el proceso de cultivo de tejidos, encapsula——-
cibén y gastos generales, y ha probado ser menor que en algunas
especies hibridas y ornamentales. Las semillas de begonia, gera-
nio hibrido, gerbera y petunia tienen un costo unitario de 0.3, -
6.0, 1.4 y 0.35 centavos de déiar,

Redenbaugh et al. (1987), enlistan 10 etapas para la comer—-
ciglizacién de semillas artificiales: 1) seleccionar un cultivo -
en base a su potencial biotecnolégico y comercial, 2) desarroilar
el sistema de embriogénesis somdtica, 3) optimizar el sistema, in
cluyendo la conversién de embriones somiticos, 4) automatizar 1la
produceidén ( uso de biorreactores ), 5) sincronizar las etapas de
desarrollo de los cultivos, 6) detener el desarrollo de los em—-
briones en etapas especificas, 7) desarrollar la matriz de encap-
sulacién, 9) identificar plagas y enfermedades eapec{ficas de se-
millas artificiales y 10) evaluar la produccién agronbmica de =~
plantas provenientes de semillas artificiales.
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G. PELETIZADO DE SEMILIAS.

El peletizado de semillas consiste en que unidades de semi-
1la o semillas son recubiertas con algin material que les cembia
el tamafio, forma y peso original, las semillas pueden ser recu——

biertas parcial o totalmente ( Moreno, 1984 ).

Es importante conocer esvectos de peletizacién si counsidera
mos que con la produccidén de semillas artificiales, serfa posi-- ‘
ble utilizar estos sistemas de produccibn { con sus ventajas ),
¥y as{ lograr una mAs fécil aceptacibn de los agricultores, por -

embriones somdticos encapsulados.

las semillas cubiertas y con una forma determinada, vresen-
tan varias ventajas sobre las semillas naturales, como lo son:
precisifén en la vlantacién de semillas pequefiss y de forma irre-
gular, reduccidn de costos en operaciones manuales, inclugién
de substancias quimicas benéficas para la semilla, uso de menor
cantidad de semillas, uniformidad en el microambiente de la se-
milla ¥y lz implementacién de una alta mecanizacién en los culti-
vos { Roos y Moore, 1975; Hasley y White, 1980 J.

El peletizmdo es utilizado ampliamente en 1la produccién de
semillas de cultivos ornamentales y hortf{colas { Sachs et al.,
1981; Sachs et al., 1982 ).

Una semilla vpeletizada aumenta la mecanizacién, con los sis
temas de produccién existentes, es posible colocar a la semilla
en un espacio y profundidad determinada ( ¥iller, 1971; ¥iller y
Bensin, 1974 ), con lo que se¢ logra una mayor uniformidad en los

cultivos y en ocasiones una mayor produccidn.

3in embargo, las cubiertas proporcicnadzs a las semillasg -
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( arcilla, arena, carbdén activado, polimeros, etc. ). muchas ve
ces limitan la eficiencia de la germinacién y emergencia de las
gemillas ( Sharples, 1981 }, o en otros casos la velocided 'de
germinacién se ve disminuida ( Chrimes y Gray, 1982 ). Repoi'tes
recientes sugieren que la falta de un buen aprovisionamiento de
oxizeno y/o agua, son responsables de la poca germinacién de se
zillas veletizadas { Miller, 1971 ), por lo que se han hecho
divergos estudios ( Sharples, 1978; Sharples y Gentry, 1980; -
Sachs et al., 1981 ), pars encontrar materiales que no limiten

13 germinacién y emerzencia de las semillas.

De los diferentes materiales utilizados como cubierta, el
carbén activado y la a.renilla., han dado buenos resuitados en el
peletizado de semillas { Sharples et al., 1980 ). EL carbén ac
tivado adsorbe una substancia inhibitoria de la germinacién, de
acuerdo con Sharples (1978), esta (=) substancia es producida
por la misma semilla, por su parte la arenilla permite un adeéu_g
do intercambio de oxfigeno entre la semilla ¥y su microambiente
{ Sachs et al., 1982 ). '

La cubierta de las semillas, puede darles forma de tabletas,
pero lo importante es utilizar materiales que favorezcan la ger
minacién y desarrollo de las semillas, Una alternativa es pro-
worcionar a la semilla diferentes substancias como: herbicidas,
fertilizantes, reguladores del crecimiento, microorganismos, ete.
con lo que se tendrfa mayor seguridad de que a partir de unz se-
" milla se obtendrd{ und planta, En el caso de embriones somdticos
encapsula;ioa, se puede optar por la misma alternativa, para pro
ducir en 1o posible a un verdadero andlogo de una semilla de ori
gen sexual.



Iv. MATERIALES Y METCDOS.

A. MWATERIAL VEGETATIVO.

En el presente estudio se travajé con semillas de alfalfa
( Medicago sativa L. )}, variedad Rangelander lfnea A 70.34 pro-
porcionadas por el Plant Research Center de agricultura de Ca-
nad4d, con pléntulas de alfalifa { Medicago falcata ) 1fnea Fl,1l
provenientes del mismo centro de investigacidén y con semillas de
apio { Apium graveolens L. ), wvariedad Dulce Mill Pers. tipe
Tall Utah 52-70 ( semillas marea ITSCO ), importadas de Rstados
Unidos,

B. CULTIVO IN VITEO.

B.l. Preparacién de medios y condiciones de cultivo.

Los medics basales utilizados en la presente investigoeidn
fueron: S (. Murashige y Skoog, 1962 }, MS modificado ( en conte
nido de nitrégeno por Meijer y Brown, 1987 ), SH ( Schenk y Hil
debrandt, 1972 ) ¥y Bse { Villegas y Brown, 1987, modif:icado de
Gamborg et al., 1968 ), 1la composicién de cada medio se indica

en el apéndice.

El pH de log medios de cultivo se ajustd previamente a la -
esterilizacién: el MS, MS modificado y SH a 5.8 2 0,1 y el -
Bse a 5.5 * 0.1 con NaOH o HCL 1.0 N. La esterilizacidn de -
loe medios fue realizada a 1517 1b8/pu132 de presién y 121 %
de temperatura durante 20 minutos,
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La incudacién de los cultivos fue lograda en un fotoperiodo
de luz-obscuridad de 16/8, a una temperatura de 27 * 3 °c; 18 i=
lﬁminacién fue proporcionada por 6 lAmparas fluoreacentes de 39
watts ( marca Philips ), colocadas a-150 om de diatancia de los
frascos de cultivo.

El manejo del material vegetativo se realizé dentro de una
cdmara de flujo laminar de aire filtrado marca Veco unidad GHFI-
Al2 y se trabajé con material esterilizado y/o flameado en al--—

cchol.
B.2. Obtencidn de material aséptico.

Ia desinfestacidn superficial de las semillas de apio y ale-
falfa A 70.34 consistié en sumergirlas en etancl absoluto duran~-
te 1 minuto, inmediatamente después se colccaron en solucién de
cloro comercial al 30#% durante 5 mimutos ( con agitacidén constan
te ), pusteriormente para eliminar los agentes desinfestantes se
lavaron las semillas con agua eaterilizada y se dejaron 24 horas
inmersas en agua. Al cabo de este perfodo se trataron una vez -
mds con cloro comercial al 3075 durante 5 minutos y se lavaron -

3 veces con agua ( Vega, 1987 ).

Las semillas ya desinfestadaes se sembraron en frascos ger--
bter o magentas de 70 x 70 x 100 mm, con 20 y 60 ml respectivamen
‘te de medio de cultivo basal SH o MS al S0%, suplementado con -
10 g/1 de sacarosa y 8 g/1 de Bacto agar. En cada recipiente se
sembraron de 15 a 20 semillas de alfalfa o de 40 a 50 de apio.

La incubacién de semillas de alfalfa A 70.34 fue primero 24

horas en obscuridad y posterior traspaso a las condiciones de fo
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' toperfiodo y temperatura ya descritas. Pars semillas de apio la
incubacién fue en luz continua a la vemoeratura mencionada { Ve-
ga, 1987 ).

En el caso de pldntulas de alfalfa Fl.1 ya se tenfan en con

diciones asépticas y sélo se propagaron por entrenudos.
C. ENBRIOGENESIS SOMATICA.

A continuacién se describen los prot~colos empleados para
la obtencidén de émbrienes somdticos y pléntulas, desarrellados o-
‘riginalmente por Villegas {1986), Meijer y Brown (1987) y Vega,
'(1987), para alfalfa A 70.34, Fl.1 v apio, regpectivamente, -
se separan las faséa de induccién, desarrollo y conversién o ger
minacién,

C.1. Induccién y Desarrollo.

Tanto en alfalfa A 70.34 como en Fl.l, se utilizé como fuen
te de indculo & pecioloa de pléntulas de mds de 45 dias de edad,
se coiocaron de 5 & 7 fracciones de pecfolos de 5-8 mm en cajas
de petri de 60 x 15 mm y frascos de vidrio de $0 x 30 mm con 7-B
ml de medio de cultivo. En alfalfa A 70.34 los pecf{olos se sem-—
braron en medio Bse, suplementado con 1 mg/l de 2,4-D, 0.2 me/1
de EKn, 30 g/l de sacarosa y 9 g/l de Bacto agar, con un tiempo -
de incubacién de 40 a 45 dfas ( Villegas, 1986 ), lo que incluye
188 etapas de induccién y desarrollo, que posteriormente fueron

aeparadas,

En alfalfa Fl.l se sembraron vecioclos en medio MS modifica-
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do, suplementado con 5 mg/l de 2,4-D, 1 mg/l de Kﬁ; 35 g/1 déiggi
carosa y 8 g/1 de Bacto agar, durante 12-15 dfas { Meijer y
Brown, 1987 ). )

El desarrollo de embricnes somfticos de alfalfa 7l.1l se 1llg
vé a cabo transfiriendo callos, vrovenientes de peecfolos, de 12
a 19 dfas de edad, al medic MS modificado sin reguladores del -
crecimiento y suplementado con 30 g/1 de sacarosa ¥y 8 g/1 de Bag
to agar ( Meijer y Brown, 1987 ). Los cultivos son incubedos -

por 20-25 dfas, después de este tiempo se reacatan los embriones.

Durante le siembra de alfalfa A 73.34 y Pl.l, los interno
dog de plantas embriogénicas fueron seleccionados y sembrados en
medio MS al 50 £ sin reguladores del crecimiento, para su clona-

cién ( proceso de seleccidén recurrente ).

En apio 1la fuente de indculo fueron hojas cotiledonares pro
venientes de pléntulas germinadas in vitro de 18-20 dfas de edad,
se gembraron 15-18 hojas cotiledonares vor frasco gerber con 20
ml de medio SH, al que se le sustituyeron los micromutrientes -~
por los del MS, suplementado con 0.5 mg/l de 2,4-D, 30 g/1 de sa
carosa y 8 g/1 de Bacto agar, durante 45 dfas ( Vega, 1987 )}, lo

que incluye las etapas de induceidén y desarrollo.
c.2. Germinacién de embriones somfticos.

Los embriones somiticos de alfalfa A 70.34 de 4I-45 dfas
{ desde la siembra del indculo ), con un tamafio entre 2 y 4dmmy
en estado torpedo, fueron puestos a germinar en frascos gerber
eon 20 ml de medio SH, suplementado con 0.02 mg/l de AIA, 10 &1
de sacarosa y 8 g/1 de Bacto agar ( Villegas, 1986 ). Bn alfal-
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fa Fl.1l la germinacién de embriones somdticos se obtiene en medio
uS al 50%, suplementado con 15 g/l de sacarosa y 8 g/l de Bacto
agar.. En cada frasco se colocan de 15 a 20 embriones somdticos -
con un tamafio entre 2 y 4 mm v en estado torpedo, se evalia la -

germinacidn después de 30 dias ( Villegas, 1286 ).

El medio de germinacidn de embriones somdticos de apio fue
el M5, suplementado con 0.1 mg/1l de Kn, 30 g/1 de sacarosa y 8
g/1 de Bacto agar ( Vegs, 1987 ). Se colocaron de 15 a 20 embrip
nes somiticos con un tamafio entre 2 ¥y 5 mn y en estado torpedo,
en cada frasco gerber con 20 ml de medio, después de 3J dfas de -

sembrados los embriones se evalda germinacién.

D. MANTPULACIONES REALIZADAS EN MEDIO Y CONDICIONES DE CUL
TIVO, PARA OBTENER EMBRIONES SOMATICCS DE ALTA CALIDAD.

D.l. Separacién de las fases de induccidn y desarrollo de
embriones somdticos de alfalfa A 70.34 y apic tipo -

Tall Utah 52.70.

Con objeto de me jorar las respuestas y rendimientos obteni«
dos con los protocolos de embriogénesis originales, hubo necesi-
dad de hacer experimentos tratando de optimizar algunas condicio

nes de cultivo, para obtener enbriones somiticos de alta calidad.

Zn primer lugar se intenté separar las fases de induccibn y
desarrollo, del proceso embriogénico de alfalfa A 70.34 y apio.
Para esto, se sembraron 300 pecfolos de alfalfa A 70.34 ern el me
dic de induccién ( Bge con 1 mg/l de &,4-D, 0.2 mg/l de Kn, 30 -
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g/l de sacarosa y 9 g/l de bacto agar ) ¥ se siguié la siguien ~
te secuencia de trasplante: L ' i

) —= (- — =) Desarrollo

Induccién (

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 42
. dias

a medio de desarrollo ( Bsc sin reguladores, suplementado con
30 g/1 de sacarosa y 9 g/1 de bacto agar }, tomando de 25 a 30 u
nidades experimentales por cada trasplante de medio de induccidn
a medic de desarrollo. Al término del desarrollo ( dfas 40-42 ),
se evalud: 1a respuesta { mimero de indculos con embriones/mime
ro de indculos ), el rendimiento { promedio del ntmero de emw-
briones/indculo ) ¥ el contenido de protefnas de los embriones
somédticos ( ver andlisis de proteinas ), para cada uno de los -
diferentes tiempos de trasplante.

En apio se sembraron 600-700 hojas cotiledonares distrivuf
das ( 16-20 ), en 36 frascos gerber, cada uno con 20 ml de me-
dio de induccién ( SH con los micromtrientes del M3, con 0.5
mg/1 de 2,4-D, 30 g/l de sacarosa y 8 g/l de bacto agar ) y -
se siguid la siguiente secuencia de trasplante:



0 5" 10 15 20 25 30 35 40 45 52 55 60

a medio de desarrollo ( MS suvlementado con 0.1 mg/l de Kn, 32

/1 de sscarosa v B g/l'de Bacto agar ), ‘tomando en cada tras---
plante los‘callos de hojas cotiledonares de 3 frascos gerber. Des
pués de 60 dfas se evalué la produccién de embriones somlticos -
por frasce, para cada uno de 1os diferentes tiemnos de transplan

te,

En alfalfa Fl.1 Meijer y Brown {1987), han logrado separar

las fases de induccién v desarrollo en eata linea.

D.2. Efecto de casaminocdcidos en el desarrollo de embrio=
nes somdticos de alfalfa A 73.34.

Diferentes autores ( Stuart et al., 1985; Meijer y Brown,
' 1?57 )}, han reportado aumento en la czlidad y produccién de em—
briones somédticos de alfalfa, por adicién de aminodcidos a los ~
mediss de cultivo. Con el fin de determinar la concentracién ép
tima de casaminodcidos en el medio de desarrolle, para aumentar

el rendimiento de embriones soniticos de alfalfa A 72,34 y a1l -
mismo tiempo sbtener mayores porcentajes de merminmeién y vléntu
las con mayor vigor, se sembraron 180 pecfolos de alfalfa A 70.
34 en medio de induécién, después de 13 dfas se tranafirieron =
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' 2530 callos de peciolos a cada uno de los siguientes tratamien
tos: 0.0 ( testigo ), 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 5.0 g1 de ca
saminodcidos en el medio de desarrollo ( B5e sin reguladores con
30 g/1 de sacarcsa y 9 g/l de bacto agar ). Cada 4 dfas a par
tir del dfa 8 de estar los indculos en el medio de desarrollo,
se evalud; el ndmero de embriones en estado globular, corazdén ¥y
torpedo con ayuda de un microscopio estereoscépico, y finalmen-
te en el momento del rescate de los emdriones { trasplante a me
dio de germinacién ), se hizo la evaluacibn del rendimiento, la
respuegta, etapas de desarrollo y porcentaje de germinacidn de

los embriones somédticos.

D.3. Bfecto de casaminodcidos en la induccién de embrioc-
nes somAticos de alfalfa A 70.34.

Para obgervar si la mejor concentracién de aminodcidos de
terminada para el desarrcllo de embriones somfiticos de alf=lfa
A 70.34, tenia algin efecto en 1a fase de induccién, se realizé
el siguiente experimento:

Inéculos sembrados Tratamiento
Induceidén Desarrollo
{15 afas) { 27 dfas)
56 Sin casaminoAcidos Sin casaminodcidos
56 Sin csséminoécidos 1.75 g/1 casaminoic.
56 1.75 g/1 casaminodc. 1.75 g/l casaminoéc.

32 1.75 g/1 casaminodc. Sin casaminofcidos
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Se evalué la respuesta, el rendimiento, calidad y germina-

cidn de los embriones sométicos en cada uno de los tratamientos.

Du4e Bfecto del &Acido abscisico { ABA ), en el desarrollo
de embriones somdticos de alfalfa & 70.34.

El desarrollo de sincronia es uno de los principales proble
mas en embriogénesis somdtica ( Lutz et al., 1985 ), 1a asinero
nfa de los cultivos limita no sélo la aplicacién biotecnolégica
de esta forma de propagacidén clonal, sino también su estudio bi
sico. Por un lado la seleccién de embriones maduros en una po—-
blacién de embrionem compuesta por difaerentes etapas de desarro
1lo, sumenta los costos de produccidn, por el gran trabajo ma
nual requerido y por otro lado, el estudio a nivel bioquimico -
de alguna etapa de desarrollo, puede verse enmascarade por la -
presencia de embriones en otras etapas. Con el fin de aumentar
la sineronia de embriones somdticos de alfalfa A 70.34, se rea

lizé el siguiente experimentos

Se sembraron 180 peciolos de alfalfa A 70.34 en medio de in
duccién,- deapués de 13 dias se transfirieron 25-30 calles de pe
ciolos a cada uno de los siguientes tratamientos: 0.0 (testigo),
0.1, 0.5, 1.0, 5.0 y 10.0 mg/l de ABA en el medio de desarrg
1lo ( B5e gin reguladores con 30 g/1 de sacarosa y 9 /1 de bac-
to agar ). Cada 4 dfas a partir del dfa B de estar los callos en
el medio de desarrollo se evalud: el mimero de embriones en esta
do globular, corazén y torpedc con ayuda de un microscopio este-
reoscopio, ¥y finalmente én el momento del rescate de los embrio
nes ( trasplante a medio de germinamcidén ), se hizo la evaluscién

del rendimiento, la respuesta, etapas de desarrollo y porcentéje



de  germinacidén: de ‘ewbriones:so

D.5. Germinacién de-emorion ticos de alfalfa A 70.34.

Con el protocols original de gerrin-cidn de ewbricies somdti
cos proruesto por Villezas (1986), se obtuvo un porcenta’e ne ser
minacién de alrededor del 10 #y para mejorar los porcentajes . de

_conversidén, se probaron los siguientes disefios experimentales:

D.5.1. Germinacién de embriones somdticos de alfalfa 4 79.

34 en 13 medios basales a 3 concentraciones.

Concentracibn { 4 )

Medio

basal 100 . 50 25
MS + + +
BSE ' + + +
SH + + o+

Del experimento anterior, se obtuvo el mejor porcentaje de
'germinacién con el medio MS basal al 5J %, Utilizando este medio
_sé probd el efecto de diferentes reguladores del crecimiento en
la éerminacién de embriones som&ticos de alfalfa A 72.34, de a-

cuerdo al siguiente disefio exverimental:

D.5.2, Germinacién de embriones son&ticos de alf1lfa & 7D.
34, en presencia de diferentes reguladores del cre-

cimiento o diferentes concentraciones.
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Regulador del crecimiento”'?f"17 Concentracién ( mg/1 )

L0,01 0 0.1 1.0
Acido indolacétice  ATA ) o+ L e RS
Acido indolbutfrico ( AIB ) 7 +, » a f"ifi+?f
6-Bencil-aminopurina ( BAP ) I o e
Acido giverélico ( GA3 ) + + R

Se colocaron en cada tratamiento un minimo de 90 y 62 embrio
nes somatices ( experimentes D.5.1. ¥y D.5.2., respectivamente ),
en estado torpedo, distribufidos de 15 a 20 embriones por frasco
gerber con 20 m) de medio de germinacién, de acuerdo al experimen
to y tratamiento en cuestién., Transcurridos 30 dfas de incuba

cidn, se evalud el porcentaje de germinacién de cada tratamiento.

E. EFECTO DE DIPERENTES TIPOS DE STRESS LURANTE EL DESARRQ
LLO DE EMBRIONES SOMATICOS DE ALPALPFA A 70.34 Y Pl.l.

Con objeto de tratar de emular alzunas condiciones que su-
fren los embriones sexuales dentro de le semilla, antes de entrar
en latencia, en los embriones somfticos desarrollados in vitro,
se aplicaron diferentes tipos de "stress" darante el desarrollo -~
de los embriones somAticos de alfalfa 4 70.34 y PFl.l, de =scuer

do al siguiente procedimiento experimental:

270 peciolos de alfalfa A 70.34 y 240 de Fl.1, fueron sem

brados en Sus respectivos medios de induccién, después de 15 dfas,
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‘30 eallos de peciolos fueron transferidos a cada uno de los si-

guientes tratamientos,

aplicados en el medio de desarrollo:

Tratamiento Variedad Efecto
A 70.34 .1

I Sin reguladores Sin reguladores Testigo

II Con reguladores Con reguladores Desarrollo en con
tima presencia
de reguleadores.

III ABA 0.5 mg/1 ABA 0.5 mz/l Sincronizacién e

: inhibicién de

germinacién,

v Sacaresa 10 g/1 Sacarosa 10 z/1 Disminucién de 1la

- Manitol 20 g/1 Manitol 20 &/1 fuente de carbono
metabolizable,

v Polietilenglicol ©Polietilenglicol "atress” hidrico.

1000 al 10 % 1000 al 10 %

VI Obscuridad Obscuridad Bvitar el efecto
del fotoperfodo,

VIiI Tratamientos III Tratamientos III Combinar efectos.

a VI juntos

a VI juntos

En.alfalfa A T70.34, a partir del dfa 15 de haberse

transfe-

rido loes indculos a los diferentes tipos de "stressa", se evalud -

cada 5 dias; el mimero de embriones en estado globular, corazén y

torpedo en el microscopio estersoscopio.

Para alfalfa Fl.1 1la

misma evaluacidn se hizo cada 4 dfas a partir del dia 5 de la --

tranaferencia de los indcuiiocs al medio de desarrolio con condicio

nes de "stress",
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‘ El rescate de 1os embriones somdticos se realizé para la A
70.34 en el dfa 30 de estar en el medio de desarrollec y para la
F1.1 en el dfa 17, previamente se evaluaron: respuestz, rendimien

to v nimero de embriones en estado globular, corazén y torpedo.

Con los embriones gsométicos de alfalfa A 70.34 y FlL.1 se
realizaron estudios de germinacidén y el andlisis de proteinas de

reserva.
F. ANALISIS DE LAS PROTEINAS DE RESERVA 7S y 11 S.

Con el ohjetivo de tener un marcador biogquimico que determi
nara las condiciones in vitro necesarias para obtener embriones -
gsomdticos de alta calidad en alfalra, se seleccioné a las protei
nas de reserva 7S y 11 S, para tal fin., Los procedimientos de
extraceién de proteinas, cuantificacién y caracterizacién se -
descriven a continuacién:

P.1. Extraccién de proteinas de semillas de alfalfa A 70.
34 y de embriones somiticos de alfalfa A 70.34 vy
Fl.1l

La extraccién de proteinas de senillas de alfalfa A 70.34,
callos v embriones sométicoé de A 70.34 y P1.1, se llevé a cabo
aprovechandoe las caracteristicas de soclubilidad de los diferen-
tes tipos de proteinas: Albiminas extraidas con buffer simple,
Globulinas que se extraen en ouffer salino, Prolaminas en buffer
aleohélico y Glutelinas solubles en dlcali ¢ dcidn diluidos ( Vi

llegas, 1986 ). En todas las soluciones de extraccién se utili-
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26 buffer de fosfates mH 7 e ihhihi&oreé;défyrdteésa
EDTA, ete. ). ‘ o :

1as soluciones buffer empleadss en 13 extrace

cién de proteinas de reserva, se resume en el sizuiente’cuadyr

Buffer® Composiecién
I Fosfatos 50 mi, PMSF 200 A¥ y EDTA 10 mh

I  Posfatos 50 mM. PSP 200 ui, EDTA 10 mif, DI 10 m¥ .
y Nagl 1 M.

111 Fosfatos 50 md, PMSF <00 yM, ZDTA 19 ml, en provanol
al 70 %. .

v Fosfatos 50 mM, PMSP 200 u, EDTA 10 mM y NaOH 0.1 N.7

v Acetatos 50 mM, PMSPF 200 «4M, EDTA 10 mM v NaCl 1 N.

PMSF - Penilmetil sulfonil fluoruro
EDPA - Etilen dimetil tetracetato de sodio ( sal disédica )

DT -~ Ditiotreitol
a - Buffers I a IV pH 7, buffer V pd 4.75.

El protocolo de extraccién de proteinas se indica en la fi-
gura 1, todo el proceso se lleva a cabo en Irfo ( 2 - 4 °C )

P.2. Separacién de las protefnas de resexrva 7S y 11 5.

De 1la fraccidn de globulinas, extrafdas a pa~tir de semilla,
ge colocaron 15 ml de muestra en una membrana de didlisis, cen
el fin de separar las protefnas de reserva por precipitaciédn iso

eléctrica, de acuerdo al sisuiente procedimierto:



Figura l.- Diagrama de extraccién de proteflnas,

Pesar embriones sométicos o
500 mg de semillas de alfalfa

Extraer con un volumen 10 veces
el peso de la muestra con buffer I

Centrifugar a 3500 rpm
durente

30 minmutos

Extraer 1é pastilla
buffer II

Centrifugar a 3500
durante 30 minutos

con

Sobrenadente con la fraceién
de albliminas guardar en con
gelacién,

Extrg;r la pastilla
buffer III

Centrifugar & 3500
durante 30 minutos

con

’
Sobrenadante con la fraccibn
de globulinas guardar en con
gelacién.

Posterior separacién de pro-
tefnas 75 y 11 S por pre
cipitacién isoeléctrica.

Bxtraer la pastilla
buffer IV

con

Centrifugar a 3500 rpm

durente 30 mirutos

|

Sobrenadente con la fraceidn
de prolamines guardar en con
gelacién. ’

Pree!%itado
aliminar

Sobrenadante con la fraccién
de glutelinas pguardar en con
gelacidn.
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Fraccién de globulinas

Dializar contra el buffer V
durante 24 horas con agita
¢ién conatante.

Centrifugar a 3500 rpm
durante 30 minutos.

|

La pastilla fundamentalmente £l sobrenaiante se dializa

formada por 1a. protefna 11 S contra agua deionizada con.
gse redisuelve con buffer II EDTA 10 mM y PWMSPF 200 uM
y sSe conserva a =20 °C, durante 24 horas, en frio.

Centrifugar a 3500 rpm
'durante 30 minutos.

1a pastilla gundsmentalmente Sobrenadante guardar en
formada por la protefna 7 §- congelacidén. '
se redisuelve en el buffer

IT y ce conserva a ~20 9C.

7.3 Cuantificacidén de proteinas por el método Bradford.

Reactivo de Bradford: Se disuelven 100 mg de indicador a-
zul brillante G-250 en 50 ml de etanol al 95 %, a esta solucidén
ge le adiciona 100 ml de 4cido fosférico ml 65 %, 1la solucidn -
resultante se diliye a 1 litro, se filtra y guarda en obscuri
dad ( Bradford, 1976 ).
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Solucién patrén de proteinss: Se disuelven 25 mg de albd-
mina de suero bovino { BSA ), en 100 ml de agua deionizada, la
solucidn se guarda en frio, se tiene asi una solucién patrén con
250 ug de proteina/ ml de solucién.

Preparacién de ia curva tipo: . Se tomaron muestras de pro-
tefna con diferentes alicuotas, de acuerdo con el siguiente cuae

dro:

Concentracifn de

proteins BSA (wg) ° 0 ~ © 15 20 25

Xl de solucién patrén

de protefna. 0 20 40 60 80 100

Al de agua deionizada 100 80 60 40 20 0

& cada muestra se afinde 1 ml del reactivo de Bradford y se
agita inmediatamente en un vortex - y se lee absorbancia de las
muestras en espectrofotémetro a 595 m ( la curva tipo se hizo

por triplicado ).

Cuantificacién de proteina: Los extractos de las diferen-
tes fracciones de proteinas, provenientes de los experimentos -
de: separacién de las fases de induccidén y desarrolle sn embrip
nes somdticos de alfalfa; efecto de diferentes tipos de “streas®
en el desarrollo de embriones somiticos y de las semillas de a}
falfa A 75.34, fueron dilufdas ( 1:10J 6 1:50 ), de acuerdo a
si la musstra se cbservaba concentrada o diluida, & estes dilu-
ciones se les determiné contenido de proteina de acuerdo al si

guiente cuadro:
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Muestra Dilucién de Volumen H,0

muestra tomgdo afiadida
Protefnas de 1:100 50 41 S0 41
semilla

Protefinas de

embriones sg 1:50 100 41 04l
méticos

Proteihas de

callo 1:50 100 41 O Ml
Blanca - 0 4l 100 w1

A cada muestra se le egregé 1 ml del reamctivo de Bradford y
se agité inmediatamente en un vortex antes de leer absorbancia
en el espectrofotémetro a 595 nm. La concentracién de protefnas
de cada muestra se determiné por interpolacién en la curva tipo,

la cual fue ajustada por el método de minimos cuadrados,

P.4. Caracterizacién del patrén de proteinas por electro-

foresis en gel de poliacrilamida-SDS,

Para seguir la sintesis de proteinas durante el desarrolloe
de embriones sométicos de alfalfa A 70,34 y Fl.l sometidos =a
diferentes tipos de "stress", as{ como en la geparacién de las fa
ses de induccién y desarrollo de embriones sométicos de alfalfa
A 70.34, se utilizé la técnica de electroforesis en gel de polia
crilamida con dodeeil sulfato de sodio {( SDS ), en condiciones
desnaturalizantes de acuerdo al método de Laemmli (1972). Se el

rleé un aparato de electroforesis vertiecal con coracidad para 2
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geles por corrida, cada gel con un espesor de 1.5 mm.

las principales soluciones emvleadas en la técnica se indi-

‘can en el siguiente cuadro:

Solucién Stock Volumen Composicidén
(ml) )
I  Buffer de 5X 50 SDS 5 g, glicerol 5 ml, Tris-ba

muestra

IX Buffer para e1 4 X
gel de corrides

I1I Buffer para el 2 X
gel de cargado

IV Buffer de 10 X
corrida

v Acrilamida 1X

V1 Pijador y 1X
colorante

VII Desteftidor 1x

100

100

1000

100

1000

1000

se 2.5 g pd 5.8. Dn el nowentu
de prevarar la muestra agregar
5% de B-mercaptoetancl y 0,01%
de azul de bromofenol.

Tris-base 18.2 g pH 8.8

Tris-base 3.5 g oH 6.8

Tris-base 30.2 g, glicina 144 g,
SDS a1 1 %. pH 8.4

Acrilamida 330.0 g y Trig-base
0.8 g, filtrar y guardar en
obscuridad.

Metanol 50%, Acido acético gla-
cial 10%, azul de Coumasie 0.25%
en agua deionizada.

Vetanol 40%, Acido acético gla-
cial 104 y agua S50%.

Preparacién de muestras.

Una vez determinada la concentracién de proteina de las mueg

tras, proverii‘e:ntas' de semilla y embriones somiticos, se prepara-



- 70 -

‘ron para la electroforesis. Se hicieron los cdlculos respectivos
‘para prepaerar muestras con una concentracién de proteina de 60 ug/
5041 de buffer de muestra.

ejemplo;

Si el contenido de proteina de una muestra de embriones somi
ticos o semilla fuera de 10 mg/4l de muestra, y se necesitara 350
Ml de solucién con 60 dg de proteins/ 50 Al de buffer de muestra
( suficiente para 3 6 4 corridas por electroforesis en gel de po-
liacrilamida-SDS ), se agregariam; TO AL de buffer de muestra
( el stock se encucntra 5 veces concentrado ), 42 4l de muestra
{ para tener 420 Mg de proteina ) y 238 M1 @de agua deionizada.
para completar los 350 Ml de solucién requerida. '

Las muestras se agitaron en un vortex por 1 mimuto y se eolg
caron en un bafic de agua hirviendo por 5 minutos. Como marcado-
res de peso molecular se prepard una solucidn estandar de protef-
nas ( laboratorios BIO-RAD ), tomando 10 4l de proteinas estandar
vy agregando 190 41 de btuffer de muestra ( dilucién 1:20 ), de i-
gual forma la solucidén con marcadores se agitd y se puso en agua
hirviendo. E1 peso molecular de las proteiras usadas como marca-

dores se muestra en el siguiente cuadro:

Proteina FPeso molecular
Posforilasa B 92,500
AlWbinina de suero bovino 66,200
.Ovoalbimina 45,000
Anhidrasa carbdnica 1,000
Inhibidor de +tripsina 21,500

Lisogima 14,400
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Preparacién del gel.

El gel de corrida se prepard al 11%, mezclande: 21.6 ml de
agua, 14 ml de buffer 4 X, 200 M1 de SDS al 20% y 20 ml de acril
amida. Como catalizadores para polimerizar la acrilamida se agre
g6 40 M1 de TEMED y 600 41 de persulfato de amonio al 10%., En es
te momento se debe tener ya montadas las placas de vidrio, perfeg
tamente limpias, para vaciar el gel.

El gel fue adicionado a las placas de vidrio, inmedimtamente
que se prepard, ein llenarlas, dejando un espacio de aproximada-
mente 4 cm para vosteriormente colocar el gel de cargado. Para -
que el gel de corrida tenga un frente homogéneo se agregan algu—
nos mililitros de SDS al 1:11. ge espera & que la acrilamida gelifi .
gue, entonces se lava 2 6 3 veces la superficie del gel, con mguam
deionizada, para eliminar el SDS. ‘Una vez que ocurrié la gelifi-
¢acidén se coloca un peine con nn'mimero de "dientes" de acuerdo -~
al mimero de carriles que se desee en el gel ( 10, 15 6 20 ).

El gel de cargado se prepard, aproximadsmente al 4.5 %, mez
clando: 6.2 ml de agua deionizada, 8.7 ml de stock 2 X, 10041
de SDS al 20¢ y 2.5 ml de mecrilamida. Como catalizadores se a-——
gregé 20 A1 de TEMED y 13081 de persulfato de amonio al 10%. Es
te gel se agregn immedistamente sobre el gel de cerridsn,

Pasados 20-30 minutos de que el gel de cmrgado gelificd, se
quité el peine cuidadosamente, para evitar resecqueds:l gz llena~—
ron los carriles con buffer de corrida, E1 tamafio del gel es de

140 x 120 x 1.5 mm.

Cargado y corrido de muestras.
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Las muestras ya preparadas se colocaron en los carriles del

gel, el volumen fue de acuerdo al nimerc de carriles por gel, -

j70, 120 y 160 41 opara geles con 20, 15 y 10 carreles respecC
tivamente ( en cada zZel se colocd un carril con 30 41 de mues--

tra con los marcadores de peso molecular ).

La corrida del gel se llevé a cabo, primero & corriente -
constante, 40 miliamperes durante 20-25 mimtos, entonces ge au-
mento la corriente a 70 miliamperea, cuando el voltaje alncanzé
210-230 volts, se disminufa la corriente de manera que no pasara
este intervalo de voltaje. El tiempo de corrida por lo general
fus de 4 & 5 horas, entonces se bajo a cero la corriente, se des
ensamblé el aparato y se saearon cuidadosamente los geles, para

distinguirlos se marcé el lado superior derecho de uno de ellos.
Tefiido y degtefiido del gel.

La ooloracién del gel se realizdé con asul de Coumasie { so
lucién VI ), cada gel se colocé en un recipiente cerrado con co
lorante durante 24 horas., Para desteflir el gel se quito el colg
rante y se colocéd el gel en solucién destefiidora, la operacién

se replte hasta que las bandas de protefna sean bien definidas.

' Pomando como referencia el patrén de proteinas de semilla -
de alfalfa A 70.34 en cada una de sus fracciones, sge hizo un a-
ndlisis del {tipo de proteinas presentes en embriones sométicos y
callos provenientes de diferentes tratamientes y experimentos.
El peso molecular aproximade de las diferentes bhandas se determg
né por comparacién con los estandares de protefna, cuyo peso mo

lecular es conocido.
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G. DESARROLLO DE LA NATRIZ DE ENCAPSULACION PARA .
EMBRIONES SOMATICOS,

G.l. Produccién de cédpsulas de alginato y pectinato.

Con el objetivo de desarrollar una matriz de encapsulacién
para embriones soriticos, qué tuviera: forna esférica, tamafio -
suficiente vara contener embriones somdticos de 2 g 4 mm de lon-
gitud, consigtencia adecuada para su manejo y al mismo tiempo -
gue permitiera la nutricién y germlnac16n de embriones sométlcos,
gse probaron dos tipos de geles; alginato de sodio y dcido poliga
lacturénico ( pectinato ). La oroduccién de cépsulas de gel se
obtuvé aprovechando sus propiedades gquimicas. En cuanto el algi
nato de sodic { soluble en agua ) o el pectinato { soluble en a-
guz a pHd mayor a 4 ), entran en contacto con soluciones de sa--
les de caleio, ocurre una resccién de intercambio iénico, fdrmég
dose 1o0s geles de alginato de calcio ( Redenbaugh et al., 1986a )
v poligalacturonato de calcio ( Magana, 1987 }. )

Se utilizaron 3 tipos de alginato; baja, media y alta vig
cosidad ( 259, 3500 y 14006(céntipoises, respectivemente ) y deci
do poligalacturdnico ( 98 # de pureza ), ambos geles de Sigma Che
mical Co., para producir cdpsulas de slginato de calcio ¥y poliga

lacturonato de calcio,

Cade tipo de alginato de sodio se prepard a difercantes con
centraciones ( cuadro 4 ), en solucidn salina de NaCl al 0.85 #4
{ ¥ullon, 1987 ), cuidando que el alginato quedara bien disuelto.
Tambien se prevard Acido poligmlacturénico a diferentes concentra
ciones en agua deionizada { cuadro 5 ), ajuatando el p! dec las 80

luciones a 6.0 * 0.1 con Nﬂqoﬁ cer.centrado ( Magafia, 1387 ),
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Cuadro 4.— Determinacién de la concentracién de gel y agente de
complejacién para producir esferas de alginato

&

Concentracién Alginato de godio ( % )
de 09012
(mx) 0.5 1.0 1.5 2.0
12.5 + + LRI N
25.0 S + L
50,0 + + e +
100.0 + + . +
200.0 ' + + + +

& - Concentraciones utilizadas en los 3 tipos de slginato,

Cuadro S.— Detemingcidn de la concentracidn de gel y agente de
complejacidn para producir esferss de pectinato

Concentracién Acido poligalacturénico (%)
de 08012
{m¥) 6.0 7.0 8.0
50.0 + + -+
100.0 + + +
200.0 + T+ +
300.0 + + +

400,0 + + +
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Como agente de complejacién ( sal de calcio ) para producir
las cédpsulas se utilizaron soluciones de cloruro de calcie e di
ferentes molaridades ( ver cuadros 4 y 5 ).

La produccién de cdpsulas de gel se llev_é & cabo, goteando
lentamente lams soluciones de alginato y pectinato én las solucig
nes de calcio. La reaccién de intercambio idnico entre gel y -
sal de calcio es irmediata y se obiienen cépéulae de gel 1nsolu-.-
bles en agua. Como instrumento de goteo se usaron capilares d_e-
3.5 # 0.1 om de didmetro. EL tiempo de complejacién que se apli
co para formar las cédpsulas fue de 25 a 30 minutos., Se evalua——
ron forma, peso, <tamafio y consistencia de las cépsulas f_orma—
das,

G.2. Redisolucién de cdvsulas de alginato y pectinato,

Con fin de liberar de su cdpsula a embriones somdticos encap
sulados y as{ evaluar directamente su comportamiento a la encapsu
lacién ( vimbilidad, ganancia de peBo fresco y seco, etc. ), se
desarrollaron pruebas de solubilizacién de cdpsulas de alginato y
pectinato.

Para le redisclucién de cdpsulas de alginato se utilizaren
soluciones de citrato de amonio y citrato de sodio a diferentes
concentraciones v pHs, de acuerde al disefio presentado en el si-
guiente cuadro, cada sclucidn en presencia de 'EDTA a1l 2 # pa=
ra quelar el calcio iiberado. ’
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citrato de sodio pH

o amonic { % ) ‘

+ 24 EDTA 5.5 - 645 2.5
2.0 + B
3.0 + + +
4.0 7 + + . +

) Se colocaron 15 cépsulas de alginato ( viscosidad media, 3500
eps. ) al 1,25 £ en 7.5 ml de cada solucidn de citrato y a cada -

pH, .en cada uno de los tratamientos se probaron dos tinos de con

diciones: con agitacién ( producida por un pequefio agitador magné

tico ) y sin agitacidén. Se evalué el tiempo gue tardaron en re-

disolverse las céApsulas.

Un procedimiento de redisolucién de cédpsulzg de vpectinato,
que fue utilizado en la presente investigaci6n, es el propuesto
por Garcia y Arellano (1988). ILas cédpsulas de pectinato al 7.5 %
fueron redisueltas en buffer de fosfatos 200 mM a pH 6.0 ¥ 0.1 en
presencia de EDTA al 1.5 %, el tiempo de redisolucién es de 1 a
2 horas, se se desea redisolver en menos tiempo se puede aplicar
agitacién con una parrilla de agitacién magnética,

Ge3e Difusién de nitrégeno de medio de cultivo a cdpsulas.

Con el fin de comprobar vy evaluar la difusién de nitrégeno
del medio de cultivo a cépsulas de gel en e. tiempo, se realizéd
el siguiente experimento, se preparé medio de cultivo SH para -~
germinacidn de embriones somdticos ( usado en el protocolo oriei

nsl para alfalfa A 70.34 ), en cada frasco gerber se colocaron —
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20 ml de medio de cultivo. Se prepararon 480 cépsulas de pecti-
nato al 7.5 % en Cacl2

esterilidad ) en los frascos con el medio de cultivo, se colcca-

200 mM y se sembraron ( en condiciones de

ron 30 cédpsulas por frascoe. Cada 3 horas se muestreé 30 cépsules

hasta completar 16 muestras.

Digestién de cdpsulas. De cada muestra se colocaron 15 cép
sulas de pectinato ( aproximadamente 1.1 g )} en matraces micro—-
Kjeldahal vy se les agregé 2.0 ml de HZSO4 concentrado, 1.5 ml de
1,0, ( catalizador ) y 0.1 g de Nazso4 { para elevar el punto -
de ebullicidén del dcido ). Se digirieron las muestras por 30 mi
mutos, el digerido se neutralizé con NaOH 8l 40 ¥ y se aforé a

20 ml con agua deionizada.

Preparacién de la curva tipo. Se prepararon diluciones de
1, 2, 3, ++ss 10 ag de nitrégeno/ml de solucién = partir de una
solucién patrén de (m{4)zso4 de 10 mg de nitrégeno/ ml de solu-
cién ( pesar 47.16 mg de la sal y diluir a 1,000 ml ).

A cada dilucién ( 1 ml de volumen total ), se le agregé 50
Al de EDTA al 5 ¥ y 50 4l de reactivo de Nessler. Irmmediata-
mente se tomd lectura de absorbancia en el espectrofotémetro a
420 nm { De leén, 1985 ).

Cuantificacién de nitrégenc. Del digerido de las 16 mues—
tras se tomaron alfeuwotas de 1 mi { de cada muestra ) y se les a
Fregd 50 41 de EDTA 21 5 % ¥ 90 4l de reactivo de Nessler y se
levé abaorbancia a 420 nm en ol espectrofotdmetro. Posteriormen
te con base en la curva tipo ge determiné la concentracién de ni

trégenc que difundié del medio de cultivo a las cipsulas.



- 78 -

H. ENCAPSULACION DE EWBRIONES SOMATICOS.

H.1. Proceso de encapsulacién.

A continuacién se desacribe el procedimiento empleadc para
encapsular embriones somdticos de apio, producto de diferentes
experimentos con el fin de estandarizar las condiciones de encap

sulacidén para subsecuentes disefios experimentales.

Se utilizé alginato de sodio de viscosidad media ( 3500 -
eps.) al 1.25 %, disuelto en soluoién salina de NaCl al 0.85 #£.
1a concentracién de agente de complejacién ( 05012 ) fue de 100
mM. En el caso de psctinato se utilizé al 7.5 ¥ a pH 6.0 £ 0.1,
la concentracién de cloruro de calcic en este caso fue de 200 mM. .

Se utilizaron en todes los experimentos de encapsulacién a
embriones somdticos en estado torpedo con un temefio de 2 a 4 mm.
Todo el material y reactivos utilizados fueron esterilizados a
15-17 1b/in® y 121 °C durante 15-20 mimtos,

Para encapsular embriones somdticos de apio, se me.claron
los embriones con el gel en cuestidn { alginato o pectinato ).
Los embriones fueron succionados en condiciones de esterilidad -
con un capilar de 3.5 mm de didmetro, entonces fueron goteados
individualmente en la solucién de calecio. Las cdrpsulas se deja-
ron en la solucidén complejadora por 25-30 minutos, entonces se
lavaron 3 veces con agua estéril para quitar el exceso de calceio.
Finalmente los embriones encapsulados fueron pueatos en medio de
germinacidn y de ahi a las condiciones de incubacidén deseritas.

El testigo para evalua¥r el efecto de 1la encapsulacién de em
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briones sowdticos de apic fueron embriones sin encapsular.

Deapués de 30 dfas ss evalud loa porcentajes de germinacién

de embriones sométicos encapsulados y no encapsulados.

La viabilidad de embriones somAticos de apio encapsulados y
no encapsulados se determind usando cloruro de trifeniltetrazolec
{ TC ), la técnica es muy utilizada en el anAlisis de viabilidad
de semillas y consiste en colocar el embridén de una semilla ex--
pueste & una solucidn de TTC 0.1~1.0 % durante cierto tiempo -
{ generalmente 4-6 horag ), 1los productos de respiracifn del em-
brién reaccionan con el TPC formando un complejo colorido si el -
embrién es viable, 8i el embrién no es visble no se presenta co-
loracidén ( Moreno, 1984 }. En el presente estudio vara deteyrmi—
nar viabilidad de embriones somf&ticos, dnicamente se sumergian -
los embriones { encapsulados ¢ no ), en una solucidn de ITC al
0.1 % { concentracién determinada despuds de varios ensayos ), -
deapués de 7-8 horas se conté ellnﬁmero de embriones coloreados.

d.2. Cindtica de crecimiento y viabilidad de embriones so

miticos de apio encapsulados en aleineto ¥ rectinato.

Para determinar si la cubierta artificial, proporcionada a
1ss embriones somdticos 4e apio, 1li-itaba su germinacién o con-
versifén normal, se evalud el crecimientc de embriones scmiticos

de apio utilizando el siguiente procedimiento:

259 embriones somdticos de apio fueron encapsulrdos en algi
nato de calecic, 250 en pectinate y 250 se dejaron sin encapsu-

lar, ge emplearon las condiciones descritasg en 1z secci‘n pnte--
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rior. Todos los embriones fueron puestos en medio de germina~--
cibn. Cada 3 dfas desde 1a siembra ( dfa cero ) hasta el 48, se
tomaron muestras de 15 embriones de cads tratamiento ( encapsula
dos y no encapsuledos ) v se evalub: primero, vorcentaje de -
viabilidad usande TTC al 0.1 %, posteriormente se redisolvieron
las cApsulas con citrato de amonio al 2 % en vresencia de EDTA

al 2 # y finalmente se evalué peso fresco y seco en cada una de

las maestras.

H.3 Bncapsulacién de embriones somdticos de apio con geles
de alginato y pectinato en medio de cultivo y de em=~=
briones sometidos a un pretratamiento con frio y obs-

curidad.

Para me jorar los porcentajes de germinacién de embriones 890
mdticos encapsulados de apio, se probd encapsular embriones in—

cluyendo en el gel de alginato o pectinato al medio de cultivo.

Se prepard alginato de sodio al 1.25 % en solucién salina
0.85 % y.écido poligalacturénico al 7.5 # pH 6.0 % 0.1, ambes
geles en medio de germinacidén, se elimind del medio el calecio -
para evitar gelificacién prematura, cono agente de complejacida
se utilizé clorurc de calecio 100 m¥ para producir cdpsulas de al
ginato y 200 mM para cédpsulas de pectinato ( calcio disuelto en -
medio de cultivo ). El proceso de encapsulacidn fue el descrito
en secciones anteriores con la excepcién de que una vez formedas

las cdpsulas, estas ge lavaron con medio de cultivo.

En el exverimento de encapsulacién con medio de eunltivo el

control fueron embriones somiticos de apio encapsulades sin medio
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de cultivo.

Otrc experimento para mejorar la gervinacién de embriones
som&ticos de apio encavsulados en alzinato al 1.25 % y pectina-
to al 7.5 4, consistié en pretratar a log embriones { antes de
encapsular ), en frio a 3 % + 2 ¥ en obscuridad por 48 horasg,-

el procedimiento de encapsulacién fue el ya descrito.

En el experimento de encapsulacién con pretratamiento con
fric y obscuridad se temé un doble control: el primero fueron
embriones somdticos con .pretratamiento gin encapsular y el segun

do embriones gomAticos encapsulados sin pretratamiento.

Después de 30 dfas de estar los embriones somédticos de cada
experimento en el medio de germinacidn, se evalué el ndmero de

embriones germinados.

I. OBTENCION DE PLANTULAS EN CONDICIONES DE INVERNADERO.

Con objeto de ver si la encapsulacién afecta 1a aclimata—-
cién de las plantas a condiciones de invernadero y para comple—
tar el esquema de provagacién clonal por embriogénesis somdtica
en apio, desarrollado por Vega (1987), se siguié el siguiente -
' procedimiento para obtener pléntulas de apio en condiciones de

invernadero.

46 pléntulas de apio provenientes de embricnes sométicos en
capsulados y 42 de embriones no encapsulados se trasplantaron a
suelo para su aclimatacién en invernadero. Primero se sacaron -
las pléntulas del recipiente de cultivo, se les lavé el exceso

de agar al chorro de la llave, posteriormente se sumerzieron -
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1as rafces an una solueidn de fungicida { Promil al 2%, Navarre,
1985 ), en'un ensayo se vié que este paso no es necesario. In-
mediatamente 3e colocaron las pldntulas en vasos de unicel oon
una mezcla eatéril de suelo de monte-agrolita 2:1, se regaron
las plédntulas con las sales del medio MS al 50 %. Para que la
dismimicién de 1la humedad relativa del cultivo fuen{ gradual, se
cubrieron los vasos deé unicel con una bolsa de polietileno trans
parente y se dejaron en fotooerfodo natural a media luz, la -
cual se incrementd gradualmente.

Degpués de 8 dias se comenzaron a hacer perforaciones a la
bolsa de pldstico hasta que pasados varios dfas méds, ya no fue
necesaria la cubierta. Se evalud el mimero de pléntulas gue 1o
graron aclimatarse en suelo.
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¥.  RESULTADOS Y DISCUSION.
"'A. YROTOCOLOS DE EMBRIOGENESIS SOMATICA,

El.proceso de regeaneracién de plantas de alfalfa lineas A 70.
34, F1,1 y apio, via embriogénesis somdAtica, ha tenido éxito en los
protocolos reportados por Villegas (1986), Meijer y Brown (13387),
y Veza (1987), respectivamente, sin embargo es conveniente consi-
derar algunos pumtos:

La obtencién de material vegetativo en condiciones asépticas
a partir de semilias de alfalfa A 70.34 y apio no presemto pro--
blema alguno con el tratamiento de desinfestacién probado, uns vez
que se adquirid destreza en el manejo de las semillas. En alfalfa
A T0.34, de cuatro siemdbras se tuvieron diferentes porcentajes de
contaminacidén ( la., 20 %; 2a., 100 %; 3Ja., 30 X y 4'5.., 60 4 ).

En la siembra de semillas de apio ocasionalmente se tenfa con

taminacidn.

La Tespuesta embriozénica de pléntulas provenientes de semi-
J1la, es muy variable, vara superar este problema, en la mayoria -
de los reportes de embriogénesis sowdtica en alfalfa, se utiliza -
seleccidén recurrente ( Reisch y Bingham, 1980; Fitten et al., 1984;
Meijer y Brown, 1987 ), en el presente estudio, también se utilied
el mismo proceso. En las primeras siembra:a en donde se utilizaron
pecioloa de pléntulas de alfzlfa A 70.34 seleccionadas al azar, la
respuesta de embriogénesis fue muy baja, alrededor del 15 X, con =
un rendimiento promedio de 5 embrionesa por indculo. Bn experimen=-
tos posteriores se identificaron las pléntulas con mayor respuesta

¥ se clonzron ya sea por entrenudos o.por embriogénesis somitica,
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con 1o que se logré alcanzar Tespuestas de hasta 90-95 %

Con respecto a la fuente de indculo, prdcticamente cualquier
parte de la planta es capaz de producir callo { ¥cCoy y Walker,
1984 ), en alfalfa bibliogréficamente se aprecia un predominio en
el uso de tejide embrionarioc cotiledén e hipocétile, ( ver cumsdro
1 en la revisién de literatura ), en la presente investigacidn,-~
en alfalfa, se utilizé rutinariamente pecfolos de pldntulas, de &
cuerdo al protocolo de Villegas y Brown (1987). En apio la fuen-
te de indculo fue comirmente hojas cotiledonares de pldntulas de
18-20 d{asg de edad.

En alfalfa A 70.34 el proceso de embriogénesis somética se
desarrolla del siguiente modo: pecfolos sembrados en medio Bse -
con 2,4-D y Kn, se empiezan a hinch;r después de 6 dfas de culti
vo, a los 12 dfas se observa un cRllo amarillento y friable, en-
tre los 18 y 22 dfas se identificaron los primercs embriones somd
ticos en estado glotular, de los 22 a los 40 dfss se observa la -
induccién y desarrollec asincrénico de embriones sométicos globu~
lar, corazén y torpedo, a los 40 dfas se aprecian gran cantidad
de embriones somfticos en diferentes etapas de desarrollec. El ta
mafio de embriones glotulares de alfalfa A 70.34 es de slrededor -
de 0.5 mm, en estado corazén de 0.5 a 1.0 mm y embriones torpedo
entre 2 y 4 mm, los embriones torpedo presenten una tfpica forma
de botella, con un par de primordios cotiledonares ( aungue los -
hay con 1 6 3 cotiledones ) y meristemos apical y radical. E1 -
color de los embriones es verde, asiempre y cuando se desarrollen
en fotoperiodo, si el desarrollo es en completa obscuridad, los em
briones no mdquieren la tipica coloracién verde; no obstante su
rendimiento, respuesta y desarrollo es normal. Una descripcién ~

més amplia de la ontogenia de embriones somiticos de alfalfa & ni
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vel histolégico e histoquimico se encuentra en un estudio llevado
a cabo simultaneamnete a la presente investigacién ( Eerndndez,
1988 ).

Fl tiempo de obtencién de embriones somAticos es variable,
en alfalfa A 70.34 es pesible observar embriones maduros, después
de 25 dfas de cultivo, pero en la mayoria de los experimentos se
de jaron los cultivos hasta los dfas 40-42, cuando se obtenfan una
mayor cantidad de embriones torpedo; & este respecto es de gran -
importancia obtener sinczjonia en las diferentes etapas de desarxo
llo, mAs adelante se discutird el efecto del dcido abscisico y al
gunos ensayos hechos para incrementar la sincronia en alfalfa A -
70.34.

El porcentaje de germinacidén de embriones sométicos de alfal
fa A 70.34, obtenido inicielmente fue de 10.5 £, asimismo se obser
v4 que la induccién de raices fue _pobre.

En la figura 2 se presentan fotografias qgue esquematizan
el sistema de propagacién in vitro por embriogénesis somética en
alfalfa A 70.34. ’

En alfalfa Pl.1}, pecfolos puestcs en medio de induccidén a
los 5-6 dfas comienzan a hincharse, en el momento del trasplan--
te a medio de desarrollo { dia 12-15 ), se observan proembricnes
y embriones globulares, después de 10 a 12 dfas de estar los ca
1l0s en medio de desarrollo se observa una mezclae de embriones en
estado globular, corazén y torpedo. El tamaflo y morfologfa de -~
log embriones somiticos de alfalfa Fl.l en estado globular y cora
z6n, es muy similar a sus correspondientes de A 70.34, pero los -
embriones torpedo de alfalfa Fl.l son ligeramente mayores a los

de A 70.34. Con respecto a su apariencis, los embriones sondti--
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Figura 2.- Embriogénesia somdtica in vitro en alfalfa A 70.34

4)
B)
c)

D)

E)
R

Peciolos en medio de induccién,

Callo en estado competente.

Enbriones sométicos en diferentes etmpas de desa

rrollo; a - globular, b - corazén, c - torped'o.
Bnbriones somdticos maduros, listos para el tras-
plante a medio de germinacién.

Plé.ntulal con 15 dfas en medié de germinacién.

Pléntula después de 45 dias en medio de germinacidn.,
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cos de alfalfa ¥1.l presentan menor cantidad de embriones anorma-
les, poseen una coloracidén verde mds intensa que los de A 70.34

¥ su tiempo de desarrollo es menor ( 35 dfas por 42 en alfalfa A

70.34 }. En alfalfe Pl.1 no es necesaria la seleccidn recurrente
para obtener altas respuestas y rendimientos, +todas las diferen-
cias ge deben a8 gue gplfalfa Fl.l es una lineg con una alte contri
bucidn genética de Medicage falcata, como ha sido reportado por
Mitten et al. (1984) y Brown y Atanassov (1985), a menor contri-

bucién genética de Medicago falcata, menor respuesta embriogéni-

ca.

En alfalfa Fl.1, la mayor cantidad de embriones somiticos Qg
duros se obtiene alrededor del dfa 35, aungue Kao y Michayluk ( -
1980 ) y Skokut et al. (1985), indican que obtienen embriones so-
mAticos de¢ alfalfa en 28 y 21 dfas,respectivemente, el tiempo no
es el principal problema en la regenerascidn via embriogénesis so-
mAtica, sino la celidad y posteribrﬁente la cantidad de embriones
somdticos; lograr estos objetives, requiere investigacién en cada

ung de las etapas de embriogénesis somitica de cualquier especie.

De 126 embriones som&ticos de alfglfa Fl.l, asembrados en me~
dio de ~erminacién, se obtuvo un porcentaje de germinacidn del -
38 A

En apio el sistema de embriogénesis somftica presenta dife-
rencias con respecto & los sistemas de alfalfa ( fuente de inécu~
lo, medio de cultivo, concentracién de reguladores y tiempo de ob
tencidén ). En apio el proceso de embriogénesis se desarrolla del
siguiente modo: hojaa cotiledonares, puestas en medio de induc
cibén corienzan a producir callo después de 8-10 dfas, los prime-

roB embriones somAticos en estado globular se observan s partir -
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del dia 20, el tamafic de estos embriones es mAs pequefio que el
de sus correspondientes en alfelfa ( alrededor de 0.3 mm ), no se
observa claramente 1la etapa de desarrollo de corazén, porgue esia
es muy rdpida, 1a etapa torpedo es més larga y con crecimiento -
contimo hasta germinar, el tamafic de los embriones torpedo osci
la entre 2 ¥y 5 mm. Los embriones somdticos de apio son estructu-
ras bipolares { con meristemos apical y radical ), de color verde
¢laro, con incipientes cotiledones y més alargados que los de al.
falfa.

No fue posible cuantificar la respuesta de embriogénesis en
hojas cotiledopares de apio, por la necesided de disgregar el ca
1lo producido, por agitacién del frasco de cultivo, parea asi lo—
grar uns mayor produccién de embriones, ss estima que existe una
respueata de alrededof del 20 %£. Tampoco 8e hizo seleccién recu-
rrente, siempre se partié de semillss, Jla respuesta gse evalud -
por frasco, en algunos de ellos era posible distinguir hasta 600
embriones somdticos en diferentes etapas de desarrollo. ILa germi
npcién de embriones aomiticos de apio fue rutinariamente de 85 a
90 %, para ello se utilizdé embriones en estado torpedo con un ta
mafio entre 2 y 4 mm.

Bl sistema de embriogénesis somédtica en apio, fue propuesto
como un modelo biolégico y ha sido dasérito ampliameate por Vege
(1987), en el presente estudio se continuaron desarrollando algu
nos aspectos del cultivo in vitro de apio, para odtener laz mejo-
res condiciones de cultivo y probsr el efecto de la eicapiulp«—-

¢cién de embriones somdticos de esta especie.

Se comprobé que la obiencidn de embriones sométicos de apio
es un proceso bien establecido, con rendimientos de méa de 400 -

embrionss por frasco de cultivo. En este simtema ea positle obte
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ner mids de 10,000 embriones sométicos en las primeras 6 semanas
de cultivo en sdélo 25-30 frascos gerber, de acuerdo con Ammirato
{1987), esta cifra puede incrementarse por cultivo en suspensién
o en biorreactor; sin embargo el objetivo prineipal de la pre-
sente investigacidén fue desarrollar una metodologfa para encapsu
lar embriones som&ticos, con el fin de producir un snAlogp de una
semilla sexual y dunque se observd gque existen amplias perspec-~
tivas para el escalamiento en la produccién de embriones som&ti-
cos de apio y alfalfa, ®e trabajé sflo a nivel de laboratorio.
En el caso del sistema de embriogénesis somética en alfalfa se -
enfocaron los esfuerzos en lograr la obtencién de embriones somi
ticos de alta calidad.
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- Be MANIPULACIONES REALIZADAS EN MEDIO Y CONDICIONES DE
CULTIVO PARA OBTENER EMBRIONES SONMATICOS DE ALTA CA
LIDAD.

B.1l. Separacidn de las fases de induccién y desarrollo de
enbriones somidticos de slfalfa A 70,34 y apio tipo
Tall Utah 52-70,

Unc de los factores ‘que limitan 1la obtencién de embriones sg
méticos de alta ocalidad, es la contirua accién de loa reguladores
del crecimiento { principalmente el 2,4-D ), durante ¢l desarro-
1lo de los embriones sométioost Una vez que el proceso embriogé-
nico se ha disparado, la accién del 2,4-D puede redundar en la ob
tencién de embriones anormales, alta asineronfia y en algunas eg-
pecies como zanashoria, inhibir el desarrolle embrionaric a menos
que se elimine o disminuya la concentracién de 1a auxina en el me
dio de cultivo { Sung et al., 1984 )

En alfalfa A 70.34 e3 posible obtener embriones sométicos en
el mismo medio de induccién ( ver protocolo original ), sin embar
go con la separacién de las fases de induccién y desarrollo, se -
obtienen embriones de mejor apariencia’y es posible realizar expe
rimentos de gincronigacidn sin el efecto de roguladores del crecl
miento, en este punto Stuart et al. (1985), han demostrado que al
tas concentraciones de 2,4-D en las dltimas etapas de desarrollo
disminuyen sensiblemente la tasa de sintesis de protefmas de re-

serva, resultados similares se obtuvieron en alfalfa A T0.34.

En el cuadro 6 y gréfica 1 se puede observar que sélo se ne-
cesita de 12 a 15 dfas de induccidn en presencia de reguladores -
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Cuadro 6.~ Respuesta y rendimiento de embriones somiticos en pe
cfolos de alfalfa A T70.34, sometidos a diferentes
tiempos en medic de induccidén con reguladores del
crecimiento y posterior trasplante a medio de desa
rrollo sin reguladores.

Tratamiento, dias en:

nespueataa Rendimientob
Medio de Medio de . ( %) (%)
Induccidn Desarrollo
o} 42 0.0 0.0
3 39 0.0 0.0
6 36 6.6 8.0 * 0.7
g 33 60.0 5.0 * 3.7
12 30 63.8 11.0 ¢ 7.0
15 27 84.6 12.0 * 8,2
18 24 93.7 12,0 * 7.8
21 21 80,0 13.0 * 6.9
24 18 . 96.1 18.0 ¥ 10.8
27 15 95.8 12.0 * 8.3
30 12 96.8 14.0 * 8.1
13 9 ' 1.7 10.0 * 5.8
42 0 67.5 10.0 = 5.8

a - Respuesta; Mimero de ¢allos con embriones/ndmero de callos.
b - Rendimiento; Promedio del ndmero de embriones/callo.
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Grdfica l.- Embriones sométicos obtanidos en pecfolos de alfalfa A -
70.34, sometidos a diferentes tiempos en medio de induc-

cién con reguladores del crecimiento y posterior trag-—-
plante & medio de desarrollo, sin reguladores.
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para obtener respuestas y rendimientos altos, incluso se observa
que el rendimiento de inéculos sometidos a induccién por 42 dfas
es menor, un periodo adecuado para inducir los mejores rendimien
tos de embriones sométicos en alfalfa A T70.34 es de 12 a 24 dfas.

En el mismo experimento se encontré que la mayor cantidad de
proteinas sintetizadas ocurrid cuando el transplar;xte de medio de
induccidn a medio de desarrollo se hizo a los 15 dfss ( gréfica =
2 ), en esta se observa un constante recambio en la sintesis de
proteinas, no hay un méAximo aparente, en el caso de alhiminas el
mayor valor se obtiene aslrededor del dfa 15 y luego vuelve a au--
mentar el dia 27, en globulinas el mayor valor es alrededor del -
dfa 15, posteriormente hay una ligera tendencia a decrecer la sin
teais de proteinas con el tiempo, lo que indica gue no hay acumu-
lacién de Pproteinas de reserva, por Bupuesto gue el proceso no es
sinerdnico, pero con el tiempo la poblacidén de embriones torpedo
aumenta y por lo tanto deberia aumentar el contenido de globuli-—
nas ( en donde se encuentran las protefnas 7S y 11§ ).

Hasta hace poco tiempo los reportes de embriogénesis somAti
ca, havfan basado la oamlidad de los embriones en criterios morfo-
18gicoa, que depend{an del punto de vista del investigador; el u
so de marcadores biogquimicos proporcionard bvases més objetivas, -
para obtener embriones somdticos de calidad. De acuerdo con Stu-
art et al. (1985), las proteinss de reserva 7 Sy 11 S al ser em-
brio y estado-especificas indican la calidad de un'embrién; a ma
yor contenido de protefnas de reserva en un embrién, habré mayor
oportunidad de supervivencia y germinacién, en el anterior experi
mento se demostrd la sintesia de protefnas de reserva, el siguien

te peso es lograr la acumulacidén de proteinas 7 5 y 11 s.

En la gréfica 3 se indica la curva tipo empleada para la eva
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Gréfica 2,- Contenide de prote{nas en embriones sondticos de alral
fa A 70,34, desarrollados en diferentes tiempos en me-
dio de induceidén y posterior trasplante a medio de da

sarrollo.
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luacidn del contenido de protefnas, en embriones sométicos de al-
falfa A 70.34 y Fl.1.

En apio la contimua accién del 2,4-D produce poblaciones de
embriones asincrénicas, en el cuadro 7 se observa que despuéa
de 30 dfas de induccién, muchos embriones empiezan & germinar en
el mismo medio de induccidn, mientras que otros se encontraban en

diferentes etapas de desarrollo.

En 1la gréfica 4 se observa que la mayor produceién de embrio
nes som&ticos de apio, se¢ obtiene cuando el transplante de medio
de induccidén a medio de desarrollo se realiza a los 45 dfas, no
obatante 2 este tiempo una gran cantidad de embriones ha germina-
do en el medio de induceidén, lo que dificulta su manejo. Un tiem
po adecuado de indueccién en j:resencia de reguladoreg del crecie--
miento en apio Tall Utah 52-70 es de 35 a 40 dfas, con 1o que se
asegura una alta produccién de embriones somAticos. El desarro—
1lo de los embriones se lleva a cét;o en los siguientes 10 6 15 —
d{as en medio sin reguladores, para finalmente rescatarlos y sem
brarlos en nedio de germi_nacién, que en este caso fue e] mismo -~
que el de desarrollo, con la diferencia de que el embrién contimua

su desarrollo en forma individualizada.

Actuslmente y continuando con esta linea de investigacién, -
se estd trabajando en la caracterizacidén del patrén de proteinas
de semillas de apio, para compsrarlo con el de embriones sométi

cos { Vega, 1988; comunicacién personal ).

B.2. Efecto de cagaminodcidos en el desarrollo de esmbrio-
nes gsomdticos de alfalfe A T0.34.
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"Cuadro 7.~ Rendimiento de erbriones somdticos de apio, provenien
tes de hojas cotiledonares gometidna =z diferentes -
tiempos en medio de induccién con reguladjores y poste

rior transplante a medio de desarr:cllo sin resulado--

res.
Tratamiento dias en: Rendimniento Embriones que ger
- vor frasco minaron en el me-
Medio de Medic de (%) dio de inducecién
Induccidn Desarrolls (#$) -

¢ 60 0.9

5 55 53.0.°2.3.0

50
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Grdfica 4.~ Ewbriones somdticos obtenidos en cotiledones de apic,

sometidos a diferentes tiempos en medio de induceidn con

reguladores 'del crecimiento y posterior trasplan-z a me-
dio de desarrollo, sin resguladores.
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La adicién de aminodcidos a los medios de cultivo aumenta la
produccién y mejora la morfologia de embriones somdticos en alfal
fa ( Stuart et al., 1985; Skokut gt al., 1985; Meijer y Brown,
1987 ), siguiendo este fin se evalud el efecto de casaminodcidos
( caseina hidrolizada ), en el desarrollo de embriones somdticos
de alfalfs A 70.34. '

En la grifica 5, se observa que la mayor produceidn de embripo
nes se obtiens, adicionando al medio de desarrollo 2 g/l de casa-’
minodcidos, concentracién propuesta por Meijer y Brown (1987), -
sin embargo de acuerdo ai. cuadro 8, el mayor porcentaje de germi-
nacién ( 33 £ ) y donde se obtuvieron plédntulas de mayor tamafic y
vigor fue a 1.5 g/l de casaminodcidos. De estos resultados y de
otros experimentos { anélisis de proteinas, efecto de casaminoAci
dos en la induccién de embriogénesis, etc. ), se cre§ un compromi
so, por un lado alta produccién de embriones somdticos con 2 g/l
de casaminogcidos y por otro germinacidén que produce pléntulas con
mayor vigor y tamafio con 1.5 &/1 de casaminodcidos, de aqui que
en posteriores experimentos se encontré que la concentracién més
adecuade de casaminofcidos gue hay que agregar al medio de desﬁ-
rrollo, para mejorar la cantidad y calidad de embriones asomédticos
de alfalfa A 70.34 es de L.75 g/1.

En este experimento la respuesta en embriogénesia somitica -
aleanzé porcentajes mayores al 60 % y en algunos tratamientos hasg
ta el 80 % ( cuadro 8 )}, los rendimientos también aumentaron sen-
siblemente, lo que indica 1la efectividad de los ciclos de selec~~
cién recurrente, en experimentos posteriores se obtuvieron rege——-—

puestas y rendimientos mayores.

Con respecto a la sincronizacién de las etapas de desarrollo

en la grifica 6 y la figura 3, se observan los porcentajes de em
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cidos (camseina hidrolizada), en el medio de desarrollo.
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Cuadro 8 .- Respuesta, rendimiento y germinacién de embriones sométi
cos de alfalfa A 70.34 en diferentes tratamientos con ca
samino&cidos (CASA), aplicados al medio de desarrollo.

cAsA (g/1) Respuesta (#) Hendimiento (X) Germinacién (%)

0.0 T2.0 5.0 % 2,3 27.0
0.5 80.0 5.0 t4. 16.0
1.0 64,0 8.0 *17.2 24.0
1.5 72,0 6.0 * 3.5 33.0
2.0 80.0 9.0 *7.4 3.0
5.0 76.0 3.0 * 4.8 28.0
601
% N
NI X
40 \ \ \ \ \ \
N 2 2 N 2
© REEN N Y N N B
VSN B NEARSIN N N RS
] N VN RN N N RSN s
Ve Vol Vo e v v
31/ ﬂs A .: ?d /Q N N [+ t ﬁ
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 5.0

Casaminodcidos g/1

Figura 3.~ Porcentajes de embriones som&ticos de alfalfa A 70.34, glo
bular (@3, corazén (W) y torpedo (§§S§§§), 2l final

de su desarrollo en diferentes tratemientes con casaminodcidos.
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briones en estado globular, corazén y %torpedo durante el desarro-
1llo v al final del experimento. En cada uno de los tratamientos
con casaminodcidos, se aprecia que la sineronizsacién no es buena,
durante el desarrcllo se encontraron pobdlaciones de embriones, en
cada una de las etapas de desarrollo y al final del experimento,
los porcentajes de embriones en estado de torpedo, no sobrepasa--
ron en ningin tratamiento el 60 %.

B.3., Efecto de casaminodcidos en 1a induccién de embriones
somdticos de alfalfa A 70.34.

Con el fin de determinar si la concentracién mis adecu.adav de
casaminodeidos { 1.75 &/1 ) en el medio de desarrollo, tenfa al--
gin efecto sobre el rendimiento de embrionss sondticos de alfalfa
A 79.34 durante la induccién, se probé adicionar esta concentra--

cién de aminoAcidos al medioc de induceién.

BEn el cuadro 9, se aprecia que si bien la adiciédn de aminodci
dos aumenta el rendimiento de embriones somé&ticos, la diferencia
no es significativa en comparacidén cuando no se agregd casaminoé-
cidos al medio de induccién, en cambio el rendimiento es menor -
cuando los embriones crecen asin amino&cidos tanto en la induccidén
como en el desarrcllo; con respecto a la respuesta, todos los tra
tamientos tienen resultados similares, lo que permite inferir gue
los casaminodcidos tienen influencia principalmente en el rendi—

miento pero no en la respuesta embriogénica de alfalfa A 70.14.

La germinacién de los diferentes tratamientos es muy similar,
sin embarge los tratamientos con casaminodcidos produjeron pléntu

las con mayor tamafio y vigor, que cuando los emdbriones crecieron
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en ausencia de aminodecidos. De este experimento es

de suponer

que los aminofcidos no tengan efecto en la induccién de la embrig
genesis gsomética de alfalfa A 70,34 y que su influencia principal

sea durante la diferenciacién de loa embriones sométicos,

Cuadro 9.~ Reapuesta, rendimiento y germinacién de embriones somé
ticos de alfaifa A 70,34 por efecto de 1.75 g/1 de ca
saminodcidos, aplicados

de los embriones.

en la induecién y desarrollo

Trataniento Reapuesta Rendimiento Germinacién
Medio de  Medio do (%) (x) en medio M3
Induccidn Desarrollo basal al 50%
(15 dias) (25 dfas) (%)
SIN SIN .
Casaminofcidoas Casamincdcidos 89.0 2.3 * 6.5 37.0
SIR COR
Casamino4cides Casaminodcidos 92.8 16.6 * 4.3 41.8
CON CON
Casaminodcidos Casaminodcidos 89.2 19.5 * 8.4 43.0
COoN SIN
Casaminoécidos Casamincfcidos 93,7 12.0 } 7.4 33.3
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“BJd, Efecto del 4cido abscisico (ABA) en el desarrollo
) de embriones somiticos de alfalfa A 70.34.

Una caracteristica de la embriogénesis somdtica in vitro es
la asincronia de las etapas de desarrollo ( Zee y Wu, 197G; Dos
Santos et al., 1983; Sung et al., 1984 ), los sistemas de apio,
alfalfa A 70.34 y Pl.l no son la excepcidn, . diferentes métodos

pueden ser aplicados para la seleccidén de embriones sométicos en

diferentes etapas de desarrollo ( Loschiavo, 1984 ), los métodos
incluven separaciones fisicas ( filtracién o centrifugacidn en
gradientes de densidad ), o el uso de algin compuesto quimico que
logre sincronfa. Bn alfalfa A 70.34 se probé el efecto del dcido
absci{sico ( ABA ) en la produccién de embriones somdtices y se a-
nalizé el grado de sincronfa durante el desarrollo y en el memen-—
to del rescate de los embriones somidticos, relacionando estos re
sultades con el rendimiento, la respuesta y los porcentajes de

gerninacién.

En la grifica 7, =e observa que la produccién de embriones
somdticos en la mayorfa de los tratamientos con ABA fue menor que
el testige (sin ABA)}., No obstante en la grifice 8, donde se apre
ciz el comportamiento de lag etapas de embriogénesis globular, co
razén y torpedo durante su desarrollo, se observa que 1o0s trata~-~
mientos con ABA 0.5 v 1.0 mg/1 producen una riayor separacién de
estas etanas de desarrollo en el tiempo, con lo gque se obtuvd -
mis del 6) % de embriones en estado de torvedo al momento de reg-
cate (trasplante a medio de germinacién), en comparacién con el -
consrol sin ABA, donde el porcentaje de embriones en estado de -
torpedo es del 54 %. A una concentracién ae 10 mz/l de ABA se ob

tuvieron muchos embriones anormales Yy la separacién i: las -
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a = Cada tratamiento 25 inéculos. dfas de desarrollo.
Grifica 7.~ Produccién y desarrollo de embriones sométicos de alfal
fa A T0.34 con diferentes concentraciones de Acido abs-
cisice (ABA), en el medio de desarrollo.
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Gréfica 8.- Efecto de &cido abscisico (ABA)} en los porcentajes de ota-
pas de desarrollo glotular (——), corazén (-———) y

torpedo (~— -—) de embriones somiticos de alfalfa A 70.34.
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etapas de desarrollo ya no es tan eficiente, En 'la f_igﬁra 4y se:
puede observar que la mayor separacién de fases de-desarrollo:ocu .-
rre con ASA a concentraciones de 0.1 - 1.0 mg/l, al final del dg‘

sarrollo de 108 embriones sométicos.

Sin embarzo, 1la germinacién es otro punto importante a consi
derar. El cuadro 10 resume los resultados de gerninacidn de em-
briones somédticos desarrollados en presencia de los diferentes -
tratamientos con ABA, en general los porcentajes de germinacién -
son muy similares, pero ]_.a. germinacién se retarddé en relacién a
otros experimentos, en el momento de 'c_avaluacién ( dfe 30 en medio
de germinacién ), las pléntulas apenas habfan alcanzado una altu
ra de 4-6 ¢m, mientras que los controles tenfan plédntulas de has-—
ta 10 en.

Adn cuando no se aprecia gran diferencia ( cuadro 10 )}, el
rendinientoc disminuve cuando aumenta la concentracidén de ABA en
el medio de desarrollo, resultados similares se obtuvieron en 1la

respuesta de embriogénesis.

En un cultivo de embriogénesis somdtica in vitro, el d4cido
avscisico tiene diferentes efectos: retarda o inhibe la germina
cidén, detiene la formacién de embriones secundarios ( aumento de
eincronfa ), e incluso con adecuados - pulscs es posible obtener
embriones mds normales (- Ammirato, 1987 ). En la gridfica 8 se
observa que la separacién de las etapas de desarrollo se lleva a
cabo en los dltimos dias del desarrollo, 1o que indica que el 4ci
49 abscisico puede ser aplicado en nulsos cortos, unos dfas antes
del rescate de los embriones, para evitar la contimua accién del

A3A dur. ate todo el desarrollo de los embrionc:. 'In exverimento
nuy interesante serfia observar la sintesis de proteinas de reger-

va por efecto de diferentes pulsocs con AZA durante el desarrolle
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Cuadro 10.- Respuesta, rendimiento y gserminacién de embriones som#ti

" cos de alfalfa A 70.34, en diferentes tratamientos con a

cide abscisico {ABA), aplicados al medio de desarrollo.

ABA {mg/1)

Respuesta (#) Rendimiento (X) Cerminacién (%)
0.0 80.0 6.0 * 3,5 37.0
0.1 83.3 6.0 3.7 " 26.0
0.5 60.0 5.0 % 3.0 37.0
1.0 73.3 a0 tag - 26.0
5.0 62.9 . 6.0 * 53 - . 25.0
10.0 _ 57.1 4.0 *2.8 20.0

60 \N .
* N IN N
: 404 \ §
R
301 \ \ $ N B
N
IS W2 NN VA V2
: N / N N N AN N N
201 N N 2\ N/ N NN B /\
e NERIN s NS ¥ ZA
: N N VRS N N SN RS
1091 N felelvig N N SN N N
. N P2t 5 i N Ng AN N ‘N
N N ‘;’0’0' N N Q ;‘) (‘Q :’ ::
SEINZ 20N RN VRSN NS
0.0 0.1 1.0 5.0 10.0

fcido abscisico (mg/1)

Figura 4.- Porcentajes de embriones somfticos de slfslfz A 702,34 glo
bular {

su desarrollo en diferentes tratamientos ‘con Ac:do =bscisico.

}, corazén (%) ¥y torredo ( ), el final de
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de los embriones somdticos de alfaifa.

C-Be5. Germinacién de embriones somAticos de alfalfa.

"En la germinacién de embriones somdticos de alfalfa A 70.34
con diferentes medios basales, el mavor porcentaje de germinacién
( 44.6 # ), se obtuvo con el medio MS al 50 % ( cuadro 11 ), el
medio SH ( usado en el protocolo original ) alcanzd un porcentaje’
de germninacién de 23.7 #. Los més bajos porcentajes de germina
cién fueron obtenidos con los tratamientos en medio BS' sin embar
go se observd algo importante: embriones en estado globular vy
corazén sembrados en medio 35 al 100 4, terwinaron su desarrolle
hasta embriones maduros, en cambio la mayoria de los embriones en
estado globular y corazén sembrades en los otros medios ( MS [
SH ), fueron incapaces de terminar su desarrollo, de aqui se des-
Prende gque el medio B5 gin reguladores del crecimiento es un buen
medio para el desarrollo de embriones som&ticos hasta su madura-—
cién ¥ que la conversidn de embriones somdticos de alfalfa A -
70.34 es mayor en el medio MS al 50 #.

Por lo general la conversifn de embriones somAticos se lleva
a cabo en medios basales sin reguladores del crecimiento, no obs
tante algunos autores ( Walker y Sato, 1981; Brown vy Atanaséov,
1985 ), incluyen en sus protocolos el uso de reguladores-del cre
cimiento parae la gerwminacién de enmbriones sgomdticos; en el ﬁ;ééeg
te trabajo, usando el medio ¥5 =1 50 %, se probd el efecto de -
diferentes reguladores del crecimiento, en la conversidn de em---

briones somfticos de alfalfa A 70.34.

En el cuadro 12, se observa que a una concentracién de 0.01
mg/l de 4cido giberélico ( GA3 }s hay un sensible aumento en el
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‘ Cﬁa’drp 11;- Porcentajea de germinacién de embriones so~Aticos de
s : altalfa A 70,34 en 3 medios basales y a 3 concentra-

ciones
R Concentracién )
Medio basal
: 100 &% 50 # 25 £
X3 29,8 £ 44,6 £ . 33.3 %
Bge 8.3 4 1.0 % 11.2 &
SH 23.7 4 23.0 £ 15.2 %

' MS - Wurashige y Skoog (1962):
Bge - Villegns y Brown (2987), modificado de Gamborg et al. (1968}
SH - Schenk y Hildebrandt (1972‘).

Cuadro 12.~ Porcentajes de germinacifn de embriones somiticos de al
falfa A 70.34 en medio MS basael al 50 %, en presencia
de 4 reguladores del crecimiento a 3 concentraciones.

Regulador del Concentracién (mgz/1)
crecimientoé 0.01 6.1 1.0
Aecido indolacético (AIA) 48.1 % 43.6 % 31.5 %
Acido giberélico (GA3) 57.8 % 40.8 4 40.8 £
Acido indolbut{irico (AIB)  41.0 % 39.2 % 37.5 %
Bencil aminopurina (BAP) 42.8 % 28.3 % 10.9 4 .

a - Testigo; Germinacién en medio MS basal al 50 % sin regulado -
res = 41.8 #. '
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porcentaje de germinacién de embriones somdticos ( 57.8 # ), esta
frecuencia de conversién fue la més alta en embricnes somdtices -
d¢ alfalfa A 70.34. Walker y Sato (1931), proponen en su estudio
el uso de 10 mg/l de GA}
cos de alfalfa, en nuestro cmso con 1.0 mg/l de GA, se obtuve un

3
porcentaje de germinacién de 40.8 %, a 10.0 z2g/1 la germinacién

para la conversién de embriones somdti-

probablemente hubiera sido menor. FEn el mismo cuadro se observa
que el mds bajo porcentaje de conversién (10.3 %), se obtuvo con
1.0 mg/1 de BAP lo cual es 1ézico, al ser una citocinina, uno de
sus principales efectog es la elonzacidn de brotes v yemas y co-
minmente no es utilizada para la germinecién de embriones somébi-
cos, con BAY se observd incluso la induceibn de callo en los em-

briones somdticos, principalmente a 1.0 mg/l.

Con respecto al dcido indoltmtirico, 1los rorcentajes de con
versién no son significativemente diferentes al control, aungue
es de notar gue a 1.0 mgﬁl de AIB empieza a producirse callo, aun

que en menor cantidad gue con BAP,

la frecuencia de conversién de embriones somiticos de alfal-
fa es buena, si ge le comvpara con la obtenida por Redenbaugh -
et al. (1986). En sus primeros estudios de conversién de embrig
nes somdticos de alfalfa encapsulados y ne encapsulados, Reden~
baugh ¥ col. obtienen porcentajes de conversidn de alrededor del
30 4, En el presente estudio una altsrnativa para la encapsula--
cidn de embriones somdticos de alfalfa es seleccionar les embriec
nes de mejor morfologia y los zue tengan un mayor contenido de
proteinas de reserva, ya que en todos los experimentos de germi-
nacidn se utilizaron embriones escogidos al azar, uUnicamente que
tuvieran un tamafio de 2 a 4 mm y que estuvieran en estado de -«
torpedo.
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C. EFECTO DE DIFERENTES TIPOS DE STRESS DURANTE EL DEéARRQﬁV'
LLO DE EMBRIONES SOKAZICOS DE ALFALFA A 70.34 Y Fl.l.

Con la aplicacién de diferentes tipos de "gtress" { disminu-
¢ibn de la fuente de carbomo, desarrollo en completa obscuridad,
disminueién del contenido de humedad con polietilenglicol, accién
del fcido abscisico, etc. ), durante el desarrcllo de embriones
gométicos de alfalfa 4 70.34 ¥y Fl.l, se observaron interesantes
resultados:

En alfalfa A 70.34 y PL.1l, los testigos ( sin "stress" ),
tienen una mayor prodiccidn de embriones somdtices ( gréficas 9
y 10 ). Como era de esperarse, la aplicacidén de algin "stress"
digmimye la cantidad de embriones somdticos obtenidos, los trata
mientos mds fuertes como, 1la reduccidén en la fuente de carbono,
el “"atress" por agua ¥ la avlicacién de todos los tratamientos

Juntos, produjeron los rendimientos mdée bajos,

La resvuesta y rendimiento de alfalfa A 70.34 ( cuedro 13 ),
es menor gue en F1.1 { cuadro 14 ), en este experimento sapenas
se iniciaban los ciclos de seleccién recurrente en alfalfa A
70.34, como ha sido reportado por Brown y Atanassov { 1985 ) y
{ 1987 ), la alfalfa Fl.1 al ser una linea proveniente de M. fal-
cata, tiene altas respuestas embriogénices, adn sin seleccidn

recurrente.

Como se observa en el cuadroe 14, 1la respuesta en embriogé
nesis en los tratamientos con fcido abscisico, sacarosa-manitol y
el testigo sin reguladores de alfalfa Fl.l, es mayor al G0 %,
aunque es de notar gue los rendimientos de los diferentes trata
mientos es menor que a2l testigo. De isual forma en alfalfas A

70.34, se observa { ecuadro 13 ), que en 1= mavoria de los trata
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Grdfica 9.- Produccién de embriones somdticos en slfalfa A 70.34, apli
cando tratamientos con: polietilenglicol al 10% ( }, dcido abscf
sico 0.5 mg/l &= —=)}, 33% gacarosa-66% manitol (-—-—-) ), sin regula-
dores ( ) ¥ con reguladores {~—-—), en el medio de desarrollo,
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Gréfica 10.~- Produccién de embricnes sométicos de alfalfa Pl.1l, apli-

cando tratamientos con: Acido abscisico 0.5 mg/l (— —}, sin
reguladores {(-—--—}, 33« sacarosa-66% manitel (-----) y polie
tilenglicol al 104 (

), en el medio de desarrollo.
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Cuadro 13).- Respuesta, rendimiento, contenido de protefmss albimi
nas y zlobulinas y germinacidn de embriones somiticos
de alfalfa A 70.34, desarrolledos en diferentes tipos

de "atress®,

Tratamiento Bespuestaa Rendimientob Alb. Glob. Germinacién
(%) (x)} (mg prot./g p.f.) (£)

Sin +

reguladores 46.0 5.0 X 3.3 - T.7. 11.6 2370

Con

reguladores

Acido abscisi
co 0.5 mz/1

Sacarosa 33 %
Manitol 66 %

Polietilenglicol
1000 al 10 %

Obscuridad

Tretamientos R : .
III a VI jun- 0.0 0.0 % 0.0 — - ——
tos

a - Respuesta; Mimero de callos con embriones/mimero de callos.
% - Rendimiento; Promedio del nimero de embriones/callo.
== Insuficiente cantidad de embriones para la determinzcidn.



- 119 -

Cuadro 14.- Respuesta, rendimiento, contenido de protefnas albimi
nas y globulinas y germinacién de embriones som&ticos
de alfalfa Fl.l, desarrollados en diferentes tipos

de "stress".

b
Tratamiento l'mtspuestaa Rendimiento Alv. Glob. Germinacién

(%) (%) (ug prot./g pogy  (*)
din
reguladores 93.0 15.0 9.2 15.0 7.0 43_.0.-
Con Co
reguladores 0.0 0.0 ; 0.0 0.0‘ 0.0» 0:0
Acido abacisi
oo O.5mg/l. 960 100 247 220
Sacarcea 33 % .
Menitol 66 % 86.0 8.0 * 3.2 12.0
Polietilengli o
col 1000 1. 73.0 6.0 £ 3.5
Obacuridad 85.0 9.0 % 4.4 30.0
 Tratamientos
IIT & VI jun 16.0 2.0 % 0.8 25.0 4,0 —
tos

a8 — Respuesta; Nimero de callos con embriones/mdmero de callos.
b = Bendimiento; Promedio del nimero de embriones/callo.
== Insuficiente cantidad de embriones para la determinacién.
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mientos la respuesta es similar, entre 40y 50 %, pero el rendi
miento es menor en los tratemientos con "stress" nds fuertes, de
aqui se concluve que la aplicacién de algin "stress™ en general
no tiene efecto sobre la respuesta en embriogénesis de alfalfa A
70.34 y F1.1, pero s{ dismimuyen sensiblemente los rendimientos,

En alfalfa Fl.l, 8Se encontré que la completa diferenciacién
de los embriones somdticos necesita de un medio sin reguladsres
del crecimiento, después de 10 - 12 dfas de induccidn se observd
una gran cantidad de proembriones y embriones globulares en ca
1llos provenientes de pecfolos de pléntulas, sin embargo ninzune
es capaz de llegar al estado torpedo si se mantiene en este me-
dio, ademéds después de estar 30 dfas en induccibén los embriones
degeneran a menos que se eliminen los reguladores del medio de
cultivo ( transfiriendo los callos a medio de desarrollo ), antes
del dfa 25 de la induccién.

En este experimento, de los tratamientos probados el ABA a
0.5 mg/1l fue el inico que logré mayor sincronia en las etapas de
desarrollo de alfalfa A 70.34 y PL.1 ( gréficas 11 y 12 ), se ob
serva que en los tratamientos con polietilenglicol y sacorosa-ma~
nitol los embriones torpedo tardaron mis tiempo en aparecer, Fl
bajo rendimiento de los diferentes tipos de "stress" combinados -~
irﬁpidié incluir graficas de este tipo, por la misma razdén en el
trataniento con polietilenglicol en e1falfa A 70.34, no pudo ger
graficado.

Los embriones gue tuvieron su desarrollo todo el tiempo en
obscuridad, al momento de ser rescatados no presentaron el carac

teri{stico color verde de los deméds embriones, sino un color cremo

so, ain asi el rendimiento obtenido fue de los m&s altos tanto en

alfalfa Pl.1 como en A 70.34 { cuadro 14 y 13 ), 1a sineroniza
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cidn obtenida al momento del rescate { figura 5 )}, fue 1la mayor
con excepcién del tratamiento con ABA, con respecto al contenido
de proteinas, también fue de los més altos y en la germinascién,
este tratamiento produjo pldntulas normales, ror lo tanto puede

decirse que los tratamientos con obecuridad y .ABA: aumentan el
grado de sincronia de las etapas de desarrollo, incrementan 1la

sintesis de proteinas de reserva en log embriones gsomdticos y la

conversifén de embriones produce pldntulas normales.

De acuerdo a la figyra 5, los mejores tratamientos para ob
tener mayor sincronia al momento del rescate de 1os embriones sg
mAticos de alfalfa A 70.34 y Fl.l, es cuando el desarrollo de
los embriones se llevd a cabo en presencia de &cido abscisico 0.5
mg/l o en obacuridad, mezclas de estadios se observaron en los

demés tratemientoas.

D. ANALISIS DE PROTEINAS DB RESERVA 7S Y 11 S.

Bn alfalfa A T70.34, el andlisis de protefnas muestra que los
tratamientos con dcido avscimico y obscuridad tiemen los mayores
contenidos de protefnas ( determinacién por el método Bradford ),
en comparacién cuando el desarrollo de los embriones fue en conti
nua presencia de reguladores del :recimiento ( cuasdro 13 ). De
igual forma en alfalfa Fl.l la mayor cantidad de proteinas deter-

minada fue en los mismos tratamientos ( cuadro 14 ),
Por otro lado el anAlisis electroforético demostrd que préc-

ticamente en todos los tratamientos hay presencia de proteinas -

de reserva 7S y 11 S y que el patrén determinado corresponde

con el de proteinas de semillas.
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Pigura 5.- Porcentajes de embriones somdticos de alfalfa A 70.34

( figuraa ) y P1.1 ( figura b ), en estado globulaf

(R ), corazén (%) ¥ torpedo (N). al

final de au desarrollo sn diferentes tipos de "stress':

[é.oido abscisico 0.5 mg/)l (ABA); completa obacuridad
{OBSC); sin reguladores (S/R); con polietilenglicol al
10 % (PEG); sacarosa 33 % - manitol 66 % (SAC-MAN); -
con reguladores (C/R) ¥ con todos los anteriores tra-

tamientos (TODO) J .
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Bn ¢l experimento de separacidén de fases de induccién y desa
rrollo en el proceso de embriogénesis de alfalfa A 70.34, cuando
el trasplante de los infculos de medio de induccién con reguladp
res a medio de desarrollo sin reguladores fue a los dfas 15 y 21,
se obtuvieron los geles de poliacrilamida con bandas de proteinas
mds intensas ( figura 6 )}, lo que indica un mayor contenido de

protefnas y por lo tanto mayor calidad de los‘ embriones.

Un punto importante es que en algunos geles de poliaerilamidé
se observd que en la fraceidn de elbiminas proveniente de embrig
nes sométicos, se encontraban bandas caracteristicas de proteipas
de reserva TS y 11 S ( fraccién de globulinas )}, 1lo que podfa
indicar una posible mezcla de muestras, sin embarge 1a consisten
cia de este resultado plantea otras posibilidades, uns de ellas
e8 que 18s protefnas de reserva T S ( Vicilina )} y 11 S ( legu-
mina ), no alcanzan a ensamblarse para formar su estructura ter—
ciaria y cuaternaria, 1la busqueda de cuerpos proteicos por micros
copia electrénica, podria comprobar o refutar esta hipdétesis,

De los diferentes geles de poliacrilamida, 1las bandas con
proteinas de reserva que presentaron mayor intensidad fue en los
tratamientos con ABA y obscuridad, lo que indica que las condi-—
ciones de “"stress" obligan al embrién somédtico en dessrrollo a te

ner una tasa de sintesis de proteinas de reserva mayor.

Actualmente como resultado del uso de técnicas de Biologla -
Molecular, se tiene determinada la sSecuencia de aminoécidos de
oroteinas de reserva de semillas de varias especies, entre ellas;
chicharo y frijol ( Siighton y Chee, 1987 ). La tendencia es; -
bugscar sitios en las protefinas de reserva 75 y 11 8§, que pue-

dan tolerar variacién en 1la secuencia de aminofcidos.

Comtinando los conccimientos en proteinas de reserva de la -
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Figura 6.- Blectroforesis en gel de poliacrilamida~SIS.

A) Praocciones de protefnas globulines ( G ), 78 y 118
de semillas de alfalfa A 70.34, Marcadoree de peso mg
lecular ( ¥ ): a - fosforilasa B {95.2 Kd), b -~ albi-
mina de suero bovino (66.2 kKd), e - ovealbimina (45.0
Kd), 4 - anhidrasa carbénica (31.0 Kd), e - inhibidor
de tripsina (21.5 Kd) y f - liscsima (14.4 Kd).

B) Praccién de albdiminas ie embriones sométicos de glfalfa
A T0.34, desarrollados en diferentes tiempos de induc—
cién 3 dfas (3d4), 9 dfas (9d), 15 dfas (15d), 21 -
dfas (21d) y 42 dfas (42d) con reguladores del creci

. miento y posterior trsspia.nte a medio sin reguladores,
altiminas de semilla ( A ).

C) Praccién de globulinas de cmbriones somAticos de alfalfa
A 70.3.4. desarrollados en diferentes tiempos de induc—--
cién 3 dfas (34), 9 dfas (9d4), 15 dfas (154), 21 -
dfas (21d) y 42 dfas (42d) .con reguladores del creci-
miento y posterior trasplante a medioc sin reguladores,
globulinas de semilla ( G ).
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embriogénesis sexual y soméAtica, con los recientes avances en -
tecnologia de transferencia de genes vegetales, se podrédn corre-
gir deficiencias en aminodcidos con azufre, que son inherentes a
proteinas de reserva de semillas leguminosas, lo jue beneficiaria

ia dieta humana y animal.
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£, DESARROLIO DE LA MATRIZ DE ENCAPSULACION PARA EWBRIONES
SOMATICOS. '

la inmovilizacién y confinamiento de material bioldgico ('eg
zimas, organelos, células animales v vegetales, microorganismos,
insectog, etc. ), ha sido un procedimiento utilizado ampliamente
( XKierstan y Bucker, 1977; Grisby y Hall, 1980; Matteau y Saddler,
71982; PFravel et al., 1985 ), para faciliter el manejo del mate--
rial y para otros objetivos especificos; ya sea dar estabilidad,
obtener metabolitos o desarrollar nuevas técnicas de produccién,

como es el caso del atrapamiento de células vegetales.

Ias técnices de inmovilizacién incluyen el usc de diferentes
polimeros ( quitosanas, agar, agarosa, alginatos, carragenina, po

liacrilamida, poliuretano, etc. ).

Para la encapsulacién de embriones somdticos Redenbaugh et -
al., (1986), probaron diferentes hidrogeles naturales, adaptando
1la metodologia de inmovilizacién de células vegetales para encap
sular embriones somAticos. Los soportes que necesitaran condicio
nes may fuertes para su produccién { calor o solventes ), o gue
fueran téxicos para embriones sorédticos, fueron descartedos para
usarse como matriz de encapsulacién. Encontraron gue los algina
tos son los mejores soportes para encapsular embriones som4dticos,
por su facilidad de manejo, gelificacién en ausencia de caler y
porque producen esferas de gel con una consistercia adecuada para

su manejo.

Un soporte que préct’camente no ha sido utilizado para inwo-
vilizar material biolégicc es el dcido poligalmcturénico, el gel
nos fue proporcionade por el Dr. Magafia del CINVESTAV Zncatenco,

México. ( Vagafia, ha reportado mejores resultados en la immovila
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zacidn de células de levadura con -decido poligalacturdnico, que

con alginato ).

gn el presente estudio se probaron dos tipos de soporte; al
ginato 7 decido poligalacturdnico { PGa ) o pectinato. Se observa
ron y cuantificaron diferentes caracteristicas en 1a obtencién de
cépsulas de gel a partir de 3 tipos de alginato y uno de pecting
to.

En alginato de baja viscosidad { 250 eps ), 103 resultados
de produccién de cdpsulas se presentan en el cuadro 15. Con una
concentracién de zlginato de sodio de 0.5 # no fue posible obte-
ner cépsulas de gel a ninguna concentracidén de cloruro de caleio,
3 una concentracién de 12.5 m¥ de CaCle, tampoco fue posible obte
ner cédpsulas a ninguna de las concentraciones de alginato proba-
das, Ia obtencién de cdpsulas de alginato,de tamafo adecuado pa
ra encapsular embriones somiticos con alginato de baja viscosidad
3610 8¢ da 2 altas concentraciones de gel y cloruro de calcio, a-
sirigns a bajas concentraciones de gel v agente de comple jacidn,
ge obtisnen cdpsulas amorfas, por otro lade con este gel el tiem
pe de covvlejacidén para que lasg cédpsulas tengan una consistencia
adecuada, es mayor gque en otros tiros de alginato, gse necesitan
de 30 a 45 minutos de complejacién para formar esferas adecuadas,
vara manejarlas como matriz de encapsuiacit.’m de embriones soméAti

cog.

£n alzinato de viscosidad media ( 3530 cps ), 12 concentra
¢idn miniva de Cac12 pzra formar cédpsulas en forma de esfers fue
a 25 mM, a concentraciones de 50 y 100 =M hubo buena formacidén de
eaferag, junto con una concentracidén de alginato de sodioc entre -
1.2 y 1.5 # En el cuadro 16, se aprecia que 2 medida que au-~

mentz la concentracién de alginato awmenta el tamafio y peso de -
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. Guedro 15,~ Producciéri de cdpsulas de alginato de calcic, a partir
: ' de alginato de sodio de baja viscosidad ( 250 eps )} y

© cloruro de calcic a diferentes concentraciones.

B Alginato de sodio de baja viscosidad ( 250 cps )
(}‘a.(!l2

B 0,8 A 1.0 £ 1.5 % 2.0 %
L (mM) .
F. . F P T, P, P T. P2 T R
12,5 62.8 —- A 7.3 == A 123.0 A
25.0 .39.60 ‘== A 56.0- - A T5.0 0.8 8.9 G -
50,0 62,8 == 42,9 3.6 G 56.8 4.2 6 87.9° 4i5 B0

> =

C 19000 67 - 41.8 3.6 G 50.7 4.2 B0 54.2 4.3 E

200.0 79.6 -- A 43.9 3.9 G 510 4.0 'E 56.1 4.0 E

P. - peac {mg), T. -~ tamsfic {wm}, P..—- forme { A - amorfa, G - gota,
BO - eafera ovalada, B - esfera ), — - No fue posible determinar.

1as esfera3 obtenidas, de igual forma a medida que aumenta la con
centracidn de cloruro de calcio dismimuve el tamafio v peso de 1las
cdrsulas, asi las cépsulas de mepor tamaro y peso ( 3.2 mmny 27.7
ng }, fueron formadas con alZinato de sodis al 0.5 % ¥ (:acl2 200 -
m¥ y las de nayor tamafio y peso ( 7.0 mm v 180.3mg ) a 2.0 % de
alginato ¥ 12.5 m¥ de CaCl,. La forma de 183 cdpsulas es esférica
en un intervalo de concent;‘aciones de alginsto de sodio 1,3 a 1.5%
¥y clorurc de caleio 50 a ¢00 mM, asimismo la consistencis de ca’vpag
las formadas con alginato de viscosidad meaia, determinada manual-
mente, Tostré ser la mavor en los tres tipos de alginato, Vemplea—

dos en la presente invertigacién.
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Cuadro 16.~ Produccién de cdpsulas de aleinato de calcio a partir
de alginzto de sodic de viscosidad media ( 3500 cps )

¥ cloruro de caleio = diferentes concentraciones.

Alginato de sodio de viscosidad media ( 3590 cps )

cacxz
0.5 % 1.0 4 1.5 % 2.0 %

(mM)

P. 7. P. P. T. P. P, T. F. P, 7. R,
12.5 58.8 = A 81.6 4.6 G 118.5 5.9 G 190.3 7.0 G
25,0 46,1 ~= A 52,6 4.4 G 62.8 5,3 B 185.8 6.7 E0
50,0 34,1 — A 41.2 4.0 E 49.1 4.4 E 87.3 5.3 B0
100.0 31,6 3.5 G 37.0 3.7 E . 44.0 4.0 B 79.6 4.9 %
200.0 27.2 3.2 B 32,6 3.4 E 40,1 3.6 B 68,3 4.4 B

P. - peso {mg}, T. - tamafio (m), P. - forma ( A - amorfa, G - gota,
E0 ~ esfera ovaleda, B - esfera }, == = No fue posible determinar.

En alginato de alta viscosidad ( 14000 eps ), el intervalo de
concentraciones de alginato para formar cépsulas e¢s mds estrecho
( cuadro 17 ), a 0.5 % de alginato de sodio no se produjeron eafe
ras en ninguna concentracidn de 0a012 ¥ & 2.0 % 1a excesiva visco
sidad del gel, impidié la formacién de cépsulas con el procedi—
miento probado, 2 concentraciones de 1.0 y 1.5 % de alginato, el
tamafio y peso de las cdpsulas siguieron el comportamiento observa-
do en las cépsulas de alginato de viscosidad median, es decir, dis
minueién en el peso y tamafio de las cdpsulas al aumentar la concen

tracién del agente de complejacién.

Con este tipo de alginato, se obtuvieron las cédpsulas de mayor
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peso, Sin embargo la consistencia, determinada manualmente fue la
més baja de los tres tipos de alginato, probablemente el mayor pe-
30 molecular del polisacdrido impide lm formacién de un gel de al-
ginato de calcio mds estable.

Cuadro 17.- Produccién de cédpsulas de aslginato de calcio a partir
de alginato de sodio de alta viscosidad { 14000 cps )

¥ clorurc de calcio a diferentes concentraciones.

Alginato de sodio de alta viscosidad ( 14000 cps )

Ca.(}l2
0.5 # 1.0 # 1.5 % 2.0 %
(nd )

P. T. P. P. T, P. P. T. F. P. T. P,

12,5 78.0 -= A 155,9 6.1 G 208.1 6.4 G == o= -
25.0 6l.5 == A 105.0 5,6 G 154.7 6.1 G == = ==
50.0 51.0 — A 84.6 4.8 G 126.6 5.5 G

100.0 48.5 -——- A 73.9 4.4 EO 108.6 5.1 EO «- —~ -

200.0 49,5 == A 67.4 4.3 EO 106.9 4.9 E = o= o=

P. - peso (mg), T. - temafio (mm), P. - forma ( A - emorfa, ¢ - go-
ta, E0 — esfera ovalada, E - esfera }, -- - No fue posible determi-

nar.

De acuerdo a los anteriores resultados se decidié§ utilizar na
ra sl proceso de encapsulacién de embriones som&ti&os a alginato
de sodio de viscosidad media a una concentracién de 1.25 % y como
agente de complejacién a (:xaczl2 100 mM.

El tamafio de las cédpsulas puede variarse de acuerdo al didme-
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tro del instrumento de goteo, un tamafio menor de cépsulas puede

obtenerse con un atomizador. BRehg et al. (1986), producen esfe--
“ras de alginato de 1.2 y 2,3 mn de didmetro, con una desviacién -
estandar del 10 %, si se desea un alto grado de uniformidad en el
tamafio de las cApsulas o para didmetros menores de 1,0 mm, reco-

miendan no utilizar una concentracién de alginato menor al 0.5 #.

Un punto importante que enfatizar, es el proceso de gelifieca
cién, por observaciones visusles, ¢l uso de Cacl2 a menos de 50
mM lleva a una gelificacidén inicial mds lenta, en cambio & 200 -
mM la gelificacién es inmediata. Rochefort et al. (1986), expli-
‘can el fendmeno examinando la técnica de formacién de cépsulas. -
Cuando una concentracidén relativamente alta de agente de compleja
cién es colocada en contacto con la solucidén de alginato, la for-
macién del gel es muy rdpids, muchos sitios de intercambio catid-
nico superficiales son ocupados y se desarrollan resistencims di
fusionales, hay una alta superfiocie de entrecruzamiento, pero po-
ca difusién. Con 50 y 100 m¥ de 05012, la gelificacién inicial
es més lenta, asi el agente de complejacién es capaz de penetrar
més alld de la superficie y distribuir los sitios de entrecruza—-
miento mAs homogéneamente. Ademds en su estudio encuentran que -
gelificando a 100 mM de 03012 seguido de un lavado en nitrato de
aluminio se estabiliza mée el gel de alginato, sin que se limite
la viabilidad de levaduras encapsuladas.

El mecanismo de gelacién de alginmto, se plensa que es intra
molecular e intermolecular { Morris et al., 1482 ), con enlaces -
covalentes y covalentes coordinados entre el calcio y los polime-

ros de Acido mamurdnico y Acido gulourénico,

Es importante notar que en los diferentes estudios en donde
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se utiliza alginato, 1las concentraciones reportadas varian desde
0.% hasta 5.0 %, esto se debe a que existen en el mercado inter—
nacional una gran cantidad de marcas de alginato, cada una con di
ferente peso molecular, viscosidasd, purezi, eic. En un ensayc he
cho con alginato de sodio marca BDH England Co., se requeria un
minimo de alginato del 3.0 % para formar cépsulas no completamen
te esféricas, y como se mencioné, el alginato Sigma se utilizdé en
concentraciones méximas del 2.0 #, que incluso son ya diffciles =-.

de manejar.

La produccién de esferas de kel de un tamafio adecuado para =
encapsular embriones somAticos con Acido .poligalacturénico ( pec—
tinato ), requiere concentraciones mayores del 5.0 4%, si se de-
sea cdApsulas de menos de 4.0 mm de didmetro se puede utilizar una
concentracién mds baja de pectinato, Ia formacidn de cdpsulag -
con este gel requiere el uso de concentraciones de cacl2 mayores
a 50 mM, en donde se forman cédpsulas de alginato ya adecuadamen-
te, a partir de 100 m¥ de 1a sal de caleio, es posible obtener
cdpsulas del tamaflo requerido para la encapsulacién de embriones

somAticos.

£n el cuadro 18, se presentan los resultados de produccién -
de céApsulas de pectinato, no se aprecia ninguna tendencia con -
respecto a aumento de peso o tamafio de cApsulas en los diferentes
tratamientos con clorurb de calcio o pectinato, como se observd -

en la produccién de esferas de alginato.

Muy pocos reportes se encuentran en la literatura sobre immo
vilizacidén o encapsulacién de material biolégico en donde se uti-

lice pectinato como soporte { Magafia, 1587 ).

En el pregente estudio se observd gque con prictica se obtie-
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nen cépsulas en forma de esfera. Manualmente se aprecié que la -
consistencia de cdpsulas de pectinato es mayor que las de algina-
to. Del cuadro 18 y de diferentes ensayos de produccidn de cép-
sulas de pectinato, se optd por utilizar uns concentracién de 7.5%
de dcido poligalmcturdnico y cloyuro de calcio 200 m¥, para los
experimentos de encapsulacién de embriones sordticos.

Cuadro 18.« Produccidn de cdpsulas de pectinato de calcio a partir
de 4cido poligalacturénico y cloruro de caleio a dife-

rentes concentraciones.

Acido poligalacturénico

caCl

2 6.0 £ 7.0 % 8.0 %

(mbt)

P, T. P. P. T. F. P, T, P.
. 50.0 98.3 - A T2.2 - A 95.1 — A
100.0 1017 -- A  96.5 5.0 ¢  108.6  S.4 EO
200.0 92,1 5.3 G 92.9 5.2 B 92.1 5.3 B
300.0 91.9% 5.2 G 82,9 5.3 B 87.8 5.3 E
400.0 86.1 4.9 EO 86.4 5.1 B 76.8 5.0 B

P. - pese (mg), T. - tomafio (wm), P. - forma { A -~ amorfa, G - go-
ta, EO - esferas ovalada, E - esfera ), ~— - No fue posible deter-
minar,

La transferencia de masa en el sistema embridn encapsulado-me
dio de cultivo es uno de los eventos eriticos pars la conversién
de embriones somAticos encapsulados. Itaminoala {1987), informa
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que los datos de coeficientes de difusidn en geles de alginato son
a menudo inconsistentes y variables entre diferentes reportes. En
su estudio encontré que el coeficiente de difusién de glucosa en
alginato se incrementa a bajas y altas concentraciones del monosa-
clrido en el gel, lo atribuye en pe.;rte a las diferentes ~ondicio-
nes aplicadas, a la variacién en los grados de error ( problemas

de precisién } y al proceso de difusidn mismo.

En la presente investigacién se estudié la difusién de nitré-
geno del medio de cultivo a cépsulas de pectinato, en 1a grifica
13 se muestra que exiat; difusién de nitrégeno del medio de culti
vo a cdpsulas de pectinato, se observa un constante recambio, que
hasta clerto punto es normal porgue; el contenido de humedad por
cdpsula es variable, también puede variar el contenido de nitrége-
no en los medios preparados y como indica Itamunoala (1987), puede
haber errores de precisién., En este experimento se observa ( gré~
fica 13 ), que después.de 9 horas de estar las cépsulas de pecti-
nato en el medio ds cultivo, ha difundido una alta concentracidén
de nitrégenc a las chpsulas { comparada con la determinnda en el -
medioc de cultivo ), después de 30 horas el pitrdgenc difundido en
algunas muestras es mayor que el encomtrado en el medio de cultivo,
lo cual puede ser légico si e} gel tiene afinidad por iones, en es
te caso de IBZ y 1!0'3-. Sin embarge, el mejoxr eriterio para asse-
gurar que embriones somfiticos encapsulados reciben suficientes | 178
trimentos por difusién es el desarrollo y germinacién de los em-——
briones, 1los resultados pesitivos de encapsulacién hicieron inne-
cesario contiruar con el andlisis de difusién de otros mutrimentos
( Carbono, Fésfore, Caleio, etc. ) del medio de cultivo a las cép-

sulas de gel.

Por otro lado, el cuadro 19, muestra los resultados de redi
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] ,ug.de nitrégeno/g de cédpsulas

Gréfica 13.— Difusién de nitrégeno de medio de cultivo SH a chpsu
las de pectinsto al 7.5 %. 1Ta&a linea discontima pa-
ralela a las abscisas indica la concentracién de ni-
trégeno encontrada en el medio de cultivo. »
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solucién de cdpsulas de alginato en citrato de sodio, en los tra-

tamientos con agitacién el tiempo minimo de redisclucidén fue de

TS5 mimutos, por lo gque no se probaron los tratamientos sin agita-

cifn, que seguramente hubieran tardado més tiempo en redisolver —

las cépeulas y se prefirid probar otro tipo de citrato, el de amo
nio,

Cuadro 19.- Tiempo de disolucién en minutos, de cdpsulas de algi-
nato de caleio al 1.25 ff con agitacién ( C/A ) ¥
sin agitacién ( S/A ), en citrato de godio.

Citrato de PH

- sodio 5.5 6.5 1.5
+

2% EDTA C/A S/A - C/A S/A c/A S/A
2.0 4 g5 & 15 & 15 &
3.0 % 95 & 15 & 15

4.0 % 80 & 15 & 1 &

A = 15 cépsulas por tratamiento.
& -~ No determinado.

En el cuadro 20 se observan los tiempos de redisolucién de -
cdpsulas de alginato a csda una de lam concentraciones de citrato
de amonio, Con este experimento los tiempos de redisolucién se -
redujeron considerablameﬁte, en ambos experimentos parece no ha—
ber relacién en el tiempo de redisolucién con respecto al pH, en

las concentraciones de citrato empleadas. En subsecuentes experi
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mentos y cada vez que se necesité redisolver cépsulga de alginato,
#e utilizé una solucién de citrato de amonio sl 2.0 % a pH 6.5 en
presencia de BDTA al 2.0 #, con ligera e.gij:aci6n. La presencia -
del EDTA fue con el fin de quelar 105 iones de caleio liberados y

facilitar la redisolucién.

Cuadro 20,- Tiempo de disolucién en minutoa, de cépsulas de algi
nate @e celeio al 1.25 ﬁf con agitaeién ( C¢/A ) ¥y
gin agitacidn ( S/A ), en citrato de amonio.

Citrato de FH

| emlnio 5.5 6.5 7.5

24 EDTA “C/A  S/A C/A S/A- c/A  s/A
2.0 % 22 80 21 30 19 65
3.0 % 3 70 30 65 26 60
4.04 3% 95 27 50 3o 35

A - 15 cépsules por tratamiento.

La redisolucién de cépsulas de pectinato tampoco presenté -
problemas, cominmente se utilizé una solucién amortiguadora de -
fosfatos 200 mM pH 6,0, en presencia de EDTA 3l 1.5 % con ligera
agitacién, de acuerdo al procedimiento proporcionado por Garcia y
Arellanc (1988).

Ia redisolucién de chpsulas s8lo presenta dificultades cuando
se requieren condiciones muy especificas, como reacatar material
biolégico ( células, organelos o microorganismos ), en el presente
estudio el dnico requisito fue lograr una rdpida y eficiente redi-
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“solucidn de esferas de alginato y pectinato, por lo que los pro
tocolos de redisoluciédn descritos para cada tipo de gel son ade-

cuados,

F. ENCAPSULACION DE EMBRIONES SOMATICOS.

Una vez gque se hubo completado el estudio para estandarizar
las condiciones de produccién de cédpsulas de alginato y pecti-
nato, se procedid a incluir dentro de las cédpsulas a embriones 80
méticos de alfalfa y apio, El tamafio del capilar usago ( 3.5 mm ),
para la produceidén de esferas de gel, fue el edecuado; los em-——.
briones adn cuando tuvieran un tamafio mayor a 3.5 mm en longitud,
su grosor diffcilmente es mayor a 3.0 mm, ademds para encapsular
embriones utilizando capilares de mayor didmetro, se necesitan al
tas concentraciones de.'alginato o ’p-ectinato y las cépsulass pier-
den su forma esférica, en cambio empleando capilares menores a
3.0 mm algunos embrionesl( los mayores )}, predentan problemas -

de manejo con la téenica de encapsulacién descrita.

La concentracidn de agzente de complejacién ( Cacl2 100 mM y
200 mM para alginato y pectinato, respectivamente ), utilizada pa
ra la produccién de cdApsulas de gel, no afecta el desarrollo de
embriones sordticos de apio encapsulades. BEn sus estudios de en
cansulacién Natteau y Saddler (1982), utilizan 0501 300 mM para
irmovilizar al hongo Trichoderma sp. en alginato al 2 0 %, por su
parte Tipayang y Kosak (1282), emplean concentraciones de CaCl, y
alginato de 270 mfl ¥ 3.0 &, respeciivamente.

En los estudios t_le'encapsulaci6n de material biolégico se u-
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tilizan concentraciones de alginato que van desde 0.6 % ( Pramk—-—
lin y Moss, 1981 ), hasta 3.0-4.0 ¥ ( Tipayang y Kosak, 1982 ), -
las diferencias se deben a la gran diversidad de tivos de algina-

tos presentes en el mercado.

En el presente sstudio, se tomé como base para la seleccién
del tipo de alginato a usar en la encapsulacién de embriones somg
ticos a aguel que presentara mayor facilidad de manejo y que pro-
dujera esferas de mayor .consistencia, con forma y tamafio adecua-
das para contener embriones somédticos de apio o alfalfa, De los
tres t.pog de alginato probades, se selecciimé al algzinato de sg
dio de viscosidad media ( 3500 eps ), por reunir los requisitos

mencionados,

Adn cuando no fue pogible evaluar cuantitativamente la con-
gistencia de cédpsulas de gel con embriones sonfdticos, 1las carac-~
ter{aticas de las esferas y sus condiciones de produccién ( tama-
fio, forma, tipo de gel, agente de complejacién, etc. ), fueron -~
muy similares a las reportadas por Redenbaugh et al. (19865), por
1o que se puede inferir que las cdpsulas utilizadas para el atra-
pamiento de embriones somAticos, tienen una consistencia igu.al 0
mayor a 0.5 kg/cdpsula. De acuerdo con Redenbaugh y col. una con
sistencin de 0.5 a 2.0 kg/cdpsula proporciona suficiente integri-
dad a las c¢édpsulas para manejarlas individuaslmente en equipos de
siembra de semillas peletizadas.

El tiempo minimo de complejacién de gel e¢s de 10 & 15 minu--
tos, dependiendo de la concentracién de gel y Ca(:].2 utilizeda, -
con tiempos menores no hay gelificacién completa y se producen es
feras huecas. '

Los problemas de contaminacidén de embriones somdticos encap-
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sulados fueron nulos, siempre que se trabajé con materigl bien eg
terilizado; a este respecto se observd que un excesivo tiempo de
esterilizacién de los geles, principalmente pec*inato, produce

dismimicidn en la viscosidad del gel y consecuentemente en la ca
lidad de las cdpsulas formadas, se recomienda un tiempo méximo de
esterilzacisn de 25 mimutos a 15-17 1b/in® y 120-121 °c.

En los primeros ensayos de encapsulacién se trabajé con em-
briones somdticos de alfalfa A 70.34, s=im embargo el efecto de -
la encapsulacién sobre la frecuencia de conversién fue diffcil de
asegurar, adn cuando se ::vbservé que los embriones sométicos de al
falfa son capaces de romper la cdpsula y germinar como si no estu

viesen encapsulados.

Bs posible encapsular embriones sométicos de cualquier espe-
cie, pero se considerd gue adlo deben encapsularae embriones soms
ticos de alta calidad y con altos porcentajes de germinacifn, pa
ra que la tecnologia de producciéix de semillas artificiales tenga
unA base mdg solida. Por eso afn cuando en los primeros experi-—
mentos de germinacién en alfalfa A 70.34, se alcanzaron fréeuen—-
cims de conversifn de alredodor del 40 %, se considers; para -
que los regultados de encapsulaci&; no se vieran ermascarados, se
necesitaba aumentar la calidad de los embriones sométicos de al—
falfa.

De aguf{ que se optara por dos rutas de trabajo: 1) Para de-
sarrollar una metodologis de encapsulacidén de embriones somédticos,
utilizar un sistema de embriogénesis somitica que produjera em—-
briones con altos porcentajes de conversifn, la especie seleccio
nada fue apioc, por ser una de 1as lineas de invessigacién en el .

laboratorio y por poseer el sistema de embriogénesis in vitro --
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bien establecido { Vega, 1987 ) y 2) manipular las condiciones
de cultivo del sistema de embriogénesis somidtica en alfalfa A 70.
34, con el fin de obtener embriones adventicios de alta calidad
y con altos porcentajes de conversién.

Co'n el fin de evaluar el desarrollo de embriones sométicos
de apio encapsulados y no encapsulados, se siguieron sus respecti
vas cinéticas de crecimiento. XLas griAficas 14 y 15, muestran el
desarrollo de embriones somiticos ( hasta el dfa 48 ), encapsula-
dos en alginato al 1.25 % y pectinato al 7.5 %, los resultados ——
del control ( desarrollo de embriones no encapsulados ), se pre-—
senta en la gréafica 16. BEn las tres grificas se aprecia el ini—
cio del tipico desarrollo observado en los sistemas biolégicos en
crecimiento ( fases de reposo y exponencial ), las fases restan-
tes ( lineal, dismimicién progresiva y estacionaria ) ( Imna, -
1987 ), no se evaluaron porque eén este tiempo el desarrollo de: -
laa pléantulas ya es independients de la cubierta de encapsulacién.

Asimismo, se observa que el desarrollo de embriones som&ti--
cos de apio encapsulados en alginato y en pectinato, es inicial~-
mente mi4s lento que el de sus correspondientes no encapsulados y
tardan més tiempo en entrar a la fase exponencial, de este experi
mento se concluye que la cubierta de encapsulacién no limiia el

desarrollo de eabriones somAticos de. apio encapsulados,

Con resbecfo a la viabvilidad de embriones somAticos de apio,
no se aprecia diferencia- entre embriones encansulados en alginato
¥ embriones no encapsulados ( cuadroe 21 ), en ¢ambio la viabili-—-
dad de embriones encapsulados en pectinato, dismiruye en los pri-
meros diaa de cultivo, esta dismirucién puede ser atritufda a -
que el gol de pectinato es més senaible a cambios de pH, en el va
lor empleado ( 6.0 * 0.1 ), no obstante al final del desarrollo -~
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Cuadro 21.- Porcentajes de viabilidad de embriones somédticos de
apio encapsulados en alginato al 1.25 % y pectinato
al 7.5 # y de embriones no encapsuladoes.

Dias en medio de Alginato Pectinato . 8in

germinacién al 1.25 % .. al 7.5 % encapsular

0 100.0 94.1 94.1

3 88.2 T1.4 83.3

6 . 90.9 56.2 87.5

S 80.0 73.3 93.3

12 T7.7 12.2 100.0

15 94.4 64.2 100.0

ey 1 - 90.9 8.7 92.8

E " 2 ) 84.6 - 70.5 84.6

: 24_. 94,1 g2.8 85.7

o1 . 90,0 88.2 86.6

L R 94.4  87.5 81.2

B 83.3 937 85.7

136 92.3 100.0 84.6

Cieag 81.8 100.0 92.3

42 93.3 100.0 100.0

.4‘5 100.0 100.0 100.0

48 100.0 100.0 100.0

a - 15 embrionés por muestra.
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la viabilidad es similar en los tres tratamientos. Una alternati
va para aumentar el porcentaje de viabilidad de embriones sométi—
cos de apio encapsulados en pectinato, es incluir en este gel a

un buffer blolégico para evitar variaciones en el pH del gel de

pectinato.

En el primer experimento de encapsulaciér donde se evalub el
porcentaje de conversién ( cuadro 22 ), se observa que tanto en -
alginato como en pectinato hay una sensible disminucién en el -por
‘centaje dé conversién de embriones gomAticos con respecto a sus
controles sin encapsular. El porcentaje de conversién de embrio-
nes somdticos de apio no encapsulados fue rutinariamente de alrede
dor del 90 %, lo que indica que la dismimucién en el porcentaje -
de conversidn de embriones encapsulados a pléntulas se debfa al
lproceao de encapsulacién o bien a algdén factor inherente, como: -
disponibilidad de nutrimentos, difusién de gases, el atrapamiento

migmo del embrién o incluso el estado fisioldgico del mismo.

Cuadro 22.- Porcentajes de conversidn de embriones somdticos de a

pio encapsulades en alginato y pectinato.

Tratamiento de Embriones % de # de embrio
encapsulacidén encapsulados conversién nes muertose
Alginato al 1.25 % 146 56.1 43.8
Control, embriones

gin encapsular 98 90.8 9.1
Pectinato al 7.5 ¢ 112 53.9 46.4

Control, embriones .
sin encapsular 95 87.3 12.6
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Redenbangh gt al. (1986a), reportan el porcentaje de conver
sién-de embriones smomdticos encapsulados en glginato ( aifalfa -
29 %, apio 55 ¥ ) ¥y mencionan que no encontraron diferencias sig
nific.ativas con los embriones no encapsulados { alfalfa 32 %, a--
pio 61 % ). En sus estudios de encapsulacién Redenbaugh y col. i
nicialmente utilizan alginato BDY 21 3.2 %y 08.012 50 mM, para ob
tener esferas de gel, recientemente ( Redenbaugh et sl., 1987 ),
emplean alginato Sigma a1l 2.0 % y Ca012 100 mM, el porcentaje de. )
conversién que obtienen entonces ea de casi el 50 % en alfalfa.
En un reciente estudio de encapstilacién de embriones somfticos de
pino, Gupta y Durgan (1987), utilizan algineto al 1.0 % y Cacl, -
100 mM, sin embargoe la frecuencia de convereidén gue obtienen es -

de 0.0 %£.

Los estudios de la presente investigacién muestran que la =~
conversién de embriones somAticos encapsulados estd directamente
relacionada con la calidad del embrién. Los embriones de mejor 2
rariencia y morfologfa normal no tuvieron problemas para romper =
la cédpsula de gel y contipuar su desarrollo haste pléntula, en
cambio embriones  anormales, pequefios o con bajo Vvigor tienen mayo
res problemas para romper su cublierta y algunos de ellos mueren

en la cdpsula.

Hacta 1a fecha Redenbaugh et al. .(1987). han reportade la en
capsulacién de embriones somfticos principalmente en alginates.

Una familia de polisacdridos similares a los alginatos y que
pueden ser utilizados como matriz de encapsulacién son las pecti-
nas.

En el presente estudio se desarrollé una matriz de encapsula
cién utilizendo decido poligalacturénico al 7.5 ¢ ¥ 08012 200 M.
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Bn sus estudios de immovilizacidén de células Montes y Magafia
(1987), emplean pectirato al 5.0 %, en nuestro caso la mayor con~
centracién de pectinato ugada se debe a la necesidad de obtener —

cépsulas de didmetro mayor a 4.0 mm.

En un segnndo expenmento de enca.psulacidn ¥ pam me jorar el
porcentaje de conversidn de embriones Box_né.t:.c_os. se probd incluir
en las cdpesulas de alginato y pectinato al medio de cultivo. BEn
el cuadro 23, se aprecia que la inclusién de medio de cultivo en
el gel de alginatec mejora el porcentaje de conversidén de eﬁ:b‘;‘i_ones
"sométicos de apio, aieﬁdc; éste meyor al 60 %, en cambio 1a.-:'ghclg
gidn del medio de cultivo en el €21 de pectinatoc no mejora el poxr
centaje de conversién, uns vez'mﬁa se hace referencia a Yos posi-
bles cambios de pH-an sl gel- de pectinmato, una solucién que Be Pro
pone o este problema es encapsular en, pregencia de un buffer bio-

légico.

Por otra parte y en telacién a eate experimento Fujii et al.
{1987), indican.gque uno de los princinales factores que limitan =
el desarrdllo de semillas artificiales ed probablemente la dispo~
nibilidad de nutrimentos { sales y.carbohidratos }; para su.pex"a.r
gsuperar este problema los embriones deben tener sus propios matri
mentos ( alto contenido de proteinas ¥y carbohidratos de reserva )
o proporciondrselos exdgenamente_( proponen el desarrolle de un’
endospermo "artifieial" ).

Un objetivo a mAs largo plagd en la preseﬁte investigacién
¢s desarrollar una segunda cubierta de proteccién, hidrofébica y
semipemeablé. con el fin de-poder manejar’'a los embriones indivi
dualmente y sin necesidad de tener rigurosas condiciones de asep-
sia. Los reportes publicados por el gruno de Plant Genetics Inc.

mencionan esta segunda cubierta, pero en ningin momento proporcio
nan su composicién.
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Un compuesto que puede funcionar como segunda cubierta es la
polilisina ( Mullon, 1987 ), con una membrana de polilisina es
posible, i se desea, redisolver el interior de la cépsula y ésta
no tendrd problemas de deshidratacién, como los que se presentan
utilizando ¥inicamente el gel de alginato o pectinato. Ia causa
por la que no se utilizd este polimero fue su alto costo. .

Cusdro 23.- Porcentajes de conversidén de embriones soméAticos de a
" pio ‘encapsulados en aiéinato y pectinato, en donde se
incluyé al medio de cultivo.

Tratamiento de Bebriones % de % de embrio

encapsulacién encapeulados conversién nes muertos

Alginato al 1.25 % en

medio de germinacién 191 : 62.8 3.1
Control, alginato al
1.25 # sin medio de 108 42.5 5T7.4
sultivo ) o ’

I
Pectinato al 7.5 % en
medio de germinacién 92 1.0 48.9 )
Control, pectinato al :
7.5 % sin lodlo de 1nz 53.5 46.4

oultivo

Kitto y Janiok (1985), reportan aumento en el porcentaje de
conversidn de embriones somfticos de zanahoria encapsul&dos en §
xido de polietilenc, por aplicacién de pretratamientos con frio
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y obscuridad, siguiendo el mismo fin, se encapsularon embrionss -
somiticos de gpio, dando a log embriones un pretratamiento en --
frio 3 2 2 °c y en ohscﬁridad. En el cuadro 24, se observa gque -
los embriones con pretratamientce y sin encapsular siguen mante—-
niende su porcentaje de conversién ( 89.1 ¥ ) comparable a em—
briones sin pretratamiento y sin encapsular. Los embriones en——
cspédlados y con pretratamiento mejoran su porcentaje de convere-
aifn; en alginato ae alcanza un porcentaje de conversién cercanu
sl BO % y en pectinato supera el 60 %.. Por otro lado el segundo
control ( embriones somdticos encapsulados sin pretratamiento ),
mantienen bajos porcentajes de conversidn ( 59.7 % en alginato vy
55.2 % en pectinato )}, similares s loas obtenidoé en experimentos
previoes,

De los resultados de encapsulacién de embriones somdtices se
puede concluir que la cubierta de proteccidn proporcionada 8 -
los embriones no limita su desarrollo s8i se utilizan embriones -
gomdticos de alta calidad y se determinan las condiciones de -~
germinacién apropiadas en los embriones somdticos.

En el e¢aso del sistema de embtriogénesis somdtica de alfalfa
A 79.34, 1la encapsulacidén de embricnes sflo se llevo a nivel de
ensayos, 8¢ observé que al igual que en apic los embriones somd-
ticom no limitan su desarrollo y germinacidén por presenciz de 1a
cubierta de encapsulacién.

Una alternativa para encapsular embriones somdticos de alfa)l
fa & 70.34 es utilizar embrioneslaeleccionados, alin cuando no se
llevo a cabo, utilizando embriones con las mejores caracter{ati——

cas se tendrias vorcentajes de conversidn mas zaltos.

Otra opcidén serfa encapsular embriones sométicos de ptra es-

pecie, incluso serviria comp control para extrapolar resultados.
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Cuadro 24.- Porcentajes de conversién de embriones somdticos de a-
pio encapsulados en alginato y pectinato, con previo

pretratamiento en frio y obscuridad.

Gel Tratamiento de Enbriones % de #% de embrig

encapsulacién encapsulados conversidén nes muertos

Control 1. embriones

pretratados en frio

3 °C y obsc. por 48 83 89.1 10.8
horas, sin encapsular.

” Control 2, embriones .
1.25% 'c  encapsulados sin pre 97 59.7 40.2
tratamiento.

Bmbriones con pretra

tamiento encapsulades. 157 8.9 21.0

Control 1, emdriones

pretratados en frio

3 % y obsec. por 48
E horas, sin encapsular.

70 87.1 12.6

N Control 2, embriones
T, encapsulados sin pre 96 55,20 -0 . AALT
tratamiento. el fiA

BEnbriones con pretra R A
tamiento encapsulados. o e 66‘3_ S 336
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G. OBTENCION DE PLANTAS EN CONDICIONES DE INVERNADERO.

Morfoldgicamente no se aprecif ninguna diferencia entre las
pléntulas provenientes de embriones scmétices de apio encapsula
dos ¥ no encapsulados y tampoco hubo diferencias significativas
( cuadro 25 ) en el porcentaje de aclimatacién de pldntulas a in
vernadero, sin embargo se obaervé que este paso es diffcil, las
pléntulas trasplantadas poseian un buen sistema radicular y Yuen
desarrollo de brotes, no ohstante la frecuencia de ac}imatsc:lén
fue baja, probablemente porque no se cuenta con un invernadero
bien implementado.

Con la aclimatacifn de pldntulas de apio, provenientes de
embriones sométicos desarrollades in vitro, se completé un es—
guema de propagacién clonal en apio via embriogénesis somética,
en el cuel queda incluida la metodologis de encapsulacién de em

briones aomidticos.

Cuadro 25.~ Porecentajes de pldntulas de apio aclimatadas en in
vernadere, provenientes de embriones somdticos en--

ecapsulados y no encapsulados.

Fléntulas provenientes de Pldntulas provenientes de

embriones encapsulados embriones no encapsulados

Trasplantadas Aclimatadas Trasplantadas Aclimatadas
(%) (£)

46 28,2 42 26.1
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CONCIUSIONES.

Para proponer un sistema de propagacién clonal masiva de --
plantas obtenidas in yitro, ya sea por via directa { propagacién
por brotes dpices o meristemos ) o por via indirecta ( organogéne
sis o embriogénesis somdtica ), es necesario, uo el andlimis de
algdn factor aislado, #ino la integracién de una gran cantidad de
variables que van desde la desdiferenciacién y rediferenciacidn
de células de genotipos seleccionsdos, hasta la evaluacidén de cos
tos de produccién. En el presente estudio donde el objetivo prin
cipal fue, desarrollar una metodologia de encapsulecién de embrio
nes sométicos para 1la propagacién masiva de plantas de interés co
mercial o agricola, se llegé a las siguientes conclusiones:

El alginato de sodio y e) #cido poligelacturénico ( pectina
to ), son dos polisacdridos que por reaccidén de intercambio iéni-
co producen esferas de gel insolubles en agua que funcionsn ade-
cuadamente como matriz de encapsulacién para contener embriones —
somdticos obtenidos in vitrg. En la encapsulecién de embriones -
somdticos de apic y alfalfa se utilizé alginato de sodio de visco
sidad media ( 3500 eps ) al 1.25 % y pectinato al 7.5 #, como in
tercambiador catidnico se emplearon soluclones de 63012 100-200 -
mM, con lo que gse produjeron esferas de gel de 4-6 mm de disme—
tro, mismas que no limitan la germinacién y desarrollo hasta plén
tulas de embriones somdticos de apio v alfalfa encapsulados.

La difusidn de nutrimentos del medio de eultivo hacia las -
cédpsulan es un factor critico vara la germinacién de embriones 30
méAticos encapsulados, se encontrd en cAvsulas de pectinato, "sem-
bradas” en medio de cultivo, que después de 9-12 horas, la canti-

dad de nitrégeno difundido del medio = las cépsulas, es similar -
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o superior a la deteminada. en el mismo medio, con lo que se com
probé que los embriones encapeulaéos no tienen carencia de nitré
ge.ho y probablemente ;bampoco de otros mutrimentos, durante éu ger
minacidén en medio de cultivo.

La redisolueidén de cApsulas se lleva s cabo en 15-30 mimitos
en scluciones de citrato de amonio al 2.0 % pH 6.5 ( esferas de
alginato } y tuffer de fonfatos 200 mM yH 7.0 ( esferas de pec-
tinato ), ambos procesos en presencia de EDTA al 1.5-2.0 %.

El cloruro de trifeniltetrazoleo ( TTC ), es un buen indica
dor de la viabilidad de embﬂonaa pométicos encapsulados ¥y no en
capsulados, embriones viables, después de 6-8 horas de estar en
solucién de TPC al 0.1 £ adquieren una coloracién roja; no asi
los no viables, '

El patrén de crecimiento, durante 1a germinacién y desarro
1lo de emt=*iones sométicos de apio encapsulados en alginato y pec
tinato y de embriones no encapsulados es idéntico, 1lo que in-
dica que 1ls cubierta de nncapeulaeién no tiene efectos daﬂinos 80
bre el desarrollo del embridén para llegar a pléntula,

Para obtener un mayor porcentaje de conversién de embriones
gomAticos de apio encapsulados, 8se necesita incluir en la metriz
de sncapsulacién al medio de cultivo y preacondiciomar a los em
bricnes en frio ( 3*2 % ) y obmcuridad por 48 horas, con el
fin de que los embriones rompan mds fécilmente la cé.paula- y 1lle
guen a pléntulas. Ia gerwminacidén de embrionee escmdticos de apio
no encapsulados fue cominmente del 85-90 %, en los experimentos
de encapsulacién de embriones, se alcanzd un porcentaje de germi
nacién de 78.9 4.

El protocolo bdsico de encapsulecién de embriones -sométicos
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desarrollade en la presente investigacidén puede ser aplicado a o
tras especies donde el proceso de embriogénesis in vitro sea posi
ble. Los resultados preliminares de encapsulacién de embriones 89
mAticos de alfalfa, indican que la cubierta de proteccién tampoco
limita 1a germinaecién y desarrollo z_ie sus embriones, No obatante
faltan desarrecllar alguncog aspectos de 1la tecnologia de produc-
c¢ién de "semillas artificiales"; .en primer lugar, proporcionar

uga segunda cubierta de encapsulacién con el fin de manejar a las
semillas "gomAticas" en condiciones no asépticas; simultdneamente
hacer estudios para el e¢scalamiento en la produccién de embriones
somfticos en biorreactor; ' tratar de indueir latencia en los 'em-
briones sométicos; posteriofmente evaluar costos de preduccién

para ver si el proceso es costeable y finalmente comparar la res
puesta agronémica en campo o invernaderoc de plantes provenientes
de embriones sométicos encapsulados, con plantas de origen sexual.

Con respecto a la manipulacién en las condiciones de cultivo
de los sistemas de embriogénesis estudiados, 8e llegs a las si-

guientes conclusiones:

Se propone un nuevo protocolo de embriogénesis somética para
alfalfa A 70.34, en donde se utiliza peciolos como fuente de in_ﬁ_
culo. En la induccién de embriogéneai:s se sugiere el medio Bse
suplementado con 1.0 mg/)l de 2,4-D, 0.2 mg/Y de En, 1.75 g/1 de
casaminodcidos, 30 g/1 de macarosa y 9 gL de bacto azar, durante
12-15 dfas. Para la diferenciacién de embriones sométicos, trans

ferir loe indculos a medio B_e sSin reguladores del crecimiento, 2

5
dicionando 1.75 g/1 de casaminoficidos, 30 g/1 de sacarosa y 9 g/l
de bacto ager, durante 24-27 dfas. Para la conversién, rescatar
los embriones en medio XS basal al 50 %, suplementado con 15 g/1

de sacarcsa, 0,01 mg/l de GAS ¥ 8 /1 de bacto agar.
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La respuesta embriogénica en alfalfa depende del genotipo,
las variedades o lineas que tienen alta contribucién genética de

Medicago falcata poseen naturalmente alta respuesta embriogénica,

asi en alfalfa Fl.l, se encontraron respuestas en embriogénesis
mayores al 90 %4. En alfalfa A 70.34, cuya mayor aportacién gené-
tica proviene de M. sativa, la respuesta en embriogénesis es rela
tivamente baja cuando se parte de semillas, inicialmente se obtu-
vieron respuestas del 10 al 15 #; por seleccién recurrente ( i-—
dentificacién y clonacién de plantas embriogénices ), se alcanza-

ron respuestas mayores al 90 %,

Sin seleccién recurrente el rendimiento de embriones sométi
cos es significativamente mayor en alfalfa Pl.1l que en A 70.34, -
en esta dltima linea se alcanzaron rendimientos similares a alfal
fa F1.1 ( en promedio 20 embriones por inéculo ), por manipula—--—
cién de las condicionea de cultivo.

Con la separacidn de lam fases de induccidn y desarrollo de
los sistemas de embriogénesis en alfalfa A 70.34 y apio, se evita
1a accién de los reguladores del crecimientc { principalmente el
2,4-D ) durante la diferenciacién de los embriones sbmé.nicos, lo
que redunda en una mejor morfologia y mayor calidad de los em-
briones obtenidos.

Loo n.minoécidoa proporaionados ) medio de deserrollec como
caseina hidrolirada, sumentan el rendimiento de embriones sométi-
708 de alfalfa A 70.34, su accién se refleja principalmente duran
te la diferenciacién de 1os embriones mAs que en la induccidn de
la embriogénesis, en este dltima el suministro de aminodcidos se
puede prescindir. Ser{a interesante investigar el efecto de ami-
nodcidos especificos para ver cual o cuales son los méds importan-
tes en el proceso de diferenciacién de emdriones somidticos de al
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- falfa A T0.34.

El fcido abscisico (ABA), en un intervalo de concentraciones
de 0.1-1.0 mg/l, aplicado durante el desarrollo de embriones somi
ticos de alfalfa A 70.34, hace producir al momento del traaplante
a medio de germinacién, poblaciones.de embriones predominantemen
to en estado torpedo. Ademds, su accién contimia durante la ger
minacién, retrasédndola, alin cuzndo se hayan trasplantade a los em
dbriones a un medio ain ABA, Una buena pespectiva seria probar -
pulsos cortos con ABA al final del desarrollo de los embriones, -
junto con otros tratamientos de "stress” ( obacuridad, deshidrata
cién, ete. ), con el fin de lograr la acumulacién de proteinas de
réserva, mayor sinecronizacién e incluso la induccién de latencia

en los embriones scméAticos.-

E1l desarrollo de embriones gométicos de alfalfa A 70.34, ba
jo @iferentes tipos de "stress” ( diswmirmeibn en la fuente de car
bono, deshidratacién, accién del &cido abecisico, desarrollo en -
completa obseuridad, etc, ), produce en genersl una dismimucién
en el rendimiento de embriones somdticos, en cambio se observs un
ineremento en la afntesis de protefnas de reserva 7 § yus, -
principalmente bajo la accién del ABA o cuando el desarrollo de
los embriones fue en completa obacuridad. L4 mayor tasa de sinte
8is de proteinas de reserva indica a.uﬁ:ento en la czalidad de los -

embriones sorfAticos.

El andlisis de proteinas por electroforesis en gel de polia-
crilamida-SDS, revela que el patrdn de proteinass determinado en
embriones somdticos de alfalfa A 70.34 es idéntico, por lo menos
en las protefnas de reserva 7 S y 11 3, al patrén de proteinas
de semillas de alfalfa A 70.34.
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Ia accibn del 2,4-D durante todo el desarrollo de los em—
ﬁrionee somdticos de alfalfa, produce una tasa menor de sintesis
de protefnas de reserva 7 Sy 11 S. Cuantitativamente ( método
Bradford ) y cualitativamente ( geles de polimcrilamida )}, se
comprobs que la mayor cantidad de protefnas de reserva, encontra
das en embriones somdticos de alfalfa A T70.34, ocurre cuande 1la
induccién en presencia de reguladores es de 12-15 dfas y el desg
rrolleo es sin reguladores ¥y en presencia de 1.75 g/1 de casamino
dctdos. '

Las proteinas de reserva 7 S y 11 §, son un buen marca-
dor bioquimico para utilizarlas como oriterio de celidad de em——
briones sométicos de alfalfa,

Con los protocolos de extraccidén de protefnas de embriones
sométicos de alfalfa, ee observd en los geles de poliacrilamida,
que en la fraccién de altiminas aparecfan bandas caracteristicas
de proteinas de resexva 7 3 y 11 5.-( en semilla dnicamente pre
gentes en la fraccién de globulinas ), 1o que indica que posible-
mente los monfmeros de lam protefnas de reserva no se ensamblan
para alcanzar su estructura terciaria y cuaternaria, en 1o que -
puede ser la causa de la pobre acumulacién de proteinas de reser—

va en embriones somdticos de alfalfa.

Pinslmente, se encontré que no existe diferencia significati
va en loe resultados de aclimatasién de pléntulas de apio, prove-—
nientes de embriones somdticos encapsulados y no encapsulados en
condiciones de invernadero,
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Apéndice I
Medios basales; MS (Murashige y Skoog, 1962), ¥S mod. (¥eijer y -
Brown, 1987), SH (Scherk y Hildebrandt, 1972) y Bae (Villegas y ~ -
Brown, 1987, modificado de Gamborg et al., 1968).

¥S MS mod. SH Bse (mg/1) :

YACRONUTRIENTES (meg/1) (me/1) (wg/1) S
NH4N03 1650 400 - -=

KHO 4 1900 3538 2500

MgS0, . TH,0 370 370 400

K4, PO, 170 -— — T

NaH, PO, .H,0 _— - ==

NH4H2PO4 - -— '3?05

(NH,),.cit. dibdsico —~— -- =

c:;c:.z.s{zo 332 33z 15
MICRONUTRIBNTES

KI . 0.88 0.88 ° 1 0,75

H,B0, 6.2 6.2 o5 3

¥n30, .H,0 16.9 16.9 10 10

2nS0, . TH,0 8.5 8._5 1 2

Ne,¥00, .2H,0 0.25 0.25 0.1 0.25

Cuso, . 54,0 0.025 0.025 0.2 0.025
CoC1,.6H,0 0.025 0.025 0.1 0,025
NaZBDrA 37.3 37.3 20.1 . 37.3 . B ‘
FeSO, . TH,0 27.8 27.8 14,9 T 2708 B
VITAMINAS : ‘
Acido nicotfinico 0.5

Piridoxina-HCl 0.5

Tiamina-HCL 1.0

¥io-inositol 100

Glicina 2,0

Adenina -
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