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"Ten c.túdado de. .lct6 c.o~M de. fu tieMa: 
haz algo, c.olLt.a leña, fubJta. fu tieMa, 
planta napa.tu, pfunta ma.gue.yu, 
te.ndJr.á.6 qué be.bel!., qué c.ome.Jt, qué 
V u .ti.Ji' e.o 11. M o u:t:a.Jtáli de. p.l e., A Vt.M 
veJtdadeJto, c.011. uo anda.JtáLi, 
c.011. uo M. hablM.ó. de. U, ~e. te. 
alabaJtá, c.on uo te. d~ a c.011.oc.eJt". 

HUEHUET\JffOLLI 

TER c.u.¿dR.a'a de ¿ms c;o¿aA de ¿a iivma
ha.: aiga, ¿cata baña, ¿abm iia /tiexuux
p-Eanta napafleá, planta mguayu,
.tI'.rII:f›'I¿í¿ qué. beben, qué cflmefr., qué
ue.-Ef.¿›I, con uu Rata/Iãå de mie, .amáa
umdadmw, can un arzda/uí¿›,
cun Mo ¿R habfruuí da -tí, ¿se te
cnfiahaxuí, con Ran -te da/Laia R conocen".
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RESUMEN 

La alfalfa es la leguminosa forrajera por excelencia. 
Su cultivo en México se ha venido realizando desde su intro­
ducción como una aportación más al Nuevo Continente. La proole 
mática que ahora enfrentan los agricultores incluye a la obteñ 
ci6n de variedades certificadas que garanticen una buena pro= 
ducción, adaptabilidad a las condiciones climáticas prevale­
cientes en nuestro pa!s, resistencia a plagas y enfermedades 
y disminuir los insumos que representa la importaci6n de va­
riedades comerciales de semilla. 

Las técnicas del cultivo de tejidos vegetales ofrecen una 
alternativa más de las que tradicionalmente se es·tán ya apli ... 
cando para ayudar a solventar esta problemática. Esta metodo­
logía ya ha sido exitosamente aplicada a varios tipos de cul­
tivos de importancia econ6mica. En el caso de cereales y legu 
minosas no ha sido fácil establecer estos sistemas· de cultivo 
de tejidos. Para alfalfa, desde hace más de quince años se ha 
tratado de implementar un propio sistema de regeneraci6n de 
plantas ,,:.,., v.f.:tJ-¡o y se ha demostrado que estos sistemas· son ge 
notipo~dependientes. Es un hecho que en la actualidad no e-­
xiste un protocolo de cultivo com11n que abarque la exitosa ob 
tenci6n de plantas para la totalidad del germoplasma de alfar 
fa. Los autores se han remitido a realizar, en primera instan 
cía, un sondeo con un n11mero considerable de variedades, para 
luego seleccionar a aquel material que muestre una respuesta 
positiva en los cultivos. 

Este estudio maneja este mismo prop6sito de observar la 
respuesta en cuanto a embriogénesis somática de algunas vari~ 
dades de alfalfa que son agron6micamente importantes en nues­
tro país. Se trabajaron cuatro protocolos de culti~o de los 
tejidos in vLtno previamente establecidos para otras varieda 
des de alfalfa y se manejaron nueve variedades de esta legu= 
minosa que se cultivan en México, que de acuerdo a su linaje 
genético quedan enmarcadas dentro de la especie tie.di..ca.90 
~ativ~material considerado, seg11n la literatura, como de baja 
respuesta embriogénica dentro de los cultivos ~n v~t~o. 

Cinco variedades: Velluda Peruana, Moapa 69, Sintético 
II Hidalgo, Valenciana y Sintético I Jardín además de la va­
riedad control A 70-34, formaron embriones somáticos en los 
eultivos con un potencial de regeneraci6n de 4 a 10% y rendi­
mientos de 1 a 12 embriones por callo en promedio. Sin emba! 
go en estos cultivos de callos para siete variedades se ob­
servaron características que catalogamos de inducci6n posit!_ 
va en cuanto a la formaci6n de embriones somáticos que gene­
ralmente no culminaron en tal. La influencia del medio de 
cultivo de regeneración en este punto resalta enormemente as! 
como en la calidad o desarrollo ulterior de los embriones so 
máticos en su conversi6n a plantas, lo cual se verific6 en -
este trabajo en que la mayoría de los embriones somáticos 
mostró anormalidades en su morfología por lo que su conversi6n 

RESUMEN

La alfalfa es la leguminosa forrajera por excelencia.
Su cultivo en México se ha venido realizando desde su intro-
ducción como una aportación más al Huevo Continente. La proble
matica que ahora enfrentan los agricultores incluye a la obteì
ción de variedades certificadas que garanticen una buena pro:
ducción, adaptabilidad a las condiciones climáticas prevale-
cientes en nuestro pais, resistencia a plagas y enfermedades
y disminuir los insumos que representa la importación de va-
riedades comerciales de semilla.

Las técnicas del cultivo de tejidos vegetales ofrecen una
alternativa más de las que tradicionalmente se están ya apli-
cando para ayudar a solventar esta problematica. Esta metodo-
logia ya ha sido exitosamente aplicada a varios tipos de cul-
tivos de importancia económica. En el caso de cereales y-legu
minosas no ha sido fácil establecer estos sistemas-de cultivš
de tejidos. Para alfalfa, desde hace mas de quince años se ha
tratado de implementar un propio sistema de regeneración de
plantas ¿n diras y se ha demostrado que estos sistemas-son ge
notipo-dependientes. Es un hecho que en la actualidad no e-_
niste un protocolo de cultivo común que abarque la exitosa ob
tención de plantas para la totalidad del germoplasma de alfaI
fa. Los autores se han remitido a realizar, en primera instañ
cia, un sondeo con un número considerable de variedades, parã
luego seleccionar a aquel material gue muestre una respuesta
positiva en los cultivos.

Este estudio maneja este mismo propósito de observar la
respuesta en cuanto a embriogënesis somãtica de algunas varie
dades de alfalfa que son agronómicamente importantes en nues-
tro pais. Se trabajaron cuatro protocolos de cultivo de los
tejidos ¿n vitae previamente establecidos para otras variada
des de alfalfa y se manejaron nueve variedades de esta legu-
minosa que se cultivan en México, que de acuerdo a su linaje
genético quedan enmarcadas dentro de la especie Hedirago
surimimaterial considerado, según la literatura, como de baja
respuesta embriogénica dentro de los cultivos ¿n vitae.

Cinco variedades: Velluda Peruana, Moapa E9, Sintético
II Hidalgo, Valenciana y Sintético I Jardin además de la va-
riedad control A Tu-34, formaron embriones somãticos en los
Dahjmos con un potencial de regeneración de 4 a 1ü% y rendi-
mientos de l a 12 embriones por callo en promedio. Sin embar
go en estos cultivos de callos para siete variedades se ob-
servaron caracteristicas que catalogamos de inducción positi
va en cuanto a la formación de embriones somãticos que gene-
ralmente no culminaron en tal. La influencia del medio de
cultivo de regeneración en este punto resalta enormemente asi
como en la calidad o desarrollo ulterior de los embriones sg
mãticos en su conversión a plantas, lo cual se verificó en
este trabajo en que la mayoria de los embriones somáticos
mostró anormalidades en su mrfologia por lo que su conversión



a plantas normales no fué evidente. 

Se discuten ampliamente los factores que están involucra­
dos en esta via morfogenética para la obtención de plantas por 
cultivo de tejidos vegetales y en particular para alfalfa. So­
bresale la interacción entre el genotipo del material vegetal, 
el medio de inducción suplementado con la auxina sintética §ci 
do 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y el medio de regeneraci6ñ 
que debe contar con niveles adecuados de nitrógeno bajo la for 
ma de ion reducido. 

a plantas normales no fué evidente.

Se discuten ampliamente los factores que están involucra-
dos en esta vía morfogenëtica para la obtención de plantas por
cultivo de tejidos vegetales y en particular para alfalfa. So-
bresale la interacción entre el genotipo del material vegetal,
el medio de inducción suplementado con la auxina sintética ãci
do 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y el medio de regeneraciófi
que debe contar con niveles adecuados de nitrógeno bajo la for
ma de ion reducido. I
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l. INTRODUCCION. 
La alfalfa ha sido desde hace más de 400 años la legumino 

sa más importante y más cultivada de México, tanto por la can= 
tidad de forraje obtenido por superficie cultivada como por 
ser la fuente económica de proteína para rumiantes domésticos 
(bovinos, caprinos y ovinos), para ganado vacuno, porcino, ca 
ballar y aves de corral. Su alto valor nutritivo se expresa -
tanto en el alto contenido de proteína total que fluctúa entre 
un 11 y un 20% de acuerdo a su estado en seco o en fresco res­
pectivamente, así como de otros elementos minerales como el 
calcio, el potasio (Juscafresa; 1974) y por ser vna buena 
fuente de vitaminas A y K (Magallanes, 1986). Todo lo anterior 
se traduce finalmente en la alta calidad de productos de ori­
gen animal para el consumo humano.(Tablas 1 y 21. 

Tabla l. Contenido proteico de la alfalfa en sus diferentes 
formas como alimento para el ganado (Hanson et al,, 1978) 

Porcentaje de proteína 
Harina de hoja de alfalfa 
Alfalfa deshidratada 
Harina de alfalfa 

20.0 
16.5 
15.0 
11. 5 
10.5 

Harina de tallo de alfalfa 
Heno de alfalfa .... 

Además, la alfalfa resulta ser un alimento apetecible y di 
gerible por un gran número de especies animales ya sea en esta= 
do fresco, henificada deshidratada, ensilada o transformada en 
harina (Juscafresa, 1974) y últimamente se le incluye en la die 
ta humana en forma de licuados, germinados, panes y otros gui-­
sos. 

Otra cualidad importante de esta leguminosa forrajera es 
su capacidad de fijar nitrógeno atmosférico al establecerse el 
fenómeno de simbiosis entre las células de sus raíces y las bac 
terias del género Rh¡zob¡um (Claverán, 1978) lo cual permite al 
agricultor disminuir los costos de fertilizantes nitrogenados 
en los alfalfares, además de que aumenta el contenido de mate·­
ria orgánica en el suelo (Mela, 1963), controla la erosión y 
puede utilizarse en sistemas de rotación de cultivos (Buller, 
1958; Donahue et al., 1962). 

Por otro lado la producción de esta forrajera en nuestro 
oaís enfrenta algunos problemas que limitan de manera significati­
va su rendimiento, entre los que destacan: (1) la presencia de 
plagas y enfermedades; (2) la escasez de agua de riego en las 
zonas de cultivo, sobretodo si se considera que este. cultivo re­
quiere de importantes cantidades del líquido vital para su desa­
rrollo y producción; (3) la certificación de variedades de semi­
lla que estén adaptadas a las diferentes áreas ecológicas de 
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I . INTRUDIJCCIUN.
La alfalfa ha sido desde hace más de 400 años la legumino

sa más importante y más cultivada de México, tanto por la canï
tidad de forraje obtenido por superficie cultivada como por
ser la fuente económica de proteina para rumiantes domésticos
(bovinos, caprinos y ovinos), para ganado vacuno, porcino, ca
ballar y aves de corral. Su alto valor nutritivo se expresa _
tanto en el alto contenido de proteína total que fluctúa entre
un ll y un 20% de acuerdo a su estado en seco o en fresco res-
pectivamente, asi como de otros elementos minerales como el
calcio, el potasio (Juscafresa, 1974) y por ser.una buena
fuente de vitaminas A y K (Magallanes, 1986). Todo lo anterior
se traduce finalmente en la alta calidad de productos de orí-
gen animal para el consumo humano.(Tablas 1 y 21,

Tabla 1. Contenido proteico de la alfalfa en sus diferentes
formas como alimento para el ganado (Hanson et ai., 1973)

Porcentaje de proteina
Harina de hoja de alfalfa 20.0
Alfalfa deshidratada 16.5
Harina de alfalfa 15.0
Harina de tallo de alfalfa 11.5
Heno de alfalfa 10.5

Además, la alfalfa resulta ser un alimento apetecible y di
gerible por un gran número de especies animales ya sea en esta-
do fresco, henificada deshidratada, ensilada o transformada en
harina (Juscafresa, 19?4} y últimamente se le incluye en la dig
ta humana en forma de licuados, germinados, panes y otros gui-
sos.

Gtra cualidad importante de esta leguminosa forrajera es
su capacidad de fijar nitrógeno atmosférico al establecerse el
fenómeno de simbiosis entre las células de sus raices y las bac
terias del género Rhizobium (C1averân, 1978) lo cual permite al
agricultor disminuir los costos de fertilizantes nitrogenados
en los alfalfares, además de que aumenta el contenido de mate-
ria orgãnica en el suelo (Mala, 1953), controla la erosión y
puede utilizarse en sistemas de rotación de cultivos (Buller,
1958; Donahue at ai., 1962].

Por otro lado la producción de esta fcrrajera en nuestro _
rpjsemfflïma algunos problemas que limitan de manera significati-
ìa su rendimiento, entre los que destacan: (1) la presencia de
plagas y enfermedades; (2) la escasez de agua de riego en las
zonas de cultivo, sobretodo si se considera que este cultivo re-
quiere de importantes cantidades del liquido vital para su desa-
rrollo y producción; (3) la certificación de variedades de semi-
lla que estén adaptadas a las diferentes âreas ecológicas de

_ 1 _



nuestro pa1s y (4) la p reservaci6n adecuada de germoplasrna valio 
so. 

Tabla 2. catpooici6n quúnica de la alfalfa en seco (Artigas, 1984). 

Protefnas 
Grasas 
Hidratos de carbono 
Hurcedad 

18% 
3% 

40% 
7% 

25% 
18% 

Fibra 
Minerales 

Elenentos minerales m;¡/lOOg Vitaminas 

Potasio 2000 Caroteno (Provi t A) 
calcio 1750 Ac aso6rbico (Vit C) 
Magnesio 310 Vitamina D 
Azufre 290 Tocoferol (Vit E) 
Cloro 280 Vitamina K 
F6sforo 250 Tiamina (Vit Bl) 
Sodio 150 Rivoflavina (Vit B2) 
Hierro 35 Ac nicotínico 
Manganeso 5 Ac pantoténico 
Ccbalto 2.4 Vitamina B6 
Boro 4.7 Inositol 
CCbre 2.0 Biotina 
M::>libdeno 2.6 * Ac f61ico 
Trazas de z1nc, n1quel, es- Vitamina Bl2 
troocio, plorro y paladio. 

ng/lOOg 

44000 ** 
176 

1040 ** 
50 ** 
15 ** 
0.8 
1.8 
5.0 
3.3 
1.0 

210.0 
0.03 
0.8 
0.03 *** 

* partes por rnill6n ** U.I. unidades internacionales. 
*** m::g/lOOg. 

Con el creciente progreso de la rnicropropagacidn in vit~o 
se ha creado mucho entusiasmo en cuanto a el uso de esta tecnolo 
gía en el mejoramiento de plantas agrícolamente importantes (Con 
ger, 1980). Dentro de las especies agronómicas que pueden tener­
gran potencial en cuanto a el empleo de estas técnicas para su 
propagación se incluye a aquellas que se propagan vegetativame~ 
te para conservar material importante, aunque comercialmente se 
le cultive por semilla como es el caso de la alfalfa. 

Una de las muchas aplicaciones de estos sistemas de cultivo 
in vit~o disponible como una aplicación inmediata es bajo los 
términos de propagación clonal de material valioso. Aunque como 
menciona Conger (1980), esta metodología para propagación clonal 
así corno para propagación masiva es en general poco empleada pa­
ra la mayor parte de los cultivos agronómicos por razones diver 
sas, pero a pesar de ello la micropropagación se propone como uñ 
valioso apoyo a los Programas de Mejoramiento Genético incluyen-
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nuestro pais y (él la preservación adecuada de germoplasma valig

Tabla 2. Ccrrpcsición química de la alfalfa en seco ülrtigas, 1984) .
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Con el creciente progreso de la micropropagación in uitao
se ha creado mucho entusiasmo en cuanto a el uso de esta tecnolc
gía en el mejoramiento de plantas agricolamente importantes (Cofif
ger, 1980). Dentro de las especies agronómicas que pueden tener
gran potencial en cuanto a el empleo de estas técnicas para su
propagación se incluye a aquellas que se propagan vegetativameg
te para conservar material importante, aunque comercialmente se
le cultive por semilla como es el caso de la alfalfa.

Una de las muchas aplicaciones de estos sistemas de cultivo
in vitae disponible como una aplicación inmediata es bajo los
términos de propagación clonal de material valioso. Aunque como
menciona Conger (läãül, esta metodologia para propagación clonal
asi como para propagación masiva es en general poco empleada pa-
ra la mayor parte de los cultivos agronómicos por razones diver_
sas, pero a pesar de ello la micropropagación se propone como un
valioso apoyo a los Programas de Mejoramiento Genëtico incluyen-
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do lo relativo a selecci6n, propagaci6n y clonaci6n de genotipos 
deseables, la inducci6n y selecci6n de mutantes por mencionar al 
gunos ejemplos. 

Con todos estos antecedentes y la problemática vigente en 
cuanto a la certificación de semilla, obtenci6n de nuevas varie­
dades con características agron6micas deseables, el mantenimien 
to y conservaci6n de un buen banco de germoplasma de esta forra 
jera, aunado a la importancia que de por sí tiene la alfalfa, -
hace justificable el impulso de las diversas metodologías que o­
frece el cultivo de células y tejidos vegetales para apoyar a 
aquellos programas de implementaci6n y mejoramiento agrícola 
tendientes a superar estos obstáculos y que perm1tan el desarro 
llo y progreso de este cultivo en México. 
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do lo relativo a selección, propagación y clonación de genotipcs
deseables, la inducción y selección de mutantes por mencionar al
gunos ejemplos . _

Con todos estos antecedentes y la problemática vigente en
cumdxra la certificación de semilla, obtención de nuevas varie-
dades con caracteristicas agronómicas deseables, el mantenimien
to y conservación de un buen banco de germoplasma de esta forrã
jera, aunado a la importancia que de por si tiene la alfalfa, _
hao±justificable el impulso de las diversas metodologías que o-
frece el cultivo de celulas y tejidos vegetales para apoyar a
aquellos programas de implementación y mejoramiento agricola
tendientes a superar estos obstáculos y que permitan el desarrgh
llo y progreso de este cultivo en México.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA. 
Como precedente, a continuaci6n se señalan algunas conside 

raciones preliminares sobresalientes de la alfalfa como planta­
y como cultivo. 

CARACTERISTICAS BOTANICAS. 

La ubicaci6n taxon6rnica de la alfalfa, de acuerdo con el 
sistema de clasificaci6n de Lawrence (19511 y Cronquist (1968) 
citado por Radford et al., (1974),, es la siguiente: 

Reino 
División 
Subdivisi6n 
Clase 
Subclase 
Orden 
Familia 
Subfami.lia 
Género 

VEGETAL 
EMBRYOPHYTA 
ANGIOSPERMAE 
DICOTYLEDONAE 
ROSIDAE 
ROSALES 
LEGUMINOSAE 
FABACEAE 
Medi.c.ago 

Hanson (1972) cita 126 especies de alfalfa distribuidas por 
todos los continentes, de donde la m§s conocida es la alfalfa eo 
mún Medi.c.ago ~ati.va L. aunque también pueden mencionarse M. media 
Pers., M. 6alc.ata L., M. botteal.ü, Grossh., M. lupul.tna L., M. 
attbottea L., M. c.oettulea Less., M. ati.abi.c.a Huds., entre otras. 

En cuanto a su descripci6n botánica, la alfalfa es una plan 
ta herbácea perenne, que botánicamente se le. clasifica dentro de 
la familia de las Leguminosas. Posee un sistema radicular en el 
que la raíz principal llega a alcanzar 7.5 a 9 metros de profun­
didas después de varios años y las raíces secundarias llegan a 
ser más bien superficiales; de tallos erectos y finos, ramifica 
dos que suelen alcanzar una altura de 60 a 90 cent!metros, sue::­
len crecer de 5 a 25 tallos de una corona leñosa de la que bro~ 
tan los tallos j6venes cuando los anteriores se maduran o se 
cortan; las hojas son trifoliadas con foliolos ovales, lineares 
y dentados en el ápice; estípulas soldadas al peciolo; flor i~ 
rregular amariposada, libre y pequeña, de color morado, amarilla 
o variegadas, agrupadas en racimos; cáliz garnosépalo, corona pa 
pilionácea, caediza con un pétalo estandarte, dos pétalos ala y 
dos pétalos quilla; diez estambres, nueve de los cuales unidos 
por los filamentos quedando s6lo uno,libre; pistilo con un solo 
carpelo cerrado en el que se desarrolla un ovario súpero, unilo 
cular con varios óvulos anátropos; el estilo es liso y filifor­
me; el fruto es una legumbre curva con vueltas en espiral donde . 
se encuentran varias semillas reniformes de color amarillo verdo 
so, brillantes, con una cicatriz en una depresión ancha cerca ae 
un extremo, longitud aproximada de l. 5 nun (Mela, 19 63; Hanson e.:t 
al., 1978; Robles, 1979). (Ver figuras 1 a 5). 
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II. REVISION BIBLIUGRAFICA.
Como precedente, a continuación se señalan algunas conside

raciones preliminares sobresalientes de la alfalfa como planta-
y como cultivo.

CHRACTERISTICAS BOTANICAS.

La ubicación taxonómica de la alfalfa, de acuerdo con al
sistema de clasificación de Lawrence (19511 y Cronquist (1968) f
citado por Redford et al., (1974), es la siguiente:

Reino VEGETAL
División EHBRYOPHYTA
Subdivisión ANGIOSPERMAE
Clase DICOTYLEDONAE
Subclase RDSIDAE
Orden ROSALES
Familia LEGUMINOSAE
Subfamilia FABACEAE
Género Medicago

Hanson (1972) cita 126 especies de alfalfa distribuidas por
todos los continentes, de donde la más conocida es la alfalfa eg
mün Medicago activa L. aunque también pueden mencionarse M. media
Pers., M. ¿afecta L., M. boaeaïis Grossh., M. fiupufiua L., M.
antenas L., M. cceaufca Less., M. anabicc Huds., entre otras.

En cuanto a su descripción botánica, la alfalfa es una plan
ta herbãcea perenne, que botãnicamente se le clasifica dentro dí
la familia de las Leguminosas. Posee un sistema radicular en el
que la raiz principal llega a alcanzar ?.5 a 9 metros de profun-
didas después de varios años y las raices secundarias llegan a.
ser mas bien superficiales: de tallos erectos y finos, ramifica
dos que suelen alcanzar una altura de 60 a 90 centimetros, sue:
len crecer de 5 a 25 tallos de una corona leñosa de la que bro-
tan los tallos jóvenes cuando los anteriores se maduran o se
cortan: las hojas son trifoliadas con foliolos ovales, lineares
y dentados en el ápice: estípulas soldadas al peciolo; flor i-
rregular amariposada, libre y pequeña, de color morado, amarilla
o variegadas, agrupadas en racimos; cáliz gamosêpalo, corona pg
pilionãcea, caediza con un pétalo estandarte, dos pétalos ala y
dos pétalos guille; diez estambres, nueve de los cuales unidos
por los filamentos quedando sólo uno libre; pistilo con un solo
carpelo cerrado en el que se desarrolla un ovario súpero, unilo
cular con varios óvulos anãtropos: el estilo es liso y filifor-
me; el fruto es una legumbre curva con vueltas en espiral donde
se encuentran varias semillas reniformes de color amarillo verdo
so, brillantes, con una cicatriz en una depresión ancha cerca de
un extremo, longitud aproximada de 1.5 mm (Mala, 1963; Hanson et
flï-1 1973: Robles; 1979)- (Ver figuras l a 5).
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Fig. 1 Planta mostrando el 
extenso sistema 
radicular y varios 
tallos jóvenes a 
partir de la corona. 

Fig. 2 Ramas florales en 
desarrollo. 
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( 3) 

Fig. 3 Plántula de seis semanas 
de edad. 

Fig. 4 Rama con varios frutos, 
legumbres típicas, cuatro 
semillas de tamaño real y 
dos semillas arriñonadas 
en aumento. 

Fig. 5 Tres vistas en aumento de 
la flor papilionácea mos­
trando los estambres y el 
pistilo. 

(Tomado de Hanson [1972], dibujos 
originales de Regina O. Hughes, 
Agricultural Research Service, 
USDA). 
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ECOLOGIA DE LA ALFALFA 

La alfalfa es propia de terrenos calizos y de pH cercano a 
la neutralidad. Requiere para su cultivo de suelos arenosos y 
profundos, de subsuelo permeable y con buen drenaje. Resiste a 
la humedad a condición de que esta no sea durable y bien puede 
crecer en suelos moderadamente alcalinos (Rather et al.~ cita­
do en Robles, 1979; Havard-Duclos, 1969). 

Cuando se siembra por vez primera, requiere de previa ino­
culación con bacterias del géner.o Rhlzoblum spp. para favorecer 
la simbiosis de éstas con las células de su raíz y la formación 
de nódulos. 

Se desarrolla bien en climas templados y fríos, no así en 
regiones tropicales por su susceptibilidad a plagas y enfermeda 
des y porque no crece bien en suelos ácidos. 

Puede sembrarse sola o bien alternarse con otros cultivos, 
preferentemente con gramíneas (Havard-Duclos, 1969}. Es un cul 
tivo perenne, es decir, que puede durar de 3 a 5 años o más en 
producción siempre y cuando se realicen los manejos adecuados 
del cultivo. 

EL CULTIVO DE LA ALFALFA. 

Para que la alfalfa alcance su máximo desarrollo y a fin de 
obtener una producción de forraje de buena calidad, se deben con 
siderar una serie de factores que simplemente se mencionarán ta 
les corno: la preparación del terreno, fertilización, variedades­
de semilla adecuadas a la región, densidad de siembra, riegos, 
insectos polinizadores para la producción de semilla y su cose­
cha, época de corte del forraje, etcétera. 

Como la alfalfa es un cultive que pue\le rendir de 3 a 5 a·· 
ños en constante producción, se ha logrado obtener un rendimie~ 
to unitario nacional promedio de 56,7 toneladas por hectárea dé 
acuerdo con los datos del Anuario Estadístico de Producción A­
grícola para 1985. El cultivo permite hasta 10 cortes por año, 
de ahí la importancia de que se lleven de manera adecuada las 
pr~cticas culturales en los alfalfares. En este punto sobresa­
le el problema de las plagas y enfermedades que menguan signi­
ficativamente los rendimientos de este cultivo. Sobresalen pla­
gas corno el pulgón manchado (Te.1r.loaphl6 ma~ulata Bucktonl, el 
pulgón verde (Aey.1r.tho6lphon pl6um Harris), el minador de la hoja 
( Ll.1r.lomiza spp.) y el barrenador de la raíz ( Epieae.1ru;., au.1!.lne.I!. 
Boh) ; y enfermedades de tipo foliar como el mildifi velloso 
(Pe.1r.ono6po.1r.a t.1r.lnollo.1r.um Dby), la peca (P6eudopeziza medleaglnl6 
Lib) , la mancha de la hoja (Stemphyllum bot~yo6um Waur) Y enfe~ 
medades de la raíz como la pudrición texana (Phumatot.1t.lehum 
omnlvo.l!.u6 Shear (Dug) .) , la marchitez bacterial (Co.1t.ynebaete.1r.lum 
ln6ldlo6um McCull) y la pudrición fungal provocada por organis­
mos de los géneros Fu6a'1.lum y Ve.1r.tlelllum (Castro, 1978) • 
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ECDLDGIA DE LA ALFALFA

La alfalfa es propia de terrenos calizos y de pH cercano a
la neutralidad. Requiere para su cultivo de suelos arenosos y
profundos, de subsuelo permeable y con buen drenaje. Resiste a
la humedad a condición de que esta no sea durable y bien puede
crecer en suelos moderadamente alcalinos [Rather zi at., cita-
do en Robles, 1979: Havard-Duclos, 1959).

Cuando se siembra por vez primera, requiere de previa ino-
culación con bacterias del género Rhizcbium spp. para favorecer
la simbiosis de éstas con las células de su raíz y la formación
de nódulos.

Se desarrolla bien en climas templados y frios, no asi en
regiones tropicales por su susceptibilidad a plagas y enfermedg
des y porque no crece bien en suelos ácidos.

Puede sembrarse sola o bien alternarse con otros cultivos,
preferentemente con gramíneas lHavard-Duclos, 1969). Es un cul
tivo perenne, es decir, que puede durar de 3 a 5 años o más efi
producción siempre y cuando se realicen los manejos adecuados
del cultivo.

EL CULTIVO DE LA ALFALFA.

Para que la alfalfa alcance su mâximo desarrollo y a fin de
obtener una producción de forraje de buena calidad, se deben cop
siderar una serie de factores que simplemente se mencionarân ta
les como: la preparación del terreno, fertilización, variedades"
de semilla adecuadas a la región, densidad de siembra, riegos,
insectos polinizadores para la producción de semilla y su cose-
cha, época de corte del forraje, etcétera.

Como la alfalfa es un cultivo que puede rendir de 3 a 5 a-
ños en constante producción, se ha logrado obtener un rendimiep
to unitario nacional promedio de 56.? toneladas por hectárea de
acuerdo con los datos del Anuario Estadístico de Producción~A-
grícola para 1985. El cultivo permite hasta 10 cortes por ano,
de ahi la importancia de que se lleven de manera adecuada las
prácticas culturales en los alfalfares. En este punto sobresa-
le el problema de las plagas y enfermedades que menguan signi-
ficativamente los rendimientos de este cultivo. Sobresalen pla-
gas como el pulgón manchado [Tea¿uaph¿i mczufata Buckton), el _
pulgón verde íåcgaihoaiphon piaum Harris), el minado: de la hoja
{L¿aiom¿za spp.} y el barrenador de la raiz lfpicaanua auaifiaa
Bob): Y enfermedades de tipo foliar como el mildió velloso _ _
[Penonoapanc iaifioïiaium Dby), la peca (PsEudopeziza mzdicaginrs
Lib), la mancha de la hoja [Siamptgïium bottgasum WHUI) Y Eflfflå
medades de la raiz como la pudrición texana lPhgmaiotarchum _
omaivuaas Shear (Dug).), la marchitez bacterial [Cnngnebacrearum
insidiosum Mcüull) y la pudrición fungal provocada por organis-
mos de los géneros Fuaaaium y Ustricifflum (CcStIü, 1973).
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Otro aspecto importante es la siembra de las semillas de 
variedades preferentemente certificadas, ya que la certificación 
establece normas y procedimientos para reducir al mínimo cambios 
genéticos durante la multiplicación de las semillas de una varie 
dad, además de que se considera mínimo o nulo el contenido de se­
millas de malezas nocivas (Castillo y Aburto en Robles, 1979) y 
se garantizan al agricultor ciertas características del cultivo, 

Los métodos tradicionales de propagación vegetativa de la 
alfalfa son mediante rizomas o brotes que nacen de la corona y 
crecen luego horizontalmente o bien brotes adventicios, que se 
forman en puntos hinchados de la raíz, llamado también hábito ra 
dicular rastrero (Hanson e.t. a..t., 19-78). Sin embargo para propa-­
gación comercial estos no resultan ser sistemas lo suficientemen 
te eficientes, sólo se emplean para propagar vegetativamente geF 
moplasma valioso, ya que generalmente se propaga por semilla. -

GENETICA Y CITOTAXONOMIA. 

La alfalfa es una planta alógama, es decir, que el polen que 
fecunda a los óvulos de una planta proviene de otro indivio den­
tro de la misma población .. Así es que para que pueda llevarse a 
cabo esta polinización cruzada, actúan como agentes polinizadores 
las abejas (Ap..U. me.l-iáe.Jta.). Es una planta que presenta autoincom.,.. 
patibilidad y es además poliploide (Brauer, J.986), lo cual haóla 
de la enorme heterogeneidad que se observa dentro de las poblacio 
nes de esta forrajera. -

La alfalfa común o cultivada Me.d-ica.go 4a.t-iva. L. es autotetra 
ploide, es decir, que cuenta con cuatro juegos cromosómicos (n ~-
8; 4n = 32) provenientes de la unión de gametos diploides de la 
misma especie. Esto le ha permitido una amplia distribución y a­
daptación a diferentes regiones del mundo, que van desde zonas 
desérticas hasta lugares fríos pasando por regiones templadas, ex 
plicándose así la presencia de este cultivo en todos los contine~ 
tes en la actualidad. Su relación con la alfalfa silvestre diploi 
de {2n = 16) es muy estrecha, taxonómicamente a esta se le conoce 
como Med-ica.go covwlea.. M. J.>a..t.-iva. tiene flores moradas y sus fru­
tos son legumbres muy espiraladas. Otra especie M. áa.lca..t.a. cono­
cida como la alfalfa de flor amarilla, es diploide (2n = 16} y es 
endémica de regiones frías, pues crece bien en lugares comprendi­
dos entre 42° y 62ºde latitud norte y su hibridizaci8n de manera 
natural con M. J.>a..t.-iva. produjo poblaciones con resistencia a ba­
jas temperaturas y a enfermedades foliares. Los híbridos resul­
tantes son agrupados taxonómicamente bajo la especie denominada 
Med-ica.go med-ia. 6 Med-ica.go va.Jt-ia. de flores variegadas. Otras es­
pecies sobresalientes de alfalfa son: M. glut-ino4a. (2n = 321 es­
pecie endémica de la región del Cáucaso; M. glome.Jta..t.a. (2n = J.6) 
localizada al norte de Africa; M. ca.ncella..t.a. y M. J.>a.xa..t.-il-i4 (2n 
= 48) entre otras que de manera natural se han hibridizado con.,.. 
tribuyendo a formar algunas "razas" de alfalfa cultivada (Lesins, 
1984). 
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otro aspecto importante es la siembra de las semillas de
variedades preferentemente certificadas, ya gue la certificación
establece normas y procedimientos para reducir al minimo cambios
genéticos durante la multiplicación de las semillas de una varie
dad, además de que se considera minimo o nulo el contenido de sã-
millas de malezas nocivas (Castillo y Rburto en Robles, 19?9} y
se garantizan al agricultor ciertas caracteristicas del cultivo.

Los métodos tradicionales de propagación vegetativa de la
alfalfa son mediante rizomas o brotes que nacen de la corona y
crecen luego horizontalmente o bien brotes adventicios, que se
forman en puntos hinchados de la raíz, llamado también hábito ra
dicular rastrero (Hanson si af., lìïfll. Sin embargo para propa-_
gación comercial estos no resultan ser sistemas lo suficientemen
te eficientes, sólo se emplean para propagar vegetativamente geš`
moplasma valioso, ya que generalmente se propaga por semilla.

GEHETICA.Y CITDTAXDHDHIA.

La alfalfa es una planta alógama, es decir, gue.el polen que
fecunda a los óvulos de una planta proviene de otro indivio den-
tro de la misma población.. asi es que para que pueda llevarse a
cabo esta polinización cruzada, actúan como agentes polinizadores
las abejas (Apis mcfifieaal. Es una planta que presenta autoincom-
patibilidad y es además poliploide [Brauer, 19861, lo cual habla
de la enorme heterogeneidad que se observa dentro de las poblacio
nes de esta forrajera.

La alfalfa común o cultivada Medfcago ¿nieva L. es autotetrg
ploide, es decir, que cuenta con cuatro juegos cromosómicos {n =
B; 4n = 321 provenientes de la unión de gametos diploides de la
misma especie. Esto le ha permitido una amplia distribución y a-
daptación a diferentes regiones del mundo, que van desde zonas
desérticas hasta lugares frios pasando por regiones templadas, e§_
plicãndose asi la presencia de este cultivo en todos los continep
tes en la actualidad. Su relación con la alfalfa silvestre diploi
de {2n = 15) es muy estrecha, taxonómicamente a esta se le conoce
como Mcdicagu cceaufca. M. activa tiene flores moradas y sus fru-
tos son legumbres muy espiraladas. otra especie M. ¿afecta cono-
cida como la alfalfa de flor amarilla, es diploide {2n = 161 y es
endémica de regiones frias, pues crece bien en lugares comprendi-
dos entre 42° y E2°de latitud norte y su hibridización de manera
natural con M. activa produjo poblaciones con resistencia a ba-
jas temperaturas y a enfermedades foliares. Los híbridos resul-
tantes son agrupados taxonómicamente bajo la especie denominada
Mcdicago media ó Medicago venia de flores variegadas. ótras es-
pecies sobresalientes de alfalfa son: M. gïuiincsc (Zn = 321 es-
pecie endëmica de la región del Cáucaso: M. gfiomeaaic [Zn = 15]
localizada al norte de africa; H. caaceffaia y M. sarariiia {2n
= 4E} entre otras que de manera natural se han hibridizado con-
tribuyendo a formar algunas "razas" de alfalfa cultivada {Lesins,
1904).
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_ Los cromosomas de M. 6ativa y especie relacionadas son pe 
'. quenas, de 3 a 4 p de longitud. Por estudios en la etapa de pa 
quiteno ha sido posible realizar el ideograma y las claves de­
identificación para establecer el número básico de cromosomas 
x = 8. (Lesins y Gillies en Hanson, 1972). 

ORIGEN E HISTORIA DE LA ALFALFA. 

La historia de la alfalfa es la historia del forraje cul­
tivado más importante del mundo. se sabe asimismo, que esta ha 
sido, dentro de las plantas forrajeras, la primera en haber si 
do domesticada por el hombre, quien ya la consideró como una -
planta cultivable de gran valor. Hist6ricamente la alfalfa se 
ha cultivado desde hace siglos. Su centro de orígen comprende 
varias regiones del Asia Menor: el sur del Cáucaso en la URSS 
y las tierras altas del Turquestán, lo que hoy en día compren~ 
de Irán {Bolton et al., 1972). En esta amplia región crecía de 
manera silvestre en estado diploide bajo condiciones sernides~ 
ticas. Su forma tetraploide cultivada se relaciona más bien con 
la cría del caballo por el hombre del mundo antiguo (Lesins, 
1984). Bolton y colaboradores en 1972, mencionan que las refe ·· 
rencias más antiguas sobre la alfalfa se remontan hasta en pue 
bles corno los hititas {1700-1200 a.C) y los Babilonios (700 a: 
C). Teofrasto narra que fué introducida a Grecia en 490 a.e 
con la invasión de Persas y Medas que la empleaban como alimen 
to. Consecuentemente los romanos retoman a este cultivo como -
una herencia más de la civilización griega lográndose su disper 
sión a toda Italia. El Imperio Romano (25-39-5 d.C) disemina es­
te cultivo a sus provincias conquistadas como lo que hoy es Es 
paña, Suiza y el sur de Francia. Del Pozo (1977) menciona que­
los autores romanos recogen en sus escritos con abundantes de­
talles la importancia, cultivo y forma de aprovechamiento de la 
alfalfa. Sin embargo, por otro lado, en la región norte del con 
tinente europeo, los pueblos bárbaros introducen material sil~­
vestre de zonas cercanas a Siberia que resistía las bajas tem­
peraturas de Alemania y norte de Francia. Con el paso del tiem 
po ocurre la cruza natural entre las poblaciones de esta alfa! 
fa silvestre M. 6alcata y la alfalfa cultivada M. 6ativa resul 
tanda individuos híbridos con caracter!sticas intermedias de. -
ambas especies y que posteriormente los autores la denominaron 
M. media Pers. 6 M. va~ia Martyn. Retomando la historia de es­
te cultivo, siglos después, próxima a la caída del Imperio R~ 
mano, época de decadencia, hubo un período de aproximadamente 
100 años en que el cultivo desapareció de Europa. Una segunda 
remesa de alfalfa es reintroducida a España particularmente, 
con la invasión árabe a la Península Ibérica, quienes traían 
material de Persia y del norte de Africa (Bolton et al., 1972) 
y quienes la nombraban "alfalfacah" denominación derivada de 
"aspasti" ó "aspo-asti" que en iraní antiguo significa "el me 
jor forraje" y que derivaron al nombre de Alfalfa (Hendry, 
1923 en Lesins, 1984). Klinkowski citado por Bolton et al. en 
1972, detalla la dispersión del cultivo a Francia en 1550, a 
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Bélgica y Holanda en 1565, a Inglaterra en 1650, a Alemania 
y Austria en 1750 a Suecia en 1770 y a Rusia durante el siglo 
XVIII, siglo durante el cual se amplía su distribuación igual 
mente en el Nuevo Mundo, Australia y Nueva Zelanda. (Fig. 6)~ 

La introducción de la alfalfa M. .6 a.ti.va. a América se reali 
z6 a través de dos importantes vías: una en el siglo XVI con -
lo5 colonizadores españoles y portugueses quienes la introduje-­
ron principalmente al Perú y a México; y una segunda partida 
de alfalfa primordialmente de M. medi.a. a mediados del siglo 
XVIII fué introducida por los colonizadores del centro de Eu­
ropa al llegar a las costas del este de Canadá y noreste de 
Estados Unidos donde suele haber climas fríos y heladas en é 
poca de invierno. Con el paso del tiempo la alfalfa prosper~ 
en su nuevo ambiente americano y se diversificó dentro del 
mismo continente, de Perú a Chile, Argentina y Uruguay y de 
México al resto del país y a Texas, Arizona, Nuevo México y 
California gracias a las diversas migraciones de los misione­
ros. 

Figura 6. Expansión del cultivo de la alfalfa en el mundo. 
@Centro de orígen 
* Lugares en donde se ha establecido el cultivo 

Adaptado de Del Pozo (1977). 

LA ALFALFA EN MEXICO. 

La alfalfa común M . .6a..tiva. es la especie de mayor impor­
tancia como forraje en nuestro país. La fuente de germoplasma 
en México la constituyen variedades criollas, o ecotipos deri 
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Adaptado de Del Pozo (1977).

LA ALFALFA EN MEXICO.

La alfalfa común M. activa es la especie de mayor impor-
tancia como forraje en nuestro país. La fuente de germoplasma
en México la constituyen variedades criollas, o ecotipos derg
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vados del material introducido de España y que después de cua­
tro siglos se han adaptado a las diferentes áreas ecológicas 
del país a través tanto de la selecci6n natural como de la rea 
lizada por los agricultores. Estas variedades criollas de M.­
~ativa son: Atlixco, Atoyac, Navojoa, Oaxaqueña, San Miguelito, 
Tanhuato y Zacapu, cuyos nombres los han adquirido del propio 
lugar de adaptaci6n(Castro, 1978, ver tabla 3). 

Tabla 3. Ecotipos o variedades criollas de alfalfa en México y 
sus áreas de adaptaci6n(Castro, 1978). 

Variedades 

Atlixco 
Atoyac 
Navojoa 
Oaxaqueña 
San Miguelito 
Tanhuato 
Zaca u 

Lugar de adaptaci6n 

Atlixco, Puebla 
Atoyac, Jalisco 
Navojoa, Sonora 
Oaxaca, Oaxaca 
San Miguel Octapan, Guanajuato 
Tanhuato, Michoacán 
Zaca u, Michoacán 

Ante la necesidad de establecer de manera formal varieda­
des mexicanas de alfalfa, es decir, poblaciones formadas de ma 
nera controlada y dirigida por el hombre con características -
bien definidas y poco alterables a lo largo del tiempo (Del Po 
zo, 1977) se han venido realizando una serie de trabajos que -
comenzaron hace más de tres décadas por parte de la Oficina de 
Estudios Especiales de la Secretaria de Agricultura y Ganadería 
y posteriormente por el Instituto Nacional de Investigaciones 
Forestales y Agropecuarias (INIFAP antes INIA) de la Sría de A 
gricultura y Recursos Hidráulicos, para evaluar un conjunto de­
características agronómicas como la determinación de variedades 
más rendidoras para cada región lechera del país, épocas y mé­
todos de siembra más adecuados, densidad de siembra de la semi 
lla, estado fenológico de la planta óptimo para el corte, pro~ 
ducción de forraje, entre otras características tanto en mate­
rial criollo como en el introducido así como el inicio de Pro­
gramas de Mejoramiento Genético y la obtención de variedades 
mejoradas. Los primeros resultados de dichos estudios arrojaron 
datos muy interesantes, entre ellos, la identificaci6n y reco­
lecci6n de material criollo formado por el material comanmente 
conocido como las variedades Oaxaca, Atlixco, Atoyac y San Mi­
guelito y la obtención de las variedades sintéticas Valdura, 
Hojaseo y Tan.verde (Buller y Valdivieso, 1957), resistentes a 
enfermedades foliares y de alto rendimiento. En otros centros 
de investigación del país se realizaron evaluaciones similares 
con diversos resultados, si se considera que se trabajó en di­
ferentes áreas ecológicas donde los resultados de las mejores 
variedades fueron distintos entre una y otra (Tabla 4) , por e­
llo se vió la necesidad de introducir material del extranjero 
que apoyara los programas de Mejoramiento Genético. Sin embar-
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go, como reporta Buller (1958), los altos insumos que requie­
ren cada uno de estos programas constituyen una limtaci6n, 
dado que se requieren lapsos de tiempo de por lo menos siete 
años para obtener resultados reproducibles con varias fases 
de cruzas y retrocruzas de genotipos así como la evaluaci6n 
y preservaci6n del material obtenido. 

Tabla 4. Variedades recomemdadas por los Centros de Investiga 
ci6n del INIA en sus áreas de influencia (Rebles, 1979) :--

Centro 
Centro de Investigaciooes Agd.colas 
del Norte (C.I.A.N) 
Centro de Investigaciones Agrícolas 
del Noroeste (C.I.A.N.E) 
Centro de Investigacicnes Agrícolas 
de El Bajío (C.I.A.B) 
Centro de Investigacicnes Básicas 
(C.I.B) 

Variedades 
Moapa, Africana 

Atoyac, ~. AS-13, Cody, 
Lahontan 
Tanverde, Tanhuato, M:>apa 

Tanhuato, Atlixoo, Tanverde, 
oaxaca 

En la actualidad todos estos esfuerzos se ven coronados con 
la obtenci6n de las variedades de alfalfa mexicanas Celaya I 
t::astro, 1978), INIA 76, Mixteca 76, Puebla 76 y Bajío 76 (Agui 
rre, 1976), de las cuales estas cuatro ültimas han mostrado te 
ner una vida larga, buena recuperaci6n despu€s del corte, toie 
rancia a enfermedades y mayor producci6n promedio de forraje -
verde, superando a las variedades introducidas Valenciana, Moa­
pa y San Joaquín (Magallanes, 1986) muy utilizadas en los Va­
lles Altos, El Bajío y la regi6n centro y norte del país. (Ta~ 
bla 5). 

Tabla 5. Variedades de alfalfa M. ~ativa certificadas por el 
INIA, su ecotipo correspondiente y estado de proce­
dencia. (Castro Acero comunicación personal). 

Variedad mexicana 

Tan verde 
Puebla 76 
INIA 76 
Bajío 76 
Mixteca 76 

Variedad criolla 

Tanhuato 
Atlixco 
Tanhuato 
San Miguelito 
Oaxa ueña 

Estado 

Michoacán 
Puebla 
Michoacán 
Guanajuato 
Oaxaca 

Sin embargo persiste el hecho de que aün hace falta produ 
cir semillas certificadas que satisfagan la demanda nacional ae 
semilla de buena calidad, por lo que se ha tenido que importar 
gruesos de semilla del extranjero.La tabla 6· engloba a aquellas 
variedades introducidas que más ampliamente se cultivan en nue~ 
tro país. En la actualidad el INIFAP cuenta con un modesto ba~ 
co de germoplasrna para investigación, por lo que se requiere 
de metodologías apropiadas que permitan la conservación y pre-
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servación de este valioso material. 

Tabla 6. 

AF-11 

Variedades introducidas de alfalfa que se cultivan am 
pliamente en México (Datos tomados del Anuario Estadis 
tico de Producción Agrícola para 1985 de SARH-DGEA). -

EXA-3050 NK-819 
EXA-3060 Ranger 
EXP-~-75 Salt6n 

Chilena 

Africana 
Arag6n 
Arizona 
AS-13 
Astro 
Caliente 
Criolla 
El Camino 
El Unico 
EXA-3040 

Hayden San Joaquín II 
Hunter River Sonora 
Kodiak Sonora 70 
Matador Valencia 
Mesa Sirsa Velluda Peruana 
Moapa XL-58 
Moapa 69 
MS-8 

DISTRIBUCION Y PRODUCCION EN MEXICO 

Con excepci6n de las zonas tropicales, la alfalfa se en­
cuentra ampliamente distribuida en el país, sobretodo en aque 
!las regiones superiores a los 500 a 600 msrun como límite más 
bajo para su mejor desarrollo. La excepci6n aparece en Baja 
California y Sonora donde a nivel del mar el cultivo prospera 
gracias al clima continental con el que cuentan estas zonas 
aún en la costa. La mejor faja alfalfera de México se locali­
za en la región de El Bajío y el Valle de México, aunque ha 
prosperado bien en diversas zonas del país dentro de un total 
de 21 estados de la República Mexicana tal y como se ilustra 
en la figura 6. En cambio en la vertiente del Golfo de México, 
donde las tierras son bajas y húmedas este cultivo no prospe­
ra bien (Robles, 1979). 

En los últimos cinco años la superficie sembrada de alfa! 
fa ha sido de aproximadamente 251 mil hectáreas, con una pro-­
ducción de forraje verde de 13.7 millones de toneladas en total 
de acuerdo con los datos reportados por SARH-DGEA para 1985, 
que aún así resultan insuficientes para cubrir la demanda in·­
terna de este forraje, problema que se agrava día a día con el 
establecimiento de nuevas cuencas lecheras y en cuanto a que 
su consumo se extiende a ganado caballar, caprino, porcino y 
a aves de corral. 
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Con excepción de las zonas tropicales, la alfalfa se en-
cuentra ampliamente distribuida en el país, sobretodo en aque
llas regiones superiores a los 500 a 600 msnm como limite máš
bajo para su mejor desarrollo. La excepción aparece en Baja
California y Sonora donde a nivel del mar el cultivo prospera
gracias al clima continental con el que cuentan estas zonas
aún en la costa. La mejor faja alfalfera de México se locali-
za en la región de El Bajío y el valle de México, aunque ha
prosperado bien en diversas zonas del país dentro de un total
de 21 estados de la República Mexicana tal y como se ilustra
en la figura 6. En cambio en la vertiente del Golfo de México,
donde las tierras son bajas y húmedas este cultivo no prospe-
ra bien (Robles, 1979).

En los últimos cinco años la superficie sembrada de alfal
fa ha sido de aproximadamente 251 mil hectáreas, con una pro-_
ducción de forraje verde de 13.7.mi1lones de toneladas en total
de acuerdo con los datos reportados por SARH-DGEA para 1985,
que aún asi resultan insuficientes para cubrir la demanda in-
terna de este forraje, problema que se agrava día a día con el
establecimiento de nuevas cuencas lecheras y en cuanto a que
su consumo se extiende a ganado caballar, caprino, porcino y
a aves de corral.
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Fig. 3 DISTRIBUCION GENERAL DE LA ALFALFA EN MEXICO 
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EMBF.IOGENESIS SOMATICA I rt v-ltJr.o 

{En embrión se define como el estado inicial del desarrollo 
de una planta (Wardlaw 1955, 1968 en Tisserat et al., 1979) que 
morfol6gicamente se caracteriza por tener dos polos meristemáti 
cos opuestos: el apical que dará lugar a los brotes de la plan~ 
ta y el radicular que originará la raíz. El embrión cigótico 
surge a partir de una serie de divisiones mitóticas que sufre 
el cigoto, el cual experimenta una serie de estadíos de desa­
rrollo específicos que estructuralmente se conocen como esta­
dos globular, corazón y torpedo (Sharp et al., 1980)~ 

De manera natural en muchas especies vegetales puede obser 
v~rse con relativa facilidad la formación de embriones asexua= 
les o no cigóticos, fenómeno denominado de igual manera apo­
mixis (Nygren 1954, Stebbins 1941 en Tisserat et al., 1979), po 
liembrionía (Webber 1940 en Tisserat., 1979) o embriogénesis -
adventiva (Esan 1973, Schoreder 1968 en Tisserat et al., 1979}. 
Este proceso implica la formación de embriones a partir de cé­
lulas somáticas o células gaméticas que no son producto de una 
fertilización y cuya morfología y patrón de desarrollo es muy 
similar al que se observa en los embriones sexuales. En la na­
turaleza se presentan diversos tipos de embriogénesis asexual 
conocidos corno androgénesis o embriones originados a partir de 
las microsporas; partenogénesis o embriones que se originan a 
partir del óvulo o de la oospora; ginogénesis o embriones ori­
ginados de oosporas fertilizadas de manera parcial y apometría 
en la que los embriones se desarrollan a partir de las sinérgi 
das o antipodales (Sharp et al.,1980), células incluidas en eí 
saco embrionario de la flor.LTisserat et al., (1979} enlistan 
un total de 59 familias de angiospermas con 138 géneros y 239 
especies, en los que se registra el fenómeno de embriogénesis 
asexual de manera naturalj 

LLa ernbriogénesis asexual o embriogénesis somática in vit~o 
fué reportada por vez primera por Steward, Mapes y Mears (1958, 
en Tisserat et al., 1979) en cultivos en suspensión y por Rei­
nert (1959, en Tisserat et al., 1979} en cultivos de callo en 
medio sólido en zanahoria Vaucuá ca~ot~ 

A partir de entonces los trabajos sobre embriogénesis so­
mática progresaron tanto en los sistemas para zanahoria así c~ 
rno para otras especies de plantas, algunas de las cuales pert~ 
necen a familias de plantas como Gramineae, Rutaceae,Sol.anaceae, 
y Umbelliferae en las cuales la embriogénesis adventiva -ln 
vivo se pone de manifiesto de manera espontánea y en aquellas 
otras familias corno en Araliaceae, Brassicaceae, Caricaceae 
y Vitaceae que no exhiben este fenómeno de manera natural. 

l El proceso de inducir la regeneración de plantas a través 
del ~ltivo de tejidos in vit~o puede real~zarse de manera in­
directa con la producción de una masa de células desorganiza~ 
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(En embrión se define como el estado inicial del desarrollo
de una planta fwaralaw 1955, 1969 en Tisserat Er ai., 1979) que
morfológicamente se caracteriza por tener dos polos meristemáti
cos opuestos: el apical que dará lugar a los brotes de la planï
ta y el radicular que originará la raiz. El embrión cigótico
surge a partir de una serie de divisiones mitóticas que sufre
el cigoto, el cual experimenta una serie de estadíos de desa-
rrollo especificos que estructuralmente se conocen como esta-
dos globular, corazón y torpedo (Sharp si ai., 198ü);J

De manera natural en muchas especies vegetales puede obser
verse con relativa facilidad la formación de embriones asexua: '
les o no cigóticos, fenómeno denominado de igual manera apo-
mixis (Nygren 1954, Stebbins 1941 en Tisserat si ci., 1979), po
liembrionía (Webber 1940 en Tisserat., 1979) o embriogénesis I
adventiva (Esan 1973, Schoreder 1968 en Tisserat si ai., 1979).
Este proceso implica la formación de embriones a partir de cé-
lulas somâticas o células gaméticas que no son producto de una
fertilización y cuya morfología y patrón de desarrollo es muy
similar al que se observa en los embriones sexuales. En la na-
turaleza se presentan diversos tipos de embriogénesis asexual
conocidos como androgénesis o embriones originados a partir de
las microsporas; partenogénesis o embriones que se originan a
partir del óvulo o de la oospora; ginogénesis o embriones ori-
ginados de oosporas fertilizadas de manera parcial y apometría
en la que los embriones se desarrollan a partir de las sinérgi
das o antipodales (Sharp si ai.,1988), células incluidas en eI
saco embrionario de la florl_Tisserat si ai.,(l9?9) enlistan
un total de 59 familias de angiospermas con 138 géneros y 239
especies, en los que se registra el fenómeno de embriogénesis
asexual de manera naturalj

Lpa embriogénesis asexual o embriogénesis somática in vitae
fué reportada por vez primera por Steward, Mapes y Mears (1958,
en Tisserat si ai., 1979) en cultivos en suspensión y por Rei-
nert (1959, en Tisserat ei ai., 1979) en cultivos de callo en
medio sólido en zanahoria Úaucus catvigj

A partir de entonces los trabajos sobre embriogénesis so-
mática progresaron tanto en los sistemas para zanahoria asi cg
mo para otras especies de plantas, algunas de las cuales pertg
necen a familias de plantas como Gramineae, Rutaceae,Sobumommn
y Umbelliferae en las cuales la embriogénesis adventiva in
vivo se pone de manifiesto de manera espontánea y en aquellas
otras familias como en Araliaceae, Brassicaceae, Caricaceae
y Vitaceae que no exhiben este fenómeno de manera natural.

Läl proceso de inducir la regeneración de plantas a través
del ltivo de tejidos in viiav puede realizarse de manera in-
directa con la producción de una masa de células desorganizaa
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das (comúnmente conocida corno callo) a partir del inóculo i­
nicial; o bien directamente, con la formación de los embriones 
somáticos a partir de los segmentos de tejido vegetal en culti 
vo. Sharp et al., (1980), Evans et al •. · (1981), Amrnirato (1984)­
Y Williarns y Maheswaran (1986) mencionan una hipótesis para 
tratar de explicar estos dos procesos de desarrollo embriogé­
nico in vitAo. Enuncian que el proceso de embriogénesis di­
recto procede a partir de células que ya están determinadas 
hacia un desarrollo embriogenético (PEDC por sus siglas en in­
glés) , y que sólo requieren de condiciones favorables que les 
permitan continuar la divisi6n celular y su expresi6n embrio­
génica. Por el contrario la embriogénesis indirecta requiere 
de una redeterminación de células diferenciadas, proliferación 
de callo y desarrollo hacia un estado ernbriogenéticamente de­
terminado. Para estas células que se inducen hacia una deterroi 
nación embriogénica (IEDC) es necesaria la presencia de horma~ 
nas exógenas o reguladores del crecimiento. Sbarp e:t a:l. (1980), 
concluyen que es asimismo muy importante el estado fisiológi­
co de las células en cultivo para lograr la expresión de la 
ernbriogénesis somática. La importancia de los reguladores del 
crecimiento radica tal vez en su funci6n como agentes "permi­
sivos" de la expresión de este patrón de desarrollo intrínse­
camente determinado. 

El proceso ernbriogenético indirecto implica entonces, el 
establecimiento de callos en división activa obtenidos a partir 
de un tejido especifico. Para ello se distinguen dos eventos 
importantes: la primera fase de inducción hacia la citodiferen 
ciación por parte de las células embriogénicas mediante la ma~ 
nipulación de la relación auxina/citocinina; y una segunda fa­
se, donde se continua la secuencia de desarrollo de tales cé­
lulas proernbri6nicas (Kohlenbach, 1978 en Dodds y Roberts, 
1982) y se ponen de manifiesto los embriones somático~. 

FACTORES QUE CONTROLAN LA EMBRIOGENESIS. 

A. Medio de cultivo. 

~ara el desarrollo de la embriogénesis somática, út vi.tAo 
se han-empleado diversas formulaciones nutricionale~ como 
menciona Ammirato en 1984, desde medios simples como el de 
White (1963) hasta aquellos más concentrados como el BS de 
Garnborg et al. (1968), incluyendo a aquellos conocidos como 
SH (Schenk y Hildebrandt, 1972), MS (Murashige y Skoog, 1962) 
de los cuales estos tres últimos se consideran corno medios de 
altas concentraciones en sales inorgánicas~vans e:t al. en 
1981 consideran que el 70% de los cultivos se han realizado 
en el medio MS o bien en un MS modificadoJ Otros medios de 
cultivo generalmente empleados para el c'líÍtivo de leguraino­
sas han sido: LS (Linsmaier y Skoog, 1965), Blaydes (Blaydes, 
1966) y PC-L2 (Phillips y Collins, 1970) corno menciona Conger 
(1980). 

- 16 -

das (comúnmente conocida como callo) a partir del inóculo i-
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altas concentraciones en sales inorgánicasi_Evans si ci. en
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Las bases para todos los medios de cultivo son una mez 
cla de sales minerales, combinando elementos esenciales rnacro­
nutrientes, micronutrientes, junto con una fuente de energía, 
comGnmente es empleada la sacarosa (Yeoman y McLeod, 1977 en 
Conger, 1980) y varios constituyentes orgánicos como vitami­
nas y reguladores del crecimiento (Conger, 1980). 

lun factor importante para los cultivos de células vía em­
brio~esis somática es la fuente de nitr6geno, suplementada 
bajo la forma de nitratos, ion amonio o de complejos orgánicos 
nitrogenados como los aminoácidos (Dodds y Roberts, 1982;Stuart 
y Strickland, 1984a, b y Stuart et a.l., 1985) ~ El suplemento 
de la fuente de nitr6geno tanto en forma de ~al inorgánica o­
xidada o en su forma ionizada o reducida, les necesaria tanto 
en el medio de inducci6n corno en el medio de regeneraci6nl De 
hecho, el proceso de inducci6n involucra la interacción ae1 
ion amonio (forrr.a reducida) con los reguladores del crecimien­
to. 'La fuente de nitr6geno total es determinante en la etapa 
de de·sarrollo de los embriones somáticos'. Walker y Sato (1981), 
enuncian que el ion amonio suplementado~de manera ex6gena tie­
ne un efecto tanto cuantitativo como cualitativo en el patr6n 
de morfogénesis de alfalfa in vit~o. Asimismo, resaltan que la 
embriogénesis no se dá en ausencia del ion amonio o del nitra­
to, siendo ambas fuentes igualmente necesarias.~a concentra­
ci6n específica de uno u otro tipo de fuente nitrogenada varía 
de acuerdo al tipo de planta (genotipo) sometido a cultivo em­
briogénicg, debido a las particulares actividades de enzimas 
reductasas que hacen disponibles los compuestos nitrogenados a 
las plantas,Launque puede generalizarse que el contenido total 
de nitr6geno Tequerido para cultivos embriogénicos tanto en el 
medio de inducci6n como en el de regeneración debe ser de 25mM 
a lOOmM./ _., 

Bajo la forma de complejos orgánicos también se han emplea 
do como fuente de nitr6geno en los medios de cultivo: caseína -
hidrolizada (Ammirato y Steward, 1971 en Ammirato, 1984); una 
mezcla de aminoácidos (Kato y Takeuchi, 1966 en Ammirato, 1984); 
aminoácidos en forma individual (Wheterell y Dougall, 1976 en 
Arnrnirato 1984; Stuart y Strickland 1984a; Skokut :et al.1 1985), 
de donde se resalta el papel esencial que juegan la L-glutamina, 
L-asparagina, L-prolina y L-alanina en la calidad y frecuencia 
de los embriones obtenidos durante la fase de desarrollo y, fi 
nalmente extracto de levadura (Saunders y Bingham, 1972, 1975f. 

a_o~ros elementos minerales importantes para la ernbriogéne­
sis somática son: el io~ potasio que resulta esencial para el 
sistema de embriogénesis de zanahoria (Reinert et al., 1967 en 
Amrnirato, 1984) especialmente cuando el suplemento de nitrógeno 
es inadecuado (Tisserat et al., 1979); el calcio, que en alta8 
concentraciones inhibe el desarrollo de los embriones somáticos 
de zanahoria (Tazawa y Reinert, 1969 en Tisserat et al., 1979), 
aunque esto no es aplicable a todos los sistemas de ernbriogéne­
sis; y el fierro que debe suplementarse en forma quelada como 
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Fe-EDTA, ya que su ausencia impide que los embriones en estado 
globular pasen al estado de coraz6n. Esto ha sido reportado 
por Nitsch (1969), Haberle-Bors (1980) y Havranek y Vagera 
(1979) citados por Arnmirato (1984) ijara cultivos de tabaco, be 
lladona y zanahoria respectivamen~e~ 

B. Reguladores del crecimiento. 

l_.Sharp e.t al..· (1980) mencionan que las fitchormonas o regu 
ladores naturales de las plantas, pueden actuar como agentes -
activadores de células competentes a responder hacía vías espe 
cíficas de morfogénesis, y que de acuerdo a su concentraci6n -
relativa pueden suprimir, perm+.·tir o modificar condiciones de 
citodiferenciaci6n espeéífic~ 

Para los sistemas de ernbriogénesis asexual indirecta en 
cultivo, donde la producci6n de embriones está mediada por la 
formación de callo, se ha demostrado que los reguladores del 
crecimiento, especialmente las auxinas o las substancias que 
actúan de manera similar a las auxinas en combinaci6n con las 
citocininas y una adecuada concentraci6n de compuesto nitroge­
nados en el medio de cultivo, son esenciales para la inducci6n 
de la ernbriogénesis (Fujimura y Komamine en Arnmirato, 1984)_¿j 
sin embargo, un alto nivel de auxina ~nhibe el desarrollo de 
los embriones somáticos. Al respecto, lJil.ngham e.t al. (1975) 
concluyen que , de entrada, \el nivel 6ptimo de hormonas se de~ 
conoce, aunque se ha observa'ao-oue elevados niveles de la auxi 
na sintética ácido 2,4-diclorofenoxiacético 6 2,4-D promueven­
la embriogénesis durante el estado preglobular en los cultivos 
y en ca~bio, que el mantenimiento de una alta concentraci6n de 
este agente inductor, inhibe el ulterior desarrollo de los em­
briones o en ocasiones provoca que los embriones globulares re 
viertan a formar callo nuevamen::J 

De acuerdo con Evans e.t al. (1981) el 2,4-D ha sido la auxi 
na comúnmente más empleada, pero también se han manejado otras 
auxinas como el ácido o- -naftalenacético (ANA) , el ácido indola 
cético (AIA) que es una auxina natural y en menor escala el ácI 
do 2-benzotiazolacético (BTOA) , el ácido p-clorofenoxiacético -
(p-CPA) y el picloram. Bingham e.t al. en cultivos de alfalfa o~ 
servaron que el papel del ANA y del AIA no era necesario en la 
inducción a embriogénesis, más bien permiten la formaci6n del 
callo, pero si este no es sometido al 2,4-D no se observará e~ 
briogénesis. El rango de concentraci6n de las auxinas varía e­
norrnemente. 'Kao y Michayluk (1981) en los sistemas para alfalfa, 
establecen que la concentraci6n 6ptima de los reguladores del 
crecimiento resultan ser específicos de acuerdo al genotipo del 
material empleado, por lo que debe ser determinado empíricamente. 

!En relaci6n a las citocininas, Fujimura y Komamine (1980) 
citadOS por Ammirato (1984), sostienen que estos compuestos son 
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Fe-EDTA, ya que su ausencia impide que los embriones en estado
globular pasen al estado de corazón. Esto ha sido reportado
por Nitsch (1969), Haberle-Bors (1980) y Havranek y Vagera
(1979) citados por Ammirato {l9B4ì ara cultivos de tabaco, be
lladona y zanahoria respectivamente? `

B. Reguladores del crecimiento.

L~Sharp et ai. (1980) mencionan gue las fitohormonas o regu
ladores naturales de las plantas, pueden actuar como agentes _
activadores de células competentes a responder hacía vias espe
cificas de morfogênesis, y que de acuerdo a su concentración _
relativa pueden suprimir, perm'tir o modificar condiciones de
citodiferenciación específica¿ì

Para los sistemas de embriogénesis asexual indirecta en
cultivo, donde la producción de embriones está mediada por la
formación de callo, se ha demostrado que los reguladores del
crecimiento, especialmente las ausinas o las substancias que
actúan de manera similar a las auninas en combinación con las
citocininas y una adecuada concentración de compuesto nitroge-
nados en el medio de cultivo, son esenciales para la inducción
de la embriogénesis (Fujimura Y Komamine en Ammirato, 1984)¿j
sin embargo, un alto nivel de auxina inhibe el desarrollo de
los embriones somãticos. A1 respecto,1flingham et af. (1975)
concluyen que , de entrada,\ãl_nivel óptimo de hormonas se des
conoce, aunque se ha observa d`gue elevados niveles de la auxi
na sintética ácido 2,4-diclorofenosiacético ó 2,4-D promueven
la embriogénesis durante el estado preglobular en los cultivos
y en cambio, que el mantenimiento de una alta concentración de
este agente inductor, inhibe el ulterior desarrollo de los em-
briones o en ocasiones provoca gue los embriones globulares re
viertan a formar callo nuevamentej

De acuerdo con Evans si ai. [19ElJ el 2,4-D ha sido la auxi
na comúnmente más empleada, pero también se han manejado otras
auxinas como el ácido es-naftalenacético (ANA), el ácido indola
cético (AIA) que es una ausina natural y en menor escala el ãci
do 2-benzotiazolacêtico {BTüA], el ácido p-clorofenoxiacético
(p-CPA) y el picloram. Bingham si ci. en cultivos de alfalfa ob
servaron que el papel del ANA y del AIA no era necesario en la
inducción a embriogénesis, más bien permiten la formación del
callo, pero si este no es sometido al 2,4-D no se observará em
briogénesis. El rango de concentración de las auxinas varia e-
normemente.`Kao y Michayluk [1981] en los sistemas para alfalfa,
establecen que la concentración óptima de los reguladores del
crecimiento resultan ser especificos de acuerdo al genotipo del
material empleado, por lo que debe ser determinado empiricamente

¿En relación a las citocininas, Fujimura y Komamine (1980)
cita os por Ammirato (1984), sostienen que estos compuestos son
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importantes para promover la roaduraci6n de los embriones y es 
pecialmente el desarrollo de los cotiledones (Ammirato y Koma 
mine, 1971 en Ammirato, 1984J_} por lo que pueden emplearse ta~ 
to en el medio de inducci6n'como en el medio de regeneraci6n. 
En ocasiones, asimismo, se ha reportado que las citocininas se 
requieren para el desarrollo de los embriones y para su conver 
sión en plantas (Kavatherkar et af.,1978 en A:mmirato, 1984). -
La citocinina más empleadaes la cinetina con un rango efectivo 
de concentración de 0.5pM a 5.0pM (Ammirato, 1984). Otros ti­
pos de citocininas que se han empleado son la bencilaminopuri­
na (BAP} y la zeatina, esta última estimula la embriogénesis 
en cultivos de zanahoria específicamente {Fujimura y Komamine, 
1975 en A:mmirato, 1984}. 

Otro tipo de reguladores generalmente poco empleado, han 
sido las giberelinas. Según documentan Nitsch y Nitsch en 1969 
(en Sharp et al.,1980), la giberelina en ocasiones influye en 
el desarrollo del embrión somático, pero no influye en la fre­
cuencia de embriogénesis. ~.romirato (1984} menciona que estos 
compuestos también estimulan el enraizamiento y el subsecuen­
te desarrollo de las pl!ntulas obtenidas de los cultivos em­
briogénicos en especies de plantas como lea maif-O(Lu et al., 
1982, en Ammirato 1984) y Citnu0 -0inen-0i-0 (Kochba et al.,1974 
en Ammirato, 1984), aunque estos resultados no son una regla 
aplicable a todas las especies. 

C. Fuentes de inóculo. 

Según Kohlenbach (1978 en Dodds y Roberts, 1982} la ob­
tenci6n de embriones puede ser a través de tres fuentes de cé 
lulas dipliodes: 
(a} de células vegetativas de plantas maduras; 
(b) de tejido reproductivo diferente al cigoto; . 
(c) y de hipocotilos y cotiledones de plántulas, 
aunque también suelenemplearse los tejidos de estructuras repr~ 
ductivas de la planta en estado inmaduro como ovarios y anteras. 

Arnmirato (1984) concluye que tejidos embrionarios, meris­
ternáticos y reproductivos tienen mayor potencialidad embriogé­
nica en los cultivos, aunque existen plantas ~orno en zanahoria 
VauC'.u-6 canota, en donde prácticamente cualquier segmento culti­
vado produce embriones somáticos, en otras como en Hede~a helix 
(Banks 1979, en Arnmirato, 1984} solo el material procedente de 
tejidos adultos de la planta es capaz de producir embriones, por 
lo que se concluye que tampoco en este aspecto cabe hacer gene­
ralizaciones. 

~n algunas especies, diferencias en los genotipos emplea­
dos muestran potencialidades diferentes en cuanto a respuesta 
embriogénica~ corno es el caso de la alfalfa Me.dicago 0ativa 
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importantes para promover la maduración de los embriones y es
pecialmente el desarrollo de los cotiledones [Ammirato y Komã
mine, 1971 en Ammirato, 19E{èJ por lo que pueden emplearse tan
to en el medio de inducción` oo en el medio de regeneración.-
En ocasiones, asimismo, se ha reportado que las citocininas se
requieren para el desarrollo de los embriones y para su conver
sión en plantas ffiavatherkar ei a1.,l9?S en Ammirato, 19941. _
La citocinina más empleadaes la cinetina con un rango efectivo
de concentración de D.SpM a 5.UpM {Ammirato, 19941. ütros ti-
pos de citocininas que se han empleado son la bencilaminopuri-
na IHAPI y la zeatina, esta última estimula la embriogénesis
en cultivos de zanahoria especificamente {Fujimura y Romamine,
l9?5 en Ammirato, 19841.

Dtro tipo de reguladores generalmente poco empleado, han
sido las giberelinas. Según documentan Nitsch y Nitsch en 1959
(en Sharp et aE.,19Eü), la giberelina en ocasiones influye en
el desarrollo del embrión somãtico, pero no influye en la fre-
cuencia de embriogénesis. Ammirato (19841 menciona que estos
compuestos también estimulan el enraizamiento y el subsecuen-
te desarrollo de las plántulas obtenidas de los cultivos em-
briogénicos en especies de plantas como Zea mcg¿(Lu si ci.,
1992, en Ammirato 19841 y Gitana sintesis {Kochba si ai.,1B?4
en Ammirato, 19341, aunque estos resultados no son una regla
aplicable a todas las especies.

C. Fuentes de inóculo.

Según Kohlenbach (1978 en Dodds y Roberts, 19921 la ob-
tención de embriones puede ser a través de tres fuentes de cš
lulas dipliodes:
fa) de células vegetativas de plantas maduras;
[bi de tejido reproductivo diferente al cigoto; _
[c} y de hipocotilos y cotiledones de plántulas,_
aunque también suehmiemplearse los tejidos de estructuras repro
ductivas de la planta en estado inmaduro como ovarios y enteras

I Ammirato {l9B4} concluye que tejidos embrionarios, meris-
temãticos y reproductivos tienen mayor potencialidad embriogé-
nica en los cultivos, aunque existen plantas como en zanahoria
Bancos camara, en donde prácticamente cualquier segmento culti-
vado produce embriones somãticos, en otras como en Hedeta heiir
[Banks 1979, en Ammirato, 1984) solo el material procedente de
tejidos adultos de la planta es capaz de producir embriones, por
lo que se concluye que tampoco en este aspecto cabe hacer genefi
ralizaciones.

Lãn algunas especies, diferencias en los genotipcs emplea-
dos muestranipotencialidades diferentes en cuanto a respuesta
embriogënicay como es el caso de la alfalfa Medicagn saiivn
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(Kao y Michayluk, 1981), T4¡6ol¡um p4aten6e (Keyes et al., 
1980 en Ammirato, 1984) y Vaucu6 ca4ota (Steward et al., en 
Ammirato, 1984). 

El nivel de ploid!a presente en un mismo tipo de planta 
parece no afectar a aquellas células que ya están programadas 
a formar embriones somáticos. Sin erobargo, cambios en el ni­
vel de ploid!a en los cultivos ya establecidos, s! pueden mo­
dificar el potencial embriogénico, siendo esta la razón de 
que este potencial de regeneración ¡n v¡t40 disminuya gradual 
mente en los sucesivos subcultivos, como reportan Atanassov y 
Brown (1984). 

1 

~irato (1984) enuncia asimismo, que el estado fisiológi 
ca de la planta a partir de la cual se toma el inóculo es un -
factor extremadamente importante en el éxito de la respuesta 
embriogénic_?_,J 

D. Condiciones ambientales. 

En este aspecto tampoco es posible generalizar en cuanto 
a las condiciones de luz o de temperatura que engloben a todos 
los sistemas de regeneración de plantas por embriogénesis somá 
tica.~!!'Illirato (1984) menciona que la embriogénesis somática -
se ha observado bajo una variedad de regímenes de luz/obscuri­
dad asi como diferencias en cuanto a la calidad de luz. En lo 
referente a la temperatura, este mismo autor enuncia que exis­
ten pocos trabajos sobre el efecto de este factor en los culti 
vos. _J 

E. Factores que controlan la regeneración de alfalfa. 

- GENOTIPO. 
Se ha corroborado ampliamente que la regeneración de alfalfa 
está plenamente influenciada por el genotipo del material 
con el que se trabaje. Varios estudios se han avocado decidí 
darnente a realizar un sondeo de material embriogénico entre~ 
un gran: número de variedades o cultivares de alfalfa. Cabe 
mencionar que, como mencionan frecuentemente Kao y Michayluk 
(1980, 1981), la alfalfa es una planta de polinización abier 
ta, e s además una especie con poblaciones (variedades} muy -
hete rogéneas, por lo que de entrada ya se cuenta con una va 
riabilidad inherente en el germoplasma y esto debe conside~ 
rarse para cualquier trabajo que se realice con esta planta. 
Saunders y Bingham (1972, 1975) concluyen que la obtención 
de brotes en los cultivos de alfalfa está condicionada por 
la interacci6n del genotipo y los medio de cultivo de in­
ducci6n y regeneraci6n. 

- LA FUENTE DE NITROGENO EN LOS CULTIVOS. 
Previamente se mencion6 la importancia de los compuestos ni-
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(Kao y Michayluk, 1981), Taifinfiium paciente (Keyes si at.,
1980 en Ammirato, 1984) y Uaucuå cuanta (Steward ef ai., en
Amirato, 1984).

El nivel de ploidía presente en un mismo tipo de planta
parece no afectar a aquellas células que ya están programadas
a formar embriones somáticos. Sin embargo, cambios en el ni-
vel de ploidfa en los cultivos ya establecidos, si pueden.mo-
dificar el potencial embriogênico, siendo esta la razón de
que este potencial de regeneración ¿n vitae disminuya gradual
mente en los sucesivos subcultivos, como reportan Atanassov §`
Brown (1984).

Làmmirato (1984) enuncia asimismo, que el estado fisiológi
co de la planta a partir de la cual se toma el inóculo es un _
factor extremadamente importante en el éxito de la respuesta
embriogënicag

D. Condiciones ambientales.

En este aspecto tampoco es posible generalizar en cuanto
a las condiciones de luz o de temperatura que engloben a todos
los sistemas de regeneración de plantas por embriogénesis somâ
tica.[Apmirato (1984) menciona que la embriogénesis somática _
se ha observado bajo una variedad de regímenes de luz/obscuri-
dad así como diferencias en cuanto a la calidad de luz. En lo
referente a la temperatura, este mismo autor enuncia que exis-
ten pocos trabajos sobre el efecto de este factor en los culti
vos. J *

.._._-

E. Factores que controlan la regeneración de alfalfa.

- GENUTIPO .
Se ha corroborado ampliamente que la regeneración de alfalfa
está plenamente influenciada por el genotipo del material
con el que se trabaje. Varios estudios se han avccado decidi
demente a realizar un sondeo de material embriogënico entre"
un gran:nümero de variedades o cultivares de alfalfa. Cabe
mencionar que, como mencionan frecuentemente Kao y Michayluk
(1980, 1981], la alfalfa es una planta de polinización abiep
ta, es además una especie con poblaciones (variedades) muy
heterogêneas, por lo que de entrada ya se cuenta con una va
riabilidad inherente en el germoplasma y esto debe conside-
rarse para cualquier trabajo que se realice con esta planta.
Saunders y Bingham (1972, 1975) concluyen que la obtención
de brotes en los cultivos de alfalfa está condicionada por
la interacción del genotipo y los medio de cultivo de in-
ducción y regeneración.

- LA FUENTE DE NITRGGENO EN LGS CULTIVOS. _
Previamente se mencionó la importancia de los compuestos ni-
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trogenados para los cultivos embriogénicos. Para los sistemas 
de alfalfa se corroboran estos puntos en los trabajos de 
Walker y Sato (1981) donde también mencionan que los niveles 
óptimos para la producción de embriones es de 25mM a lOOmM de 
nitrógeno reducido bajo la forma de ion amonio, ya que a ni­
veles inferiores de 12.5111M sólo se observa la formación de ·: 
ra!ces. Walker et al. (1978, 1979) concluyen que la fuente de 
nitrógeno reducido en el medio de regeneración de la embriogé 
nesis es fundamental para tener éxito en la obtención de em-­
briones somáticos. Stuart y Strickland (1984a, b) complemen­
tan esta información al adicionar aminoácidos al medio de re­
generación como fuente de nitrógeno reducido en combinación 
con el ion amonio, observando que la combinación de la L-pro­
lina y NH! o la L-glutamina sola, estimulan favorablemente la 
embriogénésis en los cultivos de la l!nea RA 3 (Regen S) de 
M • .6a.t.i.va. 

- CALIDAD Y CANTIDAD DE REGULADORES DEL CRECIMIENTO. 
El 2,4-D es empleado como agente "inductor" de la embriogéne­
sis y como tal debe incluirse en el medio inicial a altas con 
centraciones. Entre los trabajos con alfalfa se emplean nive= 
les de este regulador que var!an desde lmg/l (4.5JlM) (Saundeb:s 
y Bingham, 1975) hasta 22mg/l (lOO)lM) (Novak y Konecna, 1982), 
pero varios trabajos lo adicionan a una concentración de 2mg/l 
(9.0 J.lM) (Meijer y Brown, 1987). Algunos:autdres incluyertren 
sus medios de cultivo al ANA a una concentración de 5mg/l, ·es 
decir, a 25)lM (Skokut et al., 19BS) y a la cinetina desde ' 
0.18 mg/l (1 )lM) (Brown yr.•Atanassov, 1985), hasta 4.6 mg/l, o 
bien, 25 )lM (Skokut e..t al., 1985). De acuerdo a lo revisado 
en la literatura, no existen niveles cuantitativos espec!fi­
cos y s6lo se han obtenido algunos valores 6ptimos experimen­
tales que van de acuerdo al genotipo. 

- CULTIVOS SOMETIDOS A UNA SECUENCIA DE DOS PASOS. 
El primero implica someter al inóculo a alta concentración de 
la auxina 2,4-D en el medio de cultivo, esta fase se conside~ 
ra como la fase de inducción de la embriogénesis. El segundo 
paso o fase de desarrollo y regeneraci6n de los embriones som! 
tices, implica transferir al callo formado a partir del in6-
culo inicial, a un medio de cultivo sin 2,4-D y en ocasiones 
sin ning6n otro regulador del crecimiento. Existen pequeñas 
variaciones a este protocolo donde se incluyen hasta tres fa­
ses (Atanassov y Brown, 1984; dos Santos e..t al., 1980; Walker 
y Sato, 1981) : la de inducci6n, una segunda donde se incluye 
al ANA, cinetina y/o BAP para mejorar la calidad de los embri~ 
nes y la última sin hormonas exógenas para la regeneraci6n de 
los embriones somáticos. 

F. Perspectivas de la embriogénesis somática in vi.t~o. 

~unque esta metodolog!a no es a~n.aplicable a.todas las e~ 
pecies vegetales con igual grado de exito, la embriogénesis so-
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trogenados para los cultivos embriogónicos. Para los sistemas
de alfalfa se corrcboran estos puntos en los trabajos de
Walker y Sato (19811 donde también mencionan que los niveles
óptimos para la producción de embriones es de 25mH a lüümfl de
nitrógeno reducido bajo la forma de ion amonio, ya que a ni-
veles inferiores de 12.5mH sólo se observa la formación de 1:
raices. Walker ei ei. (1978, 1919) concluyen que la fuente de
nitrógeno reducido en el medio de regeneración de la embriogé
nesis es fundamental para tener éxito en la obtención de eme-
briones somaticos. Stuart y Strickland (l98åa; bl complemen-
tan esta información al adicionar aminoácidos al medio de re-
generación como fuente de nitrógeno reducido en combinación
con el ion amonio, observando que la combinación de la L-pro-
lina y HH+ o la L-glutamina sola, estimulan favorablemente la
embriogónäsis en los cultivos de la linea RA 3 (Regen S) de
H. active.

CALIDAD Y CANTIDAD DE REGULADÚHES DEL CRECIHIEHTU.
El 2,4-D es empleado como agente "inductor" de la embriogéne-
sis y como tal debe incluirse en el medio inicial a altas cop
centraciones. Entre los trabajos con alfalfa se emplean nive-
les de este regulador que varian desde lmg/l {4.5›pI-ll ($a1:|nde|.'s
y Bingham, 19151 hasta 22mg/1 ílüüpfll (Novak y Konecna, 1982],
pero varios trabajos lo adicionan a una concentración de 2mgƒl
(9.0 pm) (Heijer y Brown, 19891. Algunos_autdres incluyenfen
sus medios de cultivo al ARA a una concentración de Smg/l, es
decir, a 25pH (Skokut et ai., 19851 y a la cinetina desde L
8.18 mg/l (1 pm) (Brown yvetanassov, 1985), hasta 4.5 mg/1, o
bien, 25 pH (Skokut ei ai., 1985]. De acuerdo a lo revisado
en la literatura, no existen niveles cuantitativos especifi-
cos y sólo se han obtenido algunos valores óptimos experimen-
tales que van de acuerdo al genotipo.

CULTIEDS SÚHETIDGS A UNA SECUENCIA DE UDS PASDS.
El primero implica someter al inóculo a alta concentración de
la euxina 8,4-D en el medio de cultivo, esta fase se considee
ra como la fase de inducción de la embriogénesis. El segundo
paso o fase de desarrollo y regeneración de los embriones somš
ticos, implica transferir al callo formado a partir del inó-
culo inicial, a un medio de cultivo sin 2,4-D y en ocasignes
sin ningún otro regulador del crecimiento. Existen pequenas
variaciones a este protocolo donde se incluyen hasta tres fa-
ses (Atanassov y Brown, 1984; dos Santos si ai., 1980; Walker
y Sato, 1981): le de inducción, una segunda donde se incluye
al ANA, cinetina y/o BAP para mejorar la calidad de los embrig
nes y la última sin hormonas exógenas para la regeneración de
los embriones scmâticos.

F. Perspectivas de la embriogénesis somática in vitae.

[Aunque esta metodologia no es aün aplicable a todas las eg
pecies vegetales con igual grado de éxito, la embriogénesis so-
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mática experimental ha sido reportada en tejidos cultivados de 
más de 30 familias de plantas como hacen una lista Tisserat et 
a..t. (1979) y Ammirato (1984). 

El interés prattico que ofrece esta metodología de micro­
propagaci6n es que haciendo uso de genotipos deseables estos se 
pueden multiplicar casi ilimitadamente con relativa facilidad 
(Villalobos, 1985). Asimismo, Ammirato (1987) menciona que me­
diante la embriogénesis somática es posible: 

- obtener un gran nGmero de embriones y consecuentemente de 
plantas; 

- la presencia de un meristemo apical y un meristemo radicular 
en una misma unidad por lo que no se requiere de subcultivos 
a fin de obtener brotes por un lado y luego tener que inducir 
el enraizamiento de éstos, sino que a través de una sola vía 
de morfogénesis se pueden obtener plantas completas; 

- la facilidad de manejo de los embriones en cultivos en suspen 
si6n por lo que es posible obtenerlos individualmente; -

- la posibilidad a futuro de lograr inducir en estos embriones 
dormancia y así preservarlos por períodos de tiempo más pro­
longados; 

- darles a estos embriones cubiertas artificiales de protección 
a manera de "semillas artificiales"; 

- una vez establecida la metodología, es decir, luego de obtener 
embriones en alta cantidad y calidad, realizar experimentos a 
nivel molecular y bioquímico para tratar de dilucidar como 
ocurren los procesos de inducci6n y· 1des.arrollo; 

- la obtención de plantas con caracterí~ticas_sobresaliéntes~ 
como la resistencia a plagas y enfermedades o a condiciones 
de sequía, a través de metodologías como la variación somaclo­
nal y por Gltimo, 

- la hibridización ..in v..C:t.to de genotipos deseable:) 

SISTEMAS DE REGENERACION In v..C:t~o DE ALFALFA. 

Dentro de los sistemas de regeneración ..in v..C:t~o de alfalfa 
los primeros reportes corresponden a Saunders y Bingham en 1972 
y 1975, quienes obtuvieron plantas a partir de cultivos de callo. 
Desde entonces los trabajos sobre regeneración de plantas de al­
falfa a partir de células y tejidos de cultivos asépticos han 
progresado rápidamente. Las líneas de trabajo de alfalfa inclu­
yen tanto organogénesis como embriogénesis somática en trabajos 
como: la obtenci6n de estructuras denominadas como brotes y em­
brioides (Saunders y Bingham 1972,1975; Walker et a..t., 1978, 
1979; Reisch y Bingham 1980 y Stavarek et al., 1980); cultivos 
en suspensión (McCoy y Bingham 1977; Walker y Sato 1981; Kao y 
Michayluk 1981); cultivos de protoplastos (Kao y Michayluk 1981; 
dos Santos et al.., 1980; Johnson et al.., 1981; Arcioni et a..t., 
1982; xu et al.., 1982; Lu et ai., 1983; Pezotti et al., 1984; 
Dijak y Brown 1987a, 1987b) y embriogénesis somática (dosSantos 
et al., 1980, 1983; Walker y Sato 1981; Novak y Konecna 1982; 
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mática experimental ha sido reportada en tejidos cultivados de
más de 38 familias de plantas como hacen una lista Tisserat ei
af. (l9?91 y Ammirato (1984}.

El interes praótico que ofrece esta metodologia de micro-
propagación es que haciendo uso de genotipcs deseables estos se
pueden multiplicar casi ilimitadamente con relativa facilidad
fvillalobos, 1985). Asimismo, Ammirato {l98T} menciona que me-
diante la embriogénesis somática es posible:

- obtener un gran número de embriones y consecuentemente de
plantas;

- la presencia de un meristemo apical y un meristemo radicular
en una misma unidad por lo que no se requiere de subcultivos
a fin de obtener brotes por un lado y luego tener que inducir
el enraizamiento de éstos, sino que a través de una sola via
de morfogënesis se pueden obtener plantas completas;

- la facilidad de manejo de los embriones en cultivos en suspeg
sión por lo que es posible obtenerlos individualmente:

- la posibilidad a futuro de lograr inducir en estos embriones
dormancia y asi preservarlos por periodos de tiempo más pro-
longados;

- darles a estos embriones cubiertas artificiales de protección
a manera de "semillas artificiales":

- una vez establecida la metodologia, es decir, luego de obtener
embriones en alta cantidad y calidad, realizar experimentos a
nivel molecular y bioquimico para tratar de dilucidar como
ocurren los procesos de inducción yfidesarrolloi

- la obtención de plantas con caracteristicas_sobresalientes:
como la resistencia a plagas y enfermedades o a condiciones
de sequía, a través de metodologías como la variación somaclo-
nal y por último,

- la hibridización in vitae de genotipcs deseableìåj

SISTEMAS DE REGENERACIÚN In Uiidc DE ALFALFA. .

- Dentro de los sismmes de regeneración in vitae de alfalfa
los primeros reportes corresponden a Saunders y Bingham en l9?2
y l9?5, quienes obtuvieron plantas a partir de cultivos de callo
Desde entonces los trabajos sobre regeneración de plantas de al-
falfa a partir de células y tejidos de cultivos asdpticos han
progresado rápidamente. Las lineas de trabajo de alfalfa inclu-
yen tanto organogenesis como embriogénesis somática en trabajos
como: la obtención de estructuras denominadas como brotes y em-
brioides (Saunders y Bingham l9?2,19?5; Walker ei ai., 19?8,
l9?9; Reisch y Bingham 1988 y Stavarek si di., 1988); cultivos
en suspensión (McCoy y Bingham l97?; Walker y Sato 1981; Kao y
Michayluk 1981]; cultivos de protoplastos (Kao y Michayluk 1981;
dos Santos et di., 1988; Johnson si dí., 1981: Arcioni si ai.,
1982; Ku si ai., 1982; Lu si af., 1983; Pezotti si ai., l984;
Dijak y Brown l98?a, 198?b] y embriogénesis somática (dosäantüs
ei nf., 1988, 1983; Walker y Sato 1981: Novak y Konecna 1982;
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Mesentsev y ~arelina, 1982; Luppotto 1983; Stuart y Strickland 
1984a, 1984b; Skokut et al.,1985; Stuart et al., 1985; Meijer 
y Brown 1985, 1987a, 1987b; Brown y Atanassov, 1985; Nagarajan 
et al., 1986) y otros trabajos como hibridizaci6n interespecí­
fica, inducci6n a tolerancia al frío, resistencia a pat6genos y 
enfermedades y variaci6n somaclonal. 

Sin embargo, la tecnología con que se cuenta en la actuali­
dad no permite aún establecer un sistema general de regeneración 
del total de germoplasma para alfalfa como postulan McCoy y 
Walker (1984). 

Saunders y Bingham (1972) mencionan la posibilidad de que 
exista una marcada influencia del genotipo sobre la capacidad 
de regeneraci6n de los cultivos in vit~o, lo cual posteriormen­
te se corrobora en los reportes de dos Santos et al. (1980), 
Brown et al. (1985) y Nagarajan et al. (1986) quienes finalmente 
concluyen que la carga genética condiciona el tipo de respuesta 
morfogenética que manifiestan los cultivos. De hecho, la falta 
de este potencial de regeneraci6n que lleva implícito el genoti 
po constituye la primera gran limitaci6n en la obtenci6n de em~ 
briones somáticos de alfalfa. 

En el trabajo de Bingham, Hurley, Kaatz y Saunders (1975), 
se detalla la selecci6n de germoplasma a partir de nueve varie~ 
dades comerciales de las cuales s6lo un pequeño número de geno­
tipos posee capacidad embriogénica: Saranac y DuPuits, el resto 
sólo mostró tener de 17% a 36% de regeneraci6n. Para mejorar es 
tos porcentajes, estos autores en este mismo trabajo, identifi~ 
caron cinco clones fértiles: 4 de Saranac y 1 de DuPuits sobre 
los que practicaron dos ciclos de selecci6n recurrente, incre~ 
mentando así la frecuencia de regeneraci6n de un 12% a un 67% 
y establecieron finalmente el cultivar Regen S, material tetra­
ploide y de flores color morado. Walker et al. (1978) mejoraron 
ste porcentaje de 67% hasta 100% con el clon RA 3 derivado de 
Regen S, haciendo la observaci6n en los diferentes tipos de res 
puesta que mostraron los 14 clones originados de una misma va-­
riedad. Con los trabajos de Bingham et al. (1975) se demuestra 
asimismo, que esta capacidad de regeneración es perfectamente 
heredable aunque un gran volumen de germoplasma de alfalafa re­
genera a plantas en los cultivos en muy baja proporci6n. 

Un trabajo similar realizaron McCoy y Bingham en 1977 al 
seleccionar un clan diploide con capacidad regenerativa: HG 2. 
Posteriormente Reisch y Bingham (1980) en un trabajo donde exa­
minan la herencia cualitativa de la regeneración in vit~o de 
una línea diploide de alfalfa, sostienen la hipótesis de que la 
diferenciación morfogenética a partir de cultivos de callo está 
controlada por dos genes dominantes. Sin embargo, esto no resu! 
ta ser concluyente. En este mismo trabajo se observa que la ob­
tención de material con alto porcentaje de regeneraci6n morfog~ 
nética no fué tan alto como se esperaba, probablemente porque 
estos genotipos "altamente regeneradores" tienen baja supervi·-
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Mesentsev y Karelina, 1982; Luppotto 1983; Stuart y Strickland
1984a, 1984b; Skokut ei ni.,l985; Stuart ei ai., 1985; Meijer
y Brown 1985, 19B7a, 1987b; Brown y Atanassov, 1985; Nagarajan
ei ei., 1986) y otros trabajos como hibridización interespecí-
fica, inducción a tolerancia al frio, resistencia a patógenos y
enfermedades Y variación somaclonal.

Sin embargo, la tecnologia con que se cuenta en la actuali-
dad no permite aún establecer un sistema general de regeneración
del total de germoplasma para alfalfa como postulan McCoy y
Walker (1984).

Saunders y Bingham (19721 mencionan la posibilidad de que
exista una marcada influencia del genotipo sobre la capacidad
de regeneración de los cultivos in viiae, lo cual posteriormen-
te se corrobora en los reportes de dos Santos si ai. (1988),
Brown si dí. (1985) y Nagarajan si dí. (1986) quienes finalmente
concluyen que la carga genética condiciona el tipo de respuesta
morfogenëtica que manifiestan los cultivos. De hecho, la falta
de este potencial de regeneración que lleva implícito el genoti
po constituye la primera gran limitación en la obtención de em-
briones somãticos de alfalfa.

En el trabajo de Bingham, Hurley, Kaatz y Saunders (1975),
se detalla la selección de germoplasma a partir de nueve variea
dades comerciales de las cuales sólo un pequeño número de geno-
tipcs posee capacidad embriogónica: Saranac y DuPuits, el resto
sólo mostró tener de 178 a 38% de regeneración. Para mejorar es
tos porcentajes, estos autores en este mismo trabajo, identifi-
caron cinco clones fértiles: 4 de Seranac y 1 de DuPuits sobre
los que practicaron dos ciclos de selección recurrente, incre-
mentando asi la frecuencia de regeneración de un 12% a un 67%
y establecieron finalmente el cultivar Regen S, material tetra-
ploide y de flores color morado. Walker ei ei. (1978) mejoraron
ste porcentaje de 67% hasta 188% con el clon RA 3 derivado de
Regen S, haciendo la observación en los diferentes tipos de res
puesta que mostraron los 14 clones originados de una misma va-
riedad. Con los trabajos de Bingham ei ci. (1975) se demuestra
asimismo, que esta capacidad de regeneración es perfectamente
heredable aunque un gran volumen de germoplasma de alfalafa re-
genera a plantas en los cultivos en muy baja proporción.

Un trabajo similar realizaron McCoy y Bingham en 1977 al
seleccionar un clon diploide con capacidad regenerativa: HG 2.
Posteriormente Reisch y Bingham (1988) en un trabajo donde exa-
minan la herencia cualitativa de la regeneración in vitae de
una linea diploide de alfalfa, sostienen la hipótesis de que la
diferenciación morfogenëtica a partir de cultivos de callo está
controlada por dos genes dominantes. Sin embargo, esto no resul
ta ser concluyente. En este mismo trabajo se observa que la ob-
tención de material con alto porcentaje de regeneración morfogå
nética no fué tan alto como se esperaba, probablemente porque
estos genotipcs “altamente regeneradores" tienen baja supervi-
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vencía y exista una pobre fertilidad entre sus semillas. 

Saunders y Bingham (1972) concluyen que el efecto que impo 
ne el genotipo de manera definitiva sobre la morfogénesis de los 
cultivos, hace imperativo el probar amplios rangos de germoplas 
ma. -

Phillips en 1983, menciona que trabaj6 con alrededor de 
300 genotipos de alfalfa derivados de tres poblaciones genéti~ 
cas diferentes, especialmente material adaptado a las áreas e­
col6gicas del suroeste de Estados Unidos, y de donde la mejor 
respuesta de regeneraci6n que obtuvo fu~ de 11%. 

Mitten, Sato y Skokut en 1984, evaluaron 35 cultivares de 
las especies Medicago 6alcata, Medicago media y Medicago ~ativa, 
en representaci6n de un amplio espectro de cultivares de alfalfa. 
Ellos reportan la formaci6n de embriones y en ocasiones obser­
van estructuras verdes semiorganizadas que califican como culti­
vos de un bajo potencial de regeneraci6n. Los cultivares con al­
tos porcentajes de regeneraci6n son: Ladak 82%, Norseman 46%, 
Nomad 39% y Turkestán con 38%. Tales cultivares como indican 
McCoy y Walker (1984) son originarios de una regi6n turco-iran!, 
regi6n geográfica considerada como el sitio de origen de varias 
especies de alfalfa. La mayor parte del resto de las variedades 
tuvieron una capacidad de regeneraci6n desde 11% a 25%. Más ade 
!ante se discute que la frecuencia de regeneraci6n de Ladak pue 
da estar relacionada con su fácil predisposici6n de desarrollar 
brotes adventicios de la raíz de manera natural. 

Atanassov y Brown en 1984, reportaron cultivos en suspen­
sión y regeneraci6n de protoplastos y emplearon trece cultiva­
res, tres de los cuales: Rangelander, Regen S y Rambler formaron 
embriones en um 100%, 67% y 53% respectivamente¡ el resto de las 
variedades solamente formaron embriones somáticos entre un 0% a 
20% bajo el mismo tratamiento de medios de cultivo y regulado­
res del crecimiento. 

Además de esta serie de antecedentes, Brown y Atanassov en 
1985, deciden experimentar con un mayor nGmero de cultivares la 
capacidad de regeneraci6n de plantas in vit~o para luego sele­
ccionar a aquellos genotipos altamente regeneradores e interre­
lacionar la influencia de la fuente de germoplasma de los culti 
vares con respecto a su respuesta morfogenética en los cultivos. 
Para tal efecto, se sometieron a prueba 76 cultivares que se 
cultivan ampliamente en Canadá, de los cuales el 34% mostraron 
capacidad de formar embriones somáticos. A pesar de que un am -
plio número de variedades mostraron respuesta regeneradora nula 
bajo cultivo, los autores enuncian que estos resultados no son 
concluyentes como única forma de determinar la habilidad de la 
regeneraci6n in vit~o, de hecho, consideran que el esquema de 
c~tivo que emplearon no es el más conveniente para líneas de re 
generaci6n pobre donde se obtuvieron porcentajes de regeneraci6n 
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vencia y exista una pobre fertilidad entre sus semillas.

Saunders y Bingham (1972} concluyen que el efecto que impo
ne el genotipo de manera definitiva sobre la morfogênesis de lós
cultivos, hace imperativo el probar amplios rangos de germoplas
ma.

Phillips en 1983, menciona que trabajó con alrededor de
388 genotipcs de alfalfa derivados de tres poblaciones genéti-
cas diferentes, especialmente material adaptado a las áreas e-
cológicas del suroeste de Estados Unidos, y de donde la mejor
respuesta de regeneración que obtuvo fué de 11%.

Mitten, Sato y Skokut en 1984, evaluaron 35 cultivares de
las especies Medicege fiaïceie, Medicage media y Medicege eaiiva,
en representación de un amplio espectro de cultivares de alfalfa
Ellos reportan la formación de embriones y en ocasiones obser-
van estructuras verdes semiorganizadas que califican como culti-
vos de un bajo potencial de regeneración. Los cultivares con al-
tos porcentajes de regeneración son: Ladak 82%, Norseman 46%,
Nomad 39% y Turkestãn con 38%. Tales cultivares como indican
McCoy y Walker (1984) son originarios de una región turco-iraní,
región geográfica considerada como el sitio de origen de varias
especies de alfalfa. La mayor parte del resto de las variedades
tuvieron una capacidad de regeneración desde 11% a 25%. Más adg
lante se discute que la frecuencia de regeneración de Ladak pug
da estar relacionada con su facil predisposición de desarrollar
brotes adventicios de la raiz de manera natural.

Atanassov y Brown en 1984, reportaron cultivos en suspen-
sión y regeneración de protoplastos y emplearon trece cultiva-
res, tres de los cuales: Rangelander, Regen S y Rambler formaron
embriones en um 100%, 67% y 53% respectivamente; el resto de las
variedades solamente formaron embriones somãticos entre un 8% a
28% bajo el mismo tratamiento de medios de cultivo y regulado-
res del crecimiento.

Además de esta serie de antecedentes, Brown y Atanassov en
1985, deciden experimentar con un mayor número de cultivares la
capacidad de regeneración de plantas in vitae para luego sele-
ccionar a aquellos genotipcs altamente regeneradores e interre-
lacionar la influencia de la fuente de germoplasma de los culti
vares con respecto a su respuesta morfogenótica en los cultivos.
Para tal efecto, se sometieron a prueba 78 cultivares que se
cultivan ampliamente en Canada, de los cuales el 34% mostraron
capacidad de formar embriones somâticos..A pesar de que un am -
plio número de variedades mostraron respuesta regeneradora nula
bajo cultivo, los autores enuncian que estos resultados no son
concluyentes como única forma de determinar la habilidad de la
regeneración in vitae, de hecho, consideran que el esquema.de
cdtivo que emplearon no es el más conveniente para lineas de re
generación pobre donde se obtuvieron porcentajes de regeneración
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menores que los previamente reportados por Bingham et al. en 
1975 y Phillips en 1983 entre otros. Al realizar un estudio 
más profundo acerca del or!gen genético de los cultivares que 
emplearon, delimitaron finalmente nueve fuentes de gennoplas-
ma que forma parte del complejo M. 6aleata/ M. ~at¡va. Estas 
fuentes de germoplasma fluctGan en diferentes rangos en cuan-
to a las cantidades relativas de aportaci6n entre M. ~at¡va y 
M. 6aleata. Indican que las diferencias o variaciones entre am 
bas van de acuerdo a las presiones de selección natural a las­
cuales estuvieron sometidas cada una de las poblaciones (eco­
tipos). Posteriormente hicieron una selecci6n de 25 cultivares 
que tuvieran el mayor porcentaje de formación de embriones y 
determinaron qué tanta influencia existe de cada una de las nue 
ve fuentes de germoplasma en el genotipo de cada uno de dichos 
cultivares. Percibieron que dentro de las primeras once varieda 
des altamente regeneradoras, estas poseen mayor aportación de -
linaje genético de Ladak (que es una variedad formada principal­
mente por cepas de M. 6aleata) y de M. 6aleata. La Gnica exce~ 
ción fué el cultivar Regen S, seleccionado por Bingham y colaoo 
radares en 1975, con una respuesta embriogénica alta (67-100%)­
y cuyo linaje genético posee 87% de Flemish {típicamente de M. 
~at¡va), cuando por el contrario los cultivares DuPuits y Sara­
nac, material parental de Regen S, ambos de M. ~at¡va, bajo el 
mismo tratamiento, mostraron valores bajos de regeneración en­
tre 10% y 14%. Resaltan por otro lado, el hecho de que aquellos 
cultivares con mayor contribución Ladak y M. 6aleata, fenot!pi 
careente la planta muestra el desarrollo lateral de la raíz en-la 
oue se forman brotes adventicios a ciertos intervalos (hábito 
radicular rastrero). Aunque existe poca información sobre este 
fenómeno, parece ser que está controlado por varios genes, espe 
c!ficamente de M. 0aleata . Bingham y colaboradores en 1975, -
mencionan al respecto, que dos de sus cultivares que mostraron 
mayor porcentaje de respuesta de regeneración en los cultivos 
del material que probaron, son plantas que presentan de manera 
natural el hábito radicular rastrero: Roamer 36% y Rambler 35% 
de regeneración. En este mismo trabajo de Brown y Atanassov 
(1985), se menciona que en base a sus observaciones, no existe 
una relación aparente en la cantidad de callo producido como un 
¡:r:requisito para obtener una alta respuesta embriogénica, aunque 
en general los cultivos embriogénicos muestran al menos poco ~a 
llo. 

En relación a los protocolos de cultivo (medios de cultivo/ 
reguladores del crecimiento) empleados por Brown y Atanassov 
(1985), observan ~ue no son los adecuados para variedades de 
baja regeneración, en cawbio, para las variedades de alta regen~ 
ración aumentó notablemnte la cantidad de embriones somáticos ob 
tenidos. De todas las pruebas realizadas, en general, el culti~ 
var que mostró respuesta de regeneración más alta (80%) fué el 
Rangelander. 

Aunque Phillips (1983) concluye que los genes que contro­
lan la regeneración morfogenética ¡n v¡t40 aparecen a la misma 
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menores que los previamente reportados por Bingham si ai. en
1975 y Phillips en 1983 entre otros. Al realizar un estudio
más profundo acerca del origen genético de los cultivares que
emplearon, delimitaron finalmente nueve fuentes de germoplas-
ma que forma parte del complejo H. ¿aicaiaƒ M. nativa. Estas
fuentes de germoplasma fluctúan en diferentes rangos en cuan-
to a las cantidades relativas de aportación entre M. nativa y
M. fiaicaia. Indican que las diferencias o variaciones entre am
bas van de acuerdo a las presiones de selección natural a las
cuales estuvieron sometidas cada una de las poblaciones (eco-
tiposl. Posteriormente hicieron una selección de 25 cultivares
que tuvieran el mayor porcentaje de formación de embriones y
ddmrminaron qué tanta influencia existe de cada una de las nue
ve fuentes de germoplasma en el genotipo de cada uno de dichos
cultivares. Percibieron que dentro de las primeras once varieda
des altamente regeneradores, estas poseen mayor aportación de É
linaje genético de Ladak (qúees una variedad formada principal-
mente por cepas de M. fiaieaial y de M. fiaieaia. La única excegb
ción fué el cultivar Regen S, seleccionado por Bingham y cola__
radores en 1975, con una respuesta embriogénica alta (87-188%]
y cuyo linaje genético posee 87% de Flemish (típicamente de M.
iaiiveì, cuando por el contrario los cultivares DuPuits y Sara-
nac, material parental de Regen S, ambos de M. eaiivc, bajo el
mismo tratamiento, mostraron valores bajos de regeneración en-
tre 18% y 14%. Resaltan por otro lado, el hecho de que aqueltos
cultivares con mayor contribución Ladak y M. fiafeaia, fenotipi
camente la planta muestra el desarrollo lateral de la raiz en la
que se forman brotes adventicios a ciertos intervalos (hábito
radicular rastrero). Aunque existe poca información sobre este
fenómeno, parece ser que está controlado por varios genes, esp§_
cificamente de M. ¿sienta . Bingham y colaboradores en 1975,
mencionan al respecto, que dos de sus cultivares que mostraron
mayor porcentaje de respuesta de regeneración en los cultivos
del material que probaron, son plantas que presentan de manera
natural el hábito radicular rastrero: Roamer 38% y Rambler 35%
de regeneración. En este mismo trabajo de Brown y Atanassov
(19851, se menciona que en base a sus observaciones, no existe
una relación aparente en la cantidad de callo producido como un
tsmequisito para obtener una alta respuesta embriogénica, aunque
en general los cultivos embriogénicos muestran al menos poco ga
llo.

En relación a los protocolos de cultivo (medios de cultivoƒ
reguladores del crecimientoì empleados por Brown y Atanassov
(19851, observan que no son los adecuados para variedades de
baja regeneración, en cambio, para las variedades de alta regene
ración aumentó notablemnte la cantidad de embriones somåticos EE
tenidos. De todas las pruebas realizadas, en general, el culti-
var que mostró respuesta de regeneración más alta (88%) fué el
Rangelander.

Aunque Phillips (19831 concluye que los genes que contro-
lan la regeneración morfogenética in viiae aparecen a la misma
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frecuencia relativa en las poblaciones de alfalfa. Brown y Ata 
nassov (1985), sugieren que en realidad dicha frecuencia genéti 
ca es mayor en aquellas poblaciones de alfalfa que posee la ca­
racterística del hábito radicular rastrero cuyo linaje gen€tico 
conlleva alta contribuci6n de Ladak y M. 6aleata. 

Por tlltimo Nagarajan 7 McKenzie y Walton (1986) manejan 
diez cultivares de alfalfa en su trabajo sobre embriogénesis y 
regeneraci6n de plantas en cultivo de tejidos de Medieago spp., 
tres cultivares con germoplasma M. ~ativa y siete con germoplas 
ma M. media que fueron cultivadas bajo tres diferentes protoco­
los de trabajo. Sus resulatos muestran que las variedades Moa­
pa 69, Lahontan y Peace (M. ~ativa) no formaron embriones; en 
cambio aquellas variedades derivadasde M. media, sí formaron em 
briones, sobresaliendo las variedades Heinrichs del que se obtu 
ve el mayor porcentaje de regeneraai6n (62%) , cultivar que mues 
tra hábito radicular rastrero. Concluyen que la respuesta embrio 
génica está evidentemente relacionada con el genotipo y el me-­
dio de cultivo, y agregan que la calidad y cantidad de embrio­
nes condicionan significativamente la formaci6n de plantas bien 
desarrolladas. 

En la tabla 7 se destacan algunos de los trabajos sobre 
cultivo de tejidos de alfalfa, donde se registran los genoti­
pos empleados, el tipo de in6culo, protocolos de cultivo em­
pleados y la referencia bibliográfica. Destaca la diversidad de 
cultivares probados, así como de protocolos de cultivo y como 
se ha ido seleccionando material con respuesta embriogénica pa­
ra optimizar sus rendimientos. También se refleja en esta tabla 
losdiferentes tipos de in6culo empleados, desde tejidos j6venes 
hasta tejido de peciolos y hojas adultos. 
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frecuencia relativa en las poblaciones de alfalfa. Brown y Ata
nassov (1985), sugieren que en realidad dicha frecuencia genéti
ca es mayor en aquellas poblaciones de alfalfa que posee la cd-
racteristica del hábito radicular rastrero cuyo linaje genético
conlleva alta contribución de Ladak y M. fiaicaia.

Por último
diez cultivares
regeneración de
tres cultivares
ma M. media que
los de trabajo.
pa 89, Lahontan
cambio aquellas

Nagarajan, Mcflenzie y Walton (1988) manejan
de alfalfa en su trabajo sobre embriogénesis y
plantas en cultivo de tejidos de Hedieage spp.,
con germoplasma H. aaiiva y siete con germoplas
fueron cultivadas bajo tres diferentes protocd-
Sus resulatos muestran que las variedades Moa-
y Peace (M. activa) no formaron embriones; en
variedades derivadas de M. medie, si formaron em

briones, sobresaliendo las variedades Heinrichs del que se obtu
vo el mayor porcentaje de regeneración (82%), cultivar que mueš
tra hábito radicular rastrero. Concluyen que la respuema embrig
génica está evidentemente relacionada con el genotipo y el me-
dio de cultivo, y agregan que la calidad y cantidad de embrio-
nes condicionan significativamente la formación de plantas bien
desarrolladas.

En la tabla 7 se destacan algunos de los trabajos sobre
cultivo de tejidos de alfalfa, donde se registran los genoti-
pos empleados, el tipo de inóculo, protocolos de cultivo em-
pleados y la referencia bibliográfica. Destaca la diversidad de
cultivares probados, asi como de protocolos de cultivo y como
se ha ido seleccionando material con respuesta embriogénica pa-
ra optimizar sus rendimientos. También se refleja en esta tabla
losdiferentes tipos de inóculo empleados, desde tejidos jóvenes
hasta tejido de peciolos y hojas adultos.
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Tabla 7 
/ . 

Genotipo 

Clon S-4 de 
"Saranac" 

Clones S-4, Sh 3, 
SE y H-275 de 
"Saranac" 

Clones s-4, Sh 3, 
Sh 13, Sh 21 de 
"Saranac"; D-10 de 
"DuPuits"; "Vernal''. 
"El Unico", "Seno-
ra", "Rhizoma", 
"Rarobler","Roamer" 
y "Drylander 

14 clones de "Re-
gen S": de RA 1 a 
RA 14 

"Regen S" 

"Canadian 1" y 
"Canadian 2" 

Variedad europea 
sin nombre 

\... 

CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES DE ALFALFA (Medieago spp.). 

Proceso In6culo Inducci6n Desarrollo Referenci~ 
¡ ,u ¡ -U, ¡ 

o, ES Anteras inmaduras B 2,4-D Bli2Y Saunders y 
Ovarios inmaduros ANA s/rc Bingham 

KIN (1972) 

O, ES Ovarios inmaduros B 2,4-D Bli2y Saunders y 
ANA s/rc Bingham 
KIN (1975) 

SR Hipocotilos B 2,4-D Bli2Y Bingham, 
ANA s/rc Hurley, 
KIN Kaatz y 

Saunders 
(1975) 

o Ovarios inmaduros B 2,4-D Bli2Y Walker, 
Tallos SH ANA SH Yu, Sato i 
Peciolo KIN LS Jaworski 

B5 (1978) 
s/rc 

o Ovarios inmaduros SH ANA SH 2,4-D Bli2Y Walker, 
Tallos KIN KIN s/rc Wendeln y 
Peciolo Jaworski 

( 19 79) 

p Hojas Kao ANA Kao y 
Zea Michayluk 
BAP (J.980} 

p Hojas UM 2,4 ... D MS ANA MS dosSantos 1 

KIN KIN s/rc Outka, 
Cocking y 
Da ve y 
(1980) ,) 
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Tabla 7 (continuaci6n) 

~ Genotipo Proceso 

"Regen S" o 

H275 de "Saranac" s, e 
x Gll diploide = 
HG 2 

"Canadian 1" 8 clo ES, 
nes y "Canadian 2" s 
2 clones 

RS-Kl y RS-K2 de ES, 
"RegenS" p 

Clon RA 3 de "Re- ES, R , 
gen S" s 

A-15 ES 

"Robot" ES, LP 

35 variedades ES 
de Medicago spp. 

Clon RA 3 de "Re- E~ ' 
gen S" s 

' 

In6culo Inducci6n 
,¿ ,¿,¿ 

Refiere a una ci- B 2,4-D 
ta de 1978 ANA 

KIN 

ovarios inmaduros B II 2,4-D 
KIN 

Internados A 2,4-D 

ª1· ANA e iq BAP 
D Zea 

Peciolo SH 2,4-D 
KIN 

Ovarios inmaduros SH ANA 
Peciolo KIN 

Peciolo, Hojas Bli2Y 2,4-D 
Tejidos embrio- KIN 
narios 

Cotiledones MS 2,4-D 
Hipocotilos B5 BAP 

Hipocotilos SH ANA 
KIN 

Peciolos SH ANA 
KIN 

Desarrollo Referencia ' ,¿ .u ,¿ 

LS 2,4-D SH Stavarek, 
SH AIA BOi2Y Croughan, 

KIN s/rc Rains 
(1980} 

B II KIN BOi2Y Reisch y 
s/rc Bingham 

( 1980) 

A Kao y 
B : Michayluk 
cliq 1 ? ? ( 1981) 
D 

Bli2Y s/rc SH + Joflnson, 
GA Stuteville, 
ANA Higgins y 

Skinner 
( 19 8.1) 

SHliq 2,4-D Bli2Y Walker y 
KIN SH Sato 

s/rc (198.1) 

Bli2Y ANA Bli2Y Novak y 
KIN Konecna 

(1982) 

MS 2,4-D Bli2Y Luppotto 
B5 BAP MS ( 1983) 

SH 2,4-D Bli2Y Mitten, Sa-
KIN to y Skokut 

(1984) 

SH 2,4-D SH + Stuart y 
KIN ªª Strickland 

(1984a, b) ,) 
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Tabla 7 (continuaci6n) 

/ Genotipo Proceso 

"Answer", "Armar", ES,P 
"Banner","Iroquois~ 
"Multileaf","Peak", 
"Rambler","Saranac~ 
"520","Thor","Cita-
tion", "Rangelander" 
v "Regen S" 

RA 3, RA 3 x falca- ES,P 
ta regen y RA 3 x 
falcata nonregen 

76 variedades de M. ES 
sativa, M. media y 
M. falca ta 

19 clones de M. sa- ES 
tiva diploide; ~-.-
coerulea, M. falca-
ta y ~· 

xvaria ___ 

"Heinrichs","Beaver~ ES 
"Peace", 57312 de M. 
rredia; "Moapa<69",-
"Lahontan" de M. sa-
ti va; Brl, Brz; Lel 
y--Le2 de ~· ~ 

Fl, F2 de M. sativa ES 
spp. falca ta 

"Heinrichs","Beaver~ ES 
Brl, Lel de M. media 

' 

In6culo 

Hoja 
Hipocotilos 
Cotiledones 

Hoja 
Hipocotilos 
Cotiledones 

Cotiledones 
Hipocotilos 

Hipocotilos 

Hipocotilos 
Radículas 

Hipocotilos 
Peciolos 
Tallos y Raíz 

Radículas 
Hipocotilos 

Inducci6n Desarrollo Referencia ' ,¿ ,¿,¿ ,¿ a. ,¿ 

B5 2,4-D SHb 2,4-D Bli2Y Atanassov 
KIN KIN LS y Brown 

SH ( 1984) 
B5 

SH ANA SHliq 2,4-D SH Skokut, 
KIN KIN s/rc Manches ter 

y Schaefer 
(1985) 

B5h 2,4-D SHb 2,4-D BOi2Y Brown y 
KIN KIN s/rc Atanassov 

( 1985) 

UM 2,4-D B5h 2,4-D Bli2Y Meijer y 
MS ANA SH KIN s/rc Brown 

KIN (1985) 
BAP 

B 2,4-D LS AIA LS Nagarajan, 
B + KIN SH 2,4-D SH McKenzie 
SH BOi2Y KIN B y Walton 

(1986) 

MS 2,4-D Meijer y 
KIN Brown 

( 1985) 

B 2,4-D Bli2Y B Nagarajan 
SH KIN y Walton 

( 1987) 

I1`l`_l_````_ ¡__pi_____
`__pp___Ñlll_______I__

ANQQHV
QOUHMBãZHMmwmoflflüooogflfl

GGHMHÑUMZ
mNflfimQ¡¢_NQmmflguwflmm

l¬"_̀`_
¡_`il"__Iì

__

flflw®HV_
gachm

ZHM

Nwflm_WOHHQB

WOHOHUWQ

ãHUHHQE
QIv_N_mzw0HflQ0U0mHm

__

wíW
_

_Awwmflv _ 

IIIii

_mmm_

_m@®HvzH&1
caen@oH\mZHM_

EmdzflWWE
aHwhflwz

NNHHNQ|¢_NBm@D'w_N
_:D

Amwmfiv__

powmmcmud0H\m
_zHx_zHx_

_wc3OHm
~NHoma'q_NjWammJQ|¢_NW¿mm

_Ammmñv
__

LMmmwmflümah__
_1Hmpwwgucmz

_OH\WzH&__ZHM_
__unxoxm

\I¬`
l
a

¡I
II

_goüämzãMZHMKMNHOG
JEW_

wHNcwMozEWQ'v_N
EWZHM_+N

__cmhmHmOmZ
WH4H4¬
WHQ-q_NNmflflfiüwufim

W0HHp000mHm

Ñ

wofifluøüomflm
mOHHpO0Ogflm
b

WUCOUGHHNOU
MQGOÚQHHDOU

W0HHp0O0gHm

Q|v_NÑäHHmm
_«agümw_whom
_m_wm_ _mm__

1_|||¡II¡¡|_¡r||I|¡4¡lili!___
`L¢¿IiiIF___¡¡¡l|_¡|I¡|l_¡¡||¡I__r¡¡_
lil

__
í

__
_____j

_f_
T_

mm
_LF

_Avmmflv_mm_É
__jmmnomwñfläou

_Cgoflmx
_mgzHx_zH&__m0HHpoOOmflm

_HUmE_mww
amd_HHm

hH0>mmm=_=mnUflHCH0m=

ÑWMUHMM_Qmw

_ fl>fluflw.Z0@
NmHM

flwflwšjmQ@
N0g_M

Hmfl_NHm_HHm“M>Hp
rmm_m
GU=GMpG0zMq=

_I_=mm_flmMO2=“GHÉUE
20@Nflmbm_=0Ufl0m=

mmhH@>fi0m=_=wgUwHGHüm=

"¡¡ÌI
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Tabla 7 (continuaci6n) 
,r 

Genotipo Proceso In6culo Inducci6n Desarrollo :Referencia " 
,¿ ,¿,¿ ,¿ ú. .(. 

F.1.1 y F.1.2 ES Peciolos MS 2,4-D MS Meijer y 
de M. sativa spp. KIN s/rc Brown 
falcata, LR34 de (1987a, b) 
"Rangelander", 
RM31 de "Rambler~ 
VR5 de "Vernal", 
RS24 y RA 3 de 
"Reqen S" 

"Regen S","Ram- ES, p Hojas Kao 2,4-D A Dijak y 
bler" y "Range- A ANA s/rc Brown 
lander" KIN (1987a, b) 

,¿ = medio de · cultivo basal que probaron: ,l.(. = reguladores del crecimiento empleados:s/rc = 
sin reguladores del crecimiento; liq = medio de cultivo l!quido: O = organogénesis; ES = em 
briogénesis somática; P = protoplastos; R = rizogénesis; S = cultivos en suspensi6n; e = ob 
tenci6n de un clon embriogénico; LP = cultivos a largo plazo; SR = selecci6n recurrente de-
material embriogénico: Regen S y Regen Y; MS = Murashige y Skoog (1962); SH = Schenk y Hilde 
brandt (1972); Kao, A, B, e, D = medio basales establecidos por Kao para protoplastos; B5 ~ 
Gamborg, Miller y Ojima (1968); Linsmaier y Skoog (1965); B = Blaydes (1966) ; BOi2y 6 Bli2Y 
= Bingham et al (1975); B5h = B5 modificado por Brown y Atanassov (1985); SHb = SH modifica 
do por Brown y Atanassov ( 1985); B II = B modificado por Reish y Bingham (1980); UM = Uchi= 
mia y Murashige ( 1974) ; 2,4-D = ácido 2,4-diclorofenoxiacético; AIA = ácido indolacético; 
ANA = ácido naftalenacético; KIN = cinetina; BAP = benzilaminopurina; Zea = zeatina; GA = á 

'-. cido qiberélico; aa = aminoácidos. 
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En México contamos con variedades de alfalfa esencialmente 
de la especie M. ~ativa, que se han adoptado bien a las diferen­
tes regiones alfalferas del país, obteniéndose as!, una óuena 
producci6n de forraje para cubrir las necesidades más inmedia­
tas de alimentaci6n de ganado, lo cual solamente representa el 
10% de la demanda real de este forraje a nivel nacional. Para 
el mejoramiento genético y la selecci6n de variedades, se ha 
trabajado con material adaptado (ecotipos) y con el material in 
traducido tanto de M. ~ativa como de M. media y M. óalcata, siñ 
embargo, se ha observado que el material adptado a condiciones 
de inviernos crudos (condici6n ambiental que no figura en nues­
tro país) requiere de tan s6lo un mínimo descenso de la tempera 
tura ambiente durante los meses invernales para que detengan su 
crecimiento, entren en etapa de letargo y consecuentemente 
desciende la producci6n. Esto resulta crítico para el agricultor 
ya que disminuyen los niveles de producci6n de este forraje pre 
cisamente en épocas del año en las que es dif!éi:l contar con a:: 
limento fresco para el ganado. Como las fluctuaciones de tempe 
ratura a lo largo del año en nuestro país no son marcadamente -
diferentes en comparaci6n con las de los países de otras latit~ 
des y se ha visto que las variedades de alfalfa generalmente de 
M. ~ativa toleran bien nuestras condiciones climáticas, procu­
rando buenos rendimientos de producci6n y, en ocasiones estas 
han mostrado resistencia a plagas y enfermedadaes son las razo­
nes fundamentales de que este material sea el que se cultive 
más ampliamente en México. El presente trabajo se justifica de~ 
de considerar a la alfalfa como la leguminosa forrajera por 
excelencia , de alta calidad como alimento y las ventajas que o 
frece la metodología de la embriogénesis somática aplicado a -
los cultivos in vit~o como una herramienta que ayude a resolver 
la problemática que enfrenta el cultivo basándonos en la serie 
de trabajos sobre el cultivo de tejidos en alfalfa. 
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En México contamos con variedades de alfalfa esencialmente
de la especie M. aaiiua, que se han adqiado bien a las diferen-
tes regiones alfalferas del pais, obteniéndose asi, una buena
producción de forraje para cubrir las necesidades más inmedia-
tas de alimentación de ganado, lo cual solamente representa el
10% de la demanda real de este forraje a nivel nacional. Para
el mejoramiento genético y la selección de variedades, se ha
trabajado con material adaptado fiecotiposl y con el material in
troducido tanto de M. aaìiva como de H. media y M. fiaåcaia, sin
embargo, se ha observado que el material adptado a condiciones
de inviernos crudos (condición ambiental que no figura en nues-
tro païs) requiere de tan sólo un minimo descenso de la tempera
tura ambiente durante los meses invernales para que detengan sí
crecimiento, entren en etapa de letargo y consecuentemente
desciende la producción. Esto resulta critico para el agricultor
ya que disminuyen los niveles de producción de este forraje pre
cisamente en épocas del año en las que es dificil contar con a-
limento fresco para el ganado. Como las fluctuaciones de tempe
ratura a lo largo del año en nuestro pais no son marcadamente '
diferentes en comparación con las de los paises de otras latitu
des y se ha visto que las variedades de alfalfa generalmente de
M. activa toleran bien nuestras condiciones climáticas, procu-
rando buenos rendimientos de producción y, en ocasiones estas
han mostrado resistencia a plagas v enfermedadaes son las razo-
nes fundamentales de que este material sea el que se cultivo
más ampliamente en México. El presente trabajo se justifica des
de considerar a la alfalfa como la leguminosa forrajera por
excelencia , de alta calidad como alimento y las ventajas que 2
frece la metodologia de la embriogénesis somática aplicado a
los cultivos ¿n u¿iau como una herramienta que ayude a resolver
la problemática que enfrenta el cultivo basándonos en la serie
de trabajos sobre el cultivo de tejidos en alfalfa.

_ 31 _



III: OBJETIVOS 

Los objetivos que se persiguen en este trabajo son: 

a) Conocer y obtener gerrnoplasma de Medicago ~ativa L. que se 
cultive ampliamente en México; 

b) establecer cultivos asépticos de callo de diferentes varieda 
des de Medicago ~ativa L. que se cultiven en México; -

e) emplear cuatro protocolos de cultivo .diferentes basados en 
los trabajos previos de cultivo de tejidos de alfalfa; 

d) observar el tipo de respuesta morfogenética que se presente 
en los cultivos; 

e) determinar la respuesta embriogénica y rendimiento para cada 
variedad sometida a los cultivos in vit~o. 
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III: UBJETIVUS

Los objetivos gue se persiguen en este trabajo son:

Conocer y obtener germoplasma de Msdicago ¿etica L. que se
cultive ampliamente en México;

establecer cultivos asëpticos de callo de diferentes varieda
des de Mediccgc ¿atico L. que se cultiven en México; H

emplear cuatro protocolos de cultivo diferentes basados en
los trabajos previos de cultivo de tejidos de alfalfa;

observar el tipo de respuesta morfogenëtica gue se presente
en los cultivos;

determinar la respuesta embriogénica y rendimiento para cada
variedad sometida a.1oscultivos in vitae.
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IV. MATERIAL Y METODOS. 
SELECCION DEL MATERIAL BIOLOGICO 

Las semillas de alfalfa Mt.d.~co..go. spp. de las variedades 
Puebla 76, INIA 76, Bajío 76, Sint~tico I Jardín, Sintético II 
Hidalgo, Moapa 69, San Joaquín II, Velluda Peruana y Valencia­
na fueron amablemente proporcionadas a través del Ing. Luis Cas 
tro Acero, por el Centro de Investigaciones Agrícolas de la Me 
sa Central, Campo Agrícola Experimental Valle de México,INIFAP~ 
SARH, Chapingo, Edo. de México; y la variedad A 70-34 adquirida 
a través de la M. en C. Thelma L. Villegas G. y gracias a la 
gentileza del Dr. Daniel C.W. Brown de la Sección de Ingeniería 
del Centro de Investigaciones Vegetales de la Universidad de 
Ottawa, Ontario, Canadá. 

MEDIOS DE CULTIVO. 

Los medios de cultivo como la base de elementos nutritivos 
que normalmente requiere una planta, incluyen macronutrientes, 
micronutrientes, vitaminas, una fuente de carbono, reguladores 
del crecimiento y complejos orgánicos (Hartman y Kester, 1980). 
Para su preparaci6n se emplearon reactivos de grado analítico de 
las marcas Merck, Sigma y Mallinckrodt y para el caso de los com 
plejos como hidrolizado de caseína y extracto de levadura fueron 
de la marca Difco. Los reactivos se pesaron en balanza analítica 
y se manejaron como soluciones patr6n para facilitar la prepara­
ci6n de los medios, para cuyo procedimiento se emple6 agua desio 
nizada y se gelificaron con 8 g/l de agar grado bacteriol6gico.­
El pH de los medios MSM (Murashige y Skoog, 1962 modificado por 
Meijer y Brown, 1987b), SHW (Schenk y Hildebrandt, 1972 modific~ 
do por Walker y Sato, 1981) y Bli2Y (Bingham et ~t, 1975) se a­
just6 a 5.9!0.l y para el medio B5V (Garnborg e~ ~l. 1968 modifi­
cado por Villegas) se ajust6 a 5.5t0.1. La esterilización de los 
medios incluyendo vitaminas y reguladores del crecimiento, se 
realizó en autoclave a 1.05 kg/cm2 de presión a 121°C de temper~ 
tura durante 20 minutos. Finalmente, estos se vertieron a razón 
de 10 ml. en cajas de petri de 60 x 15 mm, o bien 20 ml en fras­
cos de tipo Gerber de 50 ml. de capacidad, para establecer los 
cultivos. Para propagación clonal de plantas a través de interno 
dos se emplearon tubos de ensaye de 170 x 18 mm conteniendo 13mT 
de medio de cultivo, o bien en recipientes plásticos de policar­
bonato conteniendo 50 ml. de medio. 

La composición química de los medios de cultivo basales ma­
nejados para este trabajo se detallan en la Tabla 8. 

Para la realización de este trabajo se seleccionaron cua­
tro protocolos de cultivo diferentes, cada uno de los cuales in­
cluye un medio de cultivo especifico, reguladores del crecimien-
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IV. HHTERIHL Y HETUDUS.
szrscclos nsz MATERIAL sIoLocIco

Las semillas de alfalfa Htdieega. app. de les variedades
Puebla T5, INIA TE, Bajío 16, sintético I Jardin, sintético II
Hidalgo, Hoapa 69, San Joaquín II, ïelluda Peruana y Valencia-
na fueron amablsmaite proporcionadas a través del Ing. Luis Cas
tro Acero, por el Centro de Investigaciones Agricolas de la ME
sa Central, Campo Agricola Experimental valle de Mérico,INH¶@¡
SARI-I, Chapingo, Edo. de México; y la variedad A 'FB-34 ad.gu:i.rida
a traves de la M. en C. Thelma L. villegas G. y gracias a la
gentileza del Br. Daniel C.W. Brown de la Sección de Ingenieria
del Centro de Investigaciones vegetales de la Universidad de
ottawa, ontario, Canada.

HEDIÚS DE CULTIVO.

Los medios de cultivo como la base de elementos nutritivos
gue normalmente requiere una planta, incluyen macronutrientes,
micronutrientes, vitaminas, una fuente de carbono, reguladores
del crecimiento y complejos orgánicos {Hartman y Kester, 1980).
Para su preparación se emplearon reactivos de grado analítico de
las marcas Merck, Sigma y Hallinckrodt y para el caso de los com
plejos como hidrolizado de caseïna y extracto de levadura fueron
de la marca Difco. Los reactivos se pesaron en balanza analítica
y se manejaron como soluciones patrón para facilitar la prepara-
ción de los medios, para cuyo procedimiento se empleó agua desio
nizada y se gelificaron con B gil de agar grado bacteriológico.
El pH de los medios MSM [Murashige y Skoog, 1962 modificado por
Meijer y Brown, l98?b}, SHW íschenk y Hildebrandt, 1972 modifica
do por walker y Sato, 19811 y Bli2Y {Bingham et at, l9?5] se a-
justó a 5.91D.l y para el medio BSU {Gamborg at ci. 1963 modifi-
cado por villegas} se ajustó a 5.5tü.1. La esterilización de los
medios incluyendo vitaminas y reguladores del crecimiento, se
realizó en autoclave a 1.ü5 kgƒcm2 de presión a 121“C de tempera
tura durante 2D minutos. Finalmente, estos se vertieron a razón
de 1D ml. en cajas de petri de ED z 15 m, o bien 20 ml en fras-
cos de tipo Gerber de Sü ml. de capacidad, para establecer los
cultivos. Para propagación clonal de plantas a través de interno
dos se emplearon tubos de ensaya de 170 s ls m conteniendo 13mÍ
de medio de cultivo, o bien en recipientes plásticos de policar-
bonato conteniendo 50 ml. de medio.

La composición quimica de los medios de cultivo basales ma-
nejados para este trabajo se detallan en la Tabla E.

Para la realización de este trabajo se seleccionaron cua-
tro protocolos de cultivo diferentes, cada uno de los cuales in-
cluye un medio de cultivo especifico, reguladores del crecimien-
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Tabla 8. 
Compoa1c16n qu1mica de loa medios de cultivo MSM (Muraahiqe y Skoog, 1962, modificado por Me!jer com. pera.), SHW (Schenk 
y Hildebrandt, 1972 modificado por Walker y Sato, 1981), BSV (Gamborg, Miller y Oj1ma, 1968 modificado por Villegas com. 
pera.) y Bl12Y (Blaydea, 1966 modificado por Binghllftl et. al., 19751 utilizados en el daeerrollo e~rimental. 

M S K S H W B 5 V B l i 2 Y 
Macronutrientes mq/l mM mq/.L mM mg/J. lllM ma/J. llll'!.. 

f"14NU3 ~vv !>.U - - - - 1000 ii.s 
KN0 3 3535 35.0 2500 24.7 2528 25.0 1000 9.9 

Cacl2 •2H
2

0 440 3.0 200 l.36 750 5.13 - -
* MgS04 •7H

2
0 370 1.5 400 l.62 500 2.02 35 0.3 

KH2P04 170 1.25 - - - - 300 2.2 

NH4H2Po4 - - 300 2.61 - - - -
NH 4H2Po4 •H2o - - - - 150 1.09 - -
(NH 4 J2so4 - - - - 2827 19.7 - -
ca !No3 li4H2o - - - - - - 347 2.1 

KCl - - - - - - 65 0.9 

Micronutrientes ma/l PM ma/l pM lll<J/l pM ma/l nM 
tt 3so3 6.2 100 5.0 80.~ ~.u 411.!:> .L.b ¿:,. ~ 

** * KnS0 4 4H
2

0 22.3 100 10.0 60.0 10.0 59.2 4.4 29.1 
* Zn so4 71120 B.6 30 1.0 3.5 2.0 6.9 1.5 9.2 

KI 0,83 5 1.0 6.0 0.75 4.52 o.e 4.8 

Na2Mo04•2HzO 0,25 1.03 0.1 0,413 11.25 l,(JJ - -
Cu S04 • SH20 0.025 0.10 0.2 0.801 0.025 0.100 - -
CoCl2 6H20 0.025 0.105 0.1 0.420 0.025 0.105 - -
Feso4 711

2
0 27.8 100 15.0 54.0 27.8 100.0 23.6 0.086 

Na 2EDTA 37.J 100 20.0 53.7 37.3 100.0 32.0 0.086 

Vitaminas mat.L )lM ma/.L llK ma/J. UM l'la/.L -Ac. nicot1n1co O.:> 4,Ub :..u 4U.I> 1. .o B.lZ o.s 2.4.l 

Piridoxina HCl 0.5 2.43 0.5 2.43 1.0 4.68 0.1 o.49 

Tiamina HCl 0.1 0.29 5.0 14.8 10.0 29.6 0.1 o. 30 

Glicina 2.0 26.6 - - - - 2.0 26.6 

Inositol 100.0 555.0 100.0 555.0 100.0 555.0. 100.0 555.0 
:;acarosa .jU. g J. .JU g, J. JU g/J. ~u. g;i 

Extracto de levadura - - - 2 g/l 

Hidrolizado de case!na - 1.5 g/l - -
Sulfato de adenina - - 0.1 mg/l -
• Reactivos emp.Leaaos Sin graao ae niaratacion 
** monohidratado (MnS04 H2 o> 
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to, el tiempo que dura cada resiembra de tejido o de callo 
tanto en el medio de inducci6n como en el de regeneraci6n y 
las condiciones físicas de incubaci6n. Estos cuatro protocolos 
previamente empleados por algunos autores, fueron escogidos 
porque cada uno de ellos ha sido mejorado para la formaci6n de 
callo y obtención de embriones somáticos de alfalfa en mate~ 
rial de M. ~a:t~va, M. 6alca:ta y M. media primordialmente de 
acuerdo con los reportes bibliográficos revisados. Las diferen 
cías que tienen entre sí estos protocolos escogidos, permiti-­
rán observar la respuesta del cultivo del material vegetal pro 
cedente de variedades de alfalfa que se cultiven en nuestro pa 
ís. De las diez variedades empleadas en este estudio, s6lo la­
A 70-34 es material embriogénico, sin embargo s6lo se emplea 
como punto de comparaci6n con el resto de las variedades, en 
dos de las cuales ya ha habido reportes de su cultivo in vi:t~o, 
específicamente para Moapa 69 (Mitten e:t al., Brown y Atana­
ssov, 1985; Nagarajan e:t al., 1986) que de acuerdo a estos re­
portes su capacidad embriogénica ha sido nula y en Velluda Pe­
ruana, para la cual Mitten e:t al. (1984) reportaron que s6lo 
un genotipo de 21 probados mostr6 ser embriogénico y en cambio, 
Brown y Atanassov (1985) no detectaron capacidad embriogénica 
para esta variedad. En las siete variedades restantes no ha ha 
bido reportes aGn de su cultivo in vi:t~o. A continuaci6n se 
describe cada uno de los protocolos de cultivo empleados. 

Protocolo A. 

Con un medio de cultivo MSM, es decir, un medio de cultivo 
basal MS (Murashige y Skoog, 1962) modificado por el Dr. Eltjo 
G.M. Meijer (comunicaci6n a través de la M. en C. Thelma L. Vi­
llegas y reportado en Meijer y Brown, l987b) para la obtenci6n 
de embriones somáticos del clan F.1.1 (Medicago 4a:tiva spp. 
6alca:ta) con una frecuencia de regeneraci6n mayor que lo repor 
tado para cultivares para cultivares con alto porcentaje de 
formación de embriones somáticos (Meijer y Brown, 1987b). 

El medio basal MSM consiste en los componentes inorgánicos 
del medio MS modificando la cantidad de nitr6geno con concentra 
cienes de 5mM de NH4No3 y 35mM de KN03 • Además con 30,000 mg/1-
de sacarosa y adicionado con reguladores del crecimiento tal y 
como se registra en la tabla 9. 

Protocolo B. 

El medio SHW, contiene un medio de cultivo basal SH (Schenk 
y Hildebrandt, 1972) modificado por Walker y Sato (1981) para el 
clon FA 3 de la línea Regen S (Medicago 4a:t~va) con la que logr~ 
ron obtener altos porcentajes de regeneraci6n estos autores. Es­
ta línea proviene de cepas puras de M. 4a:t~va. 
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to, el tiempo gue dura cada resiembra de tejido o de callo
tanto en el medio de inducción como en el de regeneración y
las condiciones fisicas de incubación. Estos cuatro protocolos
previamente empleados por algunos autores, fueron escogidos
porque cada uno de ellos ha sido mejorado para la formación de
callo y obtención de embriones somãticos de alfalfa en mates
rial de M. eaiiva, M. ¿afecta y M. media primordialmente de
acuerdo con los reportes bibliográficos revisados. Las diferen
cias que tienen entre si estos protocolos escogidos, permiti-*
ran observar la respuesta del cultivo de1.material vegetal pro
cedente de variedades de alfalfa que se cultiven en nuestro pš
is. De las diez variedades empleadas en este estudio, sólo la
A T0-34 es material embriogónico, sin embargo sólo se emplea
como punto de comparación con el resto de las variedades, en
dos de las cuales ya ha habido reportes de su cultivo in vitae,
específicamente para Moapa 59 íflitten si af., Brown y Atana-
ssov, 1905; Hagarajan zi af., 1986) que de acuerdo a estos re-
portes su capacidad embriogénica ha sido nula y en Uelluda Pe-
ruana, para la cual Mitten ei ai. (19841 reportaron que sólo
un genotipo de 21 probados mostró ser embriogënico y en cambio,
Brown y Atanassov {l985} no detectaron capacidad embriogénica
para esta variedad. En las siete variedades restantes no ha ha
bido reportes aún de su cultivo in vitae. A continuación se
describe cada uno de los protocolos de cultivo empleados.

ProtocolE_A.

Con un medio de cultivo MSM, es decir, un medio de cultivo
basal HS íflurashige y Skoog, 1952) modificado por el Dr. Eltjo
G.H. Heijer (comunicación a través de la M. en C. Thelma L. vi-
llegas y reportado en Heijer y Brown, l9B?b} para la obtención
de embriones somâticos del clon F.1.l ifledicago activa spp.
fiaãcatal con una frecuencia de regeneración mayor que lo repop
tado para cultivares para cultivares con alto porcentaje de
formación de embriones somãticos ffleijer y Brown, l9B?b}.

El medio basal MSM consiste en los componentes inorgánicos
del medio HS modificando la cantidad de nitrógeno con concentra
ciones de 5mH de HH4Ho y 35mm de KNC3. Además con 30,000 mg/l
de sacarosa y adicionaåo con reguladores del crecimiento tal y
como se registra en la tabla 9.

Protocolo B.

El medio SHW, contiene un medio de cultivo basal SH {Schenk
y Hildebrandt, 19?2} modificado por Walker y Sato (19511 para el
clon RA 3 de la linea Regen S íflsdieagu Activa] con la que logra
ron obtener altos porcentajes de regeneración estos autores. Es-
ta línea proviene de cepas puras de M. activa.

_ 35 _



w 

"' 

Tabla 9. 
PROTOCOLOS DE TRABAJO EMPLEADOS PARA LA OBTENCION DE EMBRIONES SOMATICOS DE M. ~at.lva L. 

... - ~ - - ~ PROTOCOLO A PROTOCOLO B PROTOCOLO C PROTOCOLO D 

(a) MS (1962) SH ( 197 2) 85 ( 1968) Blaydes ( 1966) 
(b) Meijer y Brown Skokut et al Villegas Novak y Konecna 

( 19B7b) ( 1 985) (com. pers.) ( 1982) 
(c) F. 1. 1 Regen S A 70-34 Lucerne A-15 

(M. -0 a.t.lva (M. ~ a.t.lv a.) (M. me.d.lal (M. ~a.t.lva) 
spp 6alc.a.tal 

1 ) INDUCCION 
MSM basal SHW basal B5V basal Bli2Y 

( .l) 2 2 . 4p M de 2 , 4- D 25pM de ANA 9. 0)1M de 2,4-D 100pM de 2,4-D 
4.7)lM de KIN 1 OJlM de KIN 0.5pM de KIN 5pM de KIN 

(Ü) 10 días 21 días 20 a 25 días 10 días 
(,U,{_) 16h luz/8h obsc 16h luz/8h obs 16h luz/8h obs obscuridad 

Resiembra: SHW basal Bli2Y 

(.l 1 50pM de 2,4-D 1pM de ANA 
--- SpM de KIN --- 10pM de KIN 

( ,¿,¿) 4 días 20 días 
( ,¿,¿,¿) 16h luz/8h obs 16h luz/8h obs 

2) DESARROLLO 
MSM basal SHW basal Bli2Y 

(.l) sin reguladores sin reguladores --- sin reguladores 
del crecimiento del crecimiento del crecimiento 

(-iÜ 1 16h luz/8h obsc 16h luz/8h obsc 16h luz/8h obsc 

(a) Medio de cultivo básico¡ (b) empleado por: ; (e) eatablecido para embriogénesis somática 
de; ;2,4-D =ácido 2,4-diclorofenoxiacético; ANA = ácido naftalenacético; KIN = cinetina; 
( .l) suplementado con .; (.l.l) tiempo de incubacipn; (Ú . .i.) fotoperíodo. 
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El medio basal SH modificado por Walker y colaboradores 
en 1978, 1979 y Walker y Sato en 1981 , está adicionado con ANA, 
2,4-D y cinetina como fuente de auxinas y citocinina respectiva 
mente en las condiciones señaladas en la tabla 9. Skokut et al~ 
(1985) resumen finalmente en su reporte las modificaciones rea­
lizadas por Walker y coautores para este protocolo de trabajo, 
y adicionan aminoácidos al medio de cultivo, de tal manera que 
SHW contiene 1.5 mg/l de hidrolizado de caseína como fuente de 
aminoácidos. 

Protocolo c. 

El medio B5V incluye un medio basal B5 de Gamborg, Miller 
y Ojima (1968) modificado por Villegas G. (comunicaci6n perso­
nal) protocolo establecido para el clan A 70-34 obtenido de la 
variedad Rangelander (M. media. con fuerte aportaci6n de M. 6alc.a.tal 
y que bajo cultivo se ha logrado obtener Irá.e; de veinte embricnes por pe­
ciolo de 10 nm de longitu:i en cultivo a los 21 días aproximadamente. 

Este medio B5V, consiste en las sales inorgánicas 
minas del medio B5 complementado con 1 l!lg/l de sulfato 
nina, 750 mg/l (5.13mM) de CaC12 ·H2o y reguladores del 
miento tal y como se indica en Ia ~abla 9. 

Protocolo D. 

y vita­
de ade­
crec i.-

Medio basal de Blaydes (1966) modificado por Bingham et 
a.l. (1975) abreviado .cxmn Bli2Y. Este medio fu~ inicialmente em­
pleado para probar con diferentes variedades de M. media. y M. 
4at¡va., por Bingham y colaboradores (1975) y para cultivo de rna 
terial seleccionado por su potencial de regeneraci6n ¡n vit~o­
(Saunders y Bingham, 1972, 1975} como es el caso de la variedad 
Regen s. En trabajos posteriores se ha empleado este medio Bli2Y 
por Reisch y Bingham (1980) para un clon diploide HG 2: Johnson 
et a.l. (19 81) para dos clones de Regen S: RS-Kl y RS-K2 .en com­
binaci6n con un medio SH;por Novak y Konecna (1982) para el cul 
tivar checoslovaco A-15 de M. 4a.t¡va.; por Luppotto (1983) para­
el cultivar mediterráneo Robot y en trabajos en los que se han 
empleado diferentes variedades de alfalfa con el fin de detec­
tar su potencial de regeneraci6n in vit~o, a veces en combina­
ci6n con otros medios de cultivo como SH, BS 6 LS (Linsmaier 
y Skoog, 1965, en Atanassov y Brown, 1984) o bien como tínico m~ 
dio basal (.Mitten et al.,1984; Atanassov y Brown, 1984; Brown y 
Atanassov, 1985). 

La modif icaci6n que realizaron Bingham y colaboradores en 
1975 consiste en complementar al medio basal de Blaydes (1966) 
con 2 g/l de extracto de levadura y 100 mg/l (0.57mM) de inosi­
tol. El protocolo de trabajo de Novak y Konecna (1982) se deta-
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El medio basal SH modificado por Walker 3 colaboradores
en 1918, 1B?B y Walker y Sato en 1931 , está adicionado con BNB
2,4-B y cinetina como fuente de auminas v citocinina respectiva
mente en las condiciones señaladas en la tabla 9. Skokut si cif
(19851 resumen finalmente en su reporte las modificaciones rea-
lizadas por Walker y coautores para este protocolo de trabajo,
y edicionan aminoácidos al medio de cultivo, de tal manera que
SHW contiene 1.5 mgfl de hidrolisado de caseina como fuente de
aminoácidos.

Protocolo C.

El medio B5? incluye un medio basal B5 de Gamborg, Miller
y üjima (19681 modificado por villegas G. (comunicación perso-
nalì protocolo establecido para el clon B TD-34 obtenido de la
variedad Range lander UH. medie con fuerte aportación de H. ficficatcì
jyqpelmfiocnfltflmrseìm.hmnedaobuaerxmmfàaveümeembnümesgmmlxr
cBik›deïH3n1deIkrmfitudeu1culcüm›alkm;211ïüu;apnmdnedmmr±e.

Este medie B5v, consiste en las sales inorgãnicas y vita-
minas del medio B5 complementado con 1 mg/1 de sulfato de ade-
nina, 750 mg/1 (5.13mH) de Cacl -H ü y reguladores del crecie
miento tal y como se indica en la ëebla H.

Protocolo D.

Medio basal de Blaydes (1966) modificado por Bingham si
cf.. {15*'I5`_i abreviado oznn B1i2ï. Este medio fué inicialmente em-
pleado para probar con diferentes variedades de H. media y H.
active, por Bingham y colaboradores {19?5ì y para cultivo de ma
terial seleccionado por su potencial de regeneración in vitro
(Saunders y Bingham, 19?2, 19751 como es el caso de la variedad
Begen 5. En trabajos posteriores se ha empleado este medio Bli2Y
por Reisch y Bingham E1930) para un clon diploide HG 2; Johnson
et ni. {19Hl} para dos clones de Regen 5: R5-K1 y RS-K2.en come
binación con un medio SH¦por Novak y Konecna (19821 para el cul
tivar checoslovaco A-15 de H. eciiuc; por Luppotto [19B3} para
el cultivar mediterráneo Robot y en trabajos en los que se han
empleado diferentes variedades de alfalfa con el fin de detec-
tar su potencial de regeneración in video, a veces en combinae
ción con otros medios de cultivo como SH, B5 ó L5 [Linsmaier
y Skoog, 1965, en Atanassov y Brown, 1954? o bien como único me_
dio basal [Mitten si n¿.,19B4; Atanassov y Brown, 1984; Brown y
Atanassov, 1985).

La modificación que realizaron Bingham y colaboradores en
1975 consiste en complementar al medio basal de Blavdes (19661
con 2 g/1 de extracto de levadura v lüü mqfl {0.5?mM1 de inosi-
tol. El protocolo de trabajo de Novak v Konecna (19821 se dete-
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llan en la tabla correspondiente, 

Como se ha venido mencionando, en la tabla 9 se resumen 
las condiciones de cultivo para cada uno de los cuatro protoc~ 
los anteriormente descritos. 

CONDICIONES FISICAS. 

En general los cultivos se ~antu~ieron en un cuarto de in 
cubaci6n a una tempeartura de 27 C ~ 2 C, sometidos a un foto­
período de 16 horas de ilwninaci6n contra 8 horas de obscuri~ 
dad, a excepción de la etapa de inducci6n de el protocolo D, 
donde se sefiala que en esta fase los cultivos deben permanecer 
en completa obscuridad. La ilwninaci6n se proporcion6 con tubos 
de luz fría blanca Silvania de 40 W a una distancia de 90 cm de 
los frascos de cultivo. 

DESINFESTACION Y GERMINACION DE LAS SEMILLAS 

A partir de esta etapa las semillas y los in6culos se ma­
nejaron bajo condiciones de asepsia trabajando en una campana 
de flujo laminar. Las semillas se sumergieron en alcobol etí­
lico al 90% durante un minuto, al cabo del cual se remojaron 
en una soluci6n de hipoclorito de sodio comercial al 30% {Clo 
ralex con 0.6% de cloro activo) durante 5 minutos; posterior~ 
mente se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril de­
jándolas remojando durante 24 horas en el altimo enjuague, 
después de lo cual, se remojaron nuevamente en la solución de 
hipoclorito de sodio al 30% durante un minuto para concluir la 
desinfestaci6n enjuagando nuevamente con agua estéril tres o 
cuatro veces a fin de eliminar los residuos de sodio que pudie 
ran haber quedado impregnados en las semillas. Las semillas se 
sembraron en frascos de tipo Gerber con medio MS 6 SH basal al 
50% y se incubaron durante las primeras 24 horas en obscuri­
dad a fin de favorecer la germinación y posteriormente Bajo 
fotoperíodo de 16 horas luz/ 8 de obscuridad y a 25°C!2 c. 

SIEMBRA DE LOS TEJIDOS 

Transcurridos de 10 a 15 días de que germinaron las semi­
llas, las plántulas se fragmentaron con material quirargico 
esterilizado o simplemente remojado en alcohol y flameado, se­
parando los tejidos embrionarios en: hojas cotiledonarias, hi­
pocotilos y radícula. Estos dos últimos tejidos embrionarios 
se seccionaron en fracciones de aproximadamente 10 rilm de longi 
tud, en cambio a los cotiledones se les practic6 una pequefia -
incisión lateral para favorecer la formación de callo. Cada 
plántula seccionada se inoculó a razón de una plántula por fr~s 
co en el medio de cultivo inicial de cada uno de los protoco-
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llan en la tabla correspondiente.

Como se ha venido mencionando, en la tabla 9 se resumen
las condiciones de cultivo para cada uno de los cuatro protoco
los anteriormente descritos. *

CUHDICIÚHES FISICAS.

En general los cultivos se äantuäieron en un cuarto de in
cubación a una tempeartura de 2? C112 C, sometidos a un foto-
periodo de 16 horas de iluminación contra B horas de obscuri-
dad, a excepción de la etapa de inducción de el protocolo B,
donde se señala gue en esta fase los cultivos deben permanecer
en completa obscuridad. La iluminación se proporcionó con tubos
de lus fria blanca Silvania de 4D W a una distancia de 90 cm de
los frascos de cultivo.

DESINFESTACIUN Y GERMINBCIUN DE LAS SEMILLHS

B partir de esta etapa las semillas y los inóculos se ma-
nejaron bajo condiciones de asepsia trabajando en una campana
de flujo laminar. Las semillas se sumergieron en alcohol eti~
lico al Hüä durante un minuto, al cabo del cual se remojaron
en una solución de hipoclorito de sodio comercial al 3ü% íülo
rales con 0.5% de cloro activol durante 5 minutos; posterior:
mente se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril de-
jãndolas remojando durante 24 horas en el último enjuague,
después de lo cual, se remojaron nuevamente en la solución de
hipoclorito de sodio al 3D% durante un minuto para concluir la
desinfestación enjuagando nuevamente con agua estéril tres o
cuatro veces a fin de eliminar los residuos de sodio gue pudie
ran haber quedado impregnados en las semillas. Las semillas se
sembraron en frascos de tipo Gerber con medio HS 6 SH basal al
50% y se incubaron durante las primeras 24 horas en obscuri-
dad a fin de favorecer la germinación y posteriormente Bajo
fotoperíodo de 16 horas luz/ 8 de obscuridad y a 25DC±2 C.

SIEMBRA DE LÚ5 TEJIDÚS

Transcurridos de lü a 15 dias de que germinaron las semi-
llas, las plántulas se fragmentaron con material quirúrgico
esterilisado o simplemente remojado en alcohol y flameado, se-
parando los tejidos embrionarios en: hojas cotiledonarias, hi-
pocotilos y radïcula. Estos dos últimos tejidos embrionarios
se seccionaron en fracciones de aproximadamente lü mm de longi
tud, en cambio a los cotiledones se les practicó una pequeña _
incisión lateral para favorecer la formación de callo. Cada
plãntula seccionadase inoculó a rasón de una plãntula por fras
co en el medio de cultivo inicial de cada uno de los protoco:
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los anteriormente descritos, empleando 10 réplicas, es decir, 
10 plantas de cada variedad de alfalfa incluidas en este tra­
bajo. Asimismo se procuró obtener el epicotilo o zona meriste 
m&tica de cada plántula, la cual fué sembrada en un medio ba= 
sal MS al 50% de su concentración total para as! conservar ma 
terial vegetativo en condiciones de asepsia. Algunas plántu-­
las germinadas asépticamente y que no fueron requeridos sus 
tejidos embrionarios se mantuvieron creciendo bajo las mismas 
condiciones. 

Otro tipo de in6culo que ha dado buenos resultados en 
producci6n de callo y embriogénesis somática de alfalfa han 
sido los peciolos de plantas j6venes (Brown y Atanassov, 
1985) y dada la facilidad de manejo de estos también se em­
plearon como fuente de in6culo en este trabajo. Estos se ob­
tuvieron de plantas crecidas asépticamente y mantenidas en el 
cuarto de incubaci6n de más de 30 d!as de edad en que los pe 
ciolos tienen ya un grosor de 1 mm aproximadamente. Se frag= 
mentaron algunas ramitas de cada planta y se seccionaron se­
parando los peciolos del tallo y las hojas de los peciolos, 
estos se cortaron en pequeños segmentos de 10 mm de longitud 
aproximadamente y se inocularon a raz6n de 10 réplicas de ca­
da variedad en cada medio de cultivo de acuerdo a los esque­
mas señalados anteriormente. 

Las resiembras de los callos se realizaron de acuerdo al 
tiempo señalado por cada protocolo de cultivo. 

Los embriones somáticos observados se separaron cuidado­
samente del callo del que se originaron y fueron sembrados in 
dividualmente en un medio MS 6 SH ambos al 50% para permitir­
una adecuada conversi6n en plantas. Se registr6 la formaci6n 
de callo por cada in6culo y las caracter!sticas morfol6gicas 
de los mismos tales como: color, consistencia, tamaño relati­
vo, así como la aparici6n y número de centros embriogénicos 
y de embriones somáticos observados y su ulterior desarrollo. 

- 39 -

los anteriormente descritos, empleando 10 réplicas, es decir,
10 plantas de cada variedad de alfalfa incluidas en este tra-
bajo. Asimismo se procuró obtener el epicotilo o zona meriste
mãtica de cada plântula, la cual fué sembrada en un medio ba:
sal MS al 50% de su concentración total para asi conservar ma
terial vegetativo en condiciones de asepsia. Algunas plántu-
las germinadas asëpticamente y que no fueron requeridos sus
tejidos embrionarios se mantuvieron creciendo bajo las mismas
condiciones.

Otro tipo de inóculo que ha dado buenos resultados en
producción de callo y embriogénesis somática de alfalfa han
sido los peciolos de plantas jóvenes [Brown y Atanassov,
1995) y dada la facilidad de manejo de estos también se em-
plearon como fuente de inóculo en este trabajo. Estos se ob-
tuvieron de plantas crecidas asëpticamente y mantenidas en el
cuarto de incubación de más de 30 dias de edad en que los pg
ciolos tienen ya un grosor de 1 mm aproximadamente. Se frag-
mentaron algunas ramitas de cada planta y se seccionaron se-
parando los peciolos del tallo y las hojas de los peciolos,
estos se cortaron en pequeños segmentos de 10 m de longitud
aproximadamente y se inocularon a razón de 10 réplicas de ca-
da variedad en cada medio de cultivo de acuerdo a los esque-
mas señalados anteriormente.

Las resiembras de los callos se realizaron de acuerdo al
tiempo señalado por cada protocolo de cultivo.

Los embriones somãticos observados se separaron-cuidado-
samente del callo del que se originaron y fueron sembrados ip
dividualmente en un medio MS ó SH ambos al 50% para permitir
una adecuada conversión en plantas. Se registró la formación
de callo por cada inóculo y las caracteristicas morfológicas
de los mismos tales como: color, consistencia, tamaño relati-
vo, asi como la aparición y número de centros embriogénicos
y de embriones somãticos observados y su ulterior desarrollo.
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V, RESULTADOS 

SELECCION Y OBTENCION DE GERMOPLASMA DE ALFALFA. 

Las nueve variedades empleadas en este trabajo son algu­
nas de aquellas que se cultivan ampliamente en nuestro pais 
y que generalmente tienen una carga genética de Medlc1aa 
J;a(.lva., dado que estas permiten cultivos más rendidores" en 
las diferentes áreas alfalferas de México. En cambio, mate­
rial procedente de V. ~~dia 6 M. ~alcnta no resulta id6neo 
de cultivar en México donde las temperaturas durante los me 
ses invernales no son tan bajas como en paises de otras la~ 
titudes. Las variedades de M. 1Jatl..'10 han tolerado bien las 
condiciones climáticas a lo largo de todo el año de nuestro 
pais, tolerando las bajas temperaturas de la época fria y 
con la ventaja de que en esta época no caen en letargo sino 
que están en constante producci6n sobresaliendo algunas por 
sus altos rendimientos en forraje verde y su buena recupera 
ci6n después de cada corte. -

La variedad A 70-34 fué empleada estrictamente como 
cont"rcil en los cultivos .ln vi.:t".rJ, ya que es material embrio­
génico seleccionado a partir de germoplasma de M. media. 

Algunas caracteristicas agron6micas sobresalientes de 
cada cultivar manejado en este trabajo se enuncian en el a­
péndice A. Es importante tener en cuenta esta informaci6n 
porque probablemente se pueda relacionar con los resultados 
obtenidos. 

RESPUESTA DE LAS DIEZ VARIEDADES EN CULTIVO 

De los cuatro tipos de tejidos o in6culos sometidos a 
cultivo, prácticamente de todas las variedades, en todos se 
observó la formación de callo aunque hubo diferencias entre 
los tipos de callo entre variedades y entre planta y planta 
de una misma variedad, lo cual no resulta extraño sobretodo 
si se considera la influencia del genotipo como previamente 
señalaron Saunders y Bingham (1972) y Meijer y Brown (1987b). 
Sin embargo, la condición de que se produzca callo a partir 
de un inóculo no necesariamente implica que este sea embri~ 
génico (Brown y Atanassov, 1985) de tal manera que observa­
mos callos de tamaños relativos diferentes: pequeños (0.02g 
a 0.2g de peso fresco), medianos (0.02lg a 0.9g de peso fres 
co) y grandes (de 0.9lg de peso fresco en adelante). Asimi~ 
mo, hubo diferencias en cuanto a su consistencia: callos 
friables (desmenuzables) hasta duros y resecos; en cuanto al 
color, por lo general fueron callos color amarillo o crema 
y en ocasiones blancos, verdes y muchas veces con tintes v~ 
de claro o café claro, también se detectaron callos .de color 
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V. RESULTÄUUS

ssrsccron r osrzacrou oz czamoarasna os ALFALFA.

Las nueve variedades empleadas en este trabajo son algu-
nas de aquellas que se cultivan ampliamente en nuestro pais
y que generalmente tienen una carga genética de Hediccqa
àcfivs, dado que estas permiten cultivos más rendidores"en
las diferentes áreas alfalferas de México. En cambio, mate-
rial procedente de H. media ó M. ¿afuera no resulta idóneo
de cultivar en Mexico donde las temperaturas durante los me
ses invernales no son tan bajas como en paises de otras la:
titudes. Las variedades de H. ¿arica han tolerado bien las
condiciones climáticas a lo largo de todo el año de nuestro
pais, tolerando las bajas temperaturas de la época fria y
con la ventaja de que en esta epoca no caen en letargo sino
que estan en constante producción sobresaliendo algunas por
sus altos rendimientos en forraje verde y su buena recupera
ción después de cada corte.

_La variedad a TU-34 fue empleada estrictamente como
coflìol en los cultivos ¿n vrftu, ya que es material embrio-
gënico seleccionado a partir de germoplasma de M. media.

Algunas caracteristicas agronómicas sobresalientes de
cada cultivar manejado en este trabajo se enuncian en el a-
péndice A. Es importante tener en cuenta esta información
porque probablemente se pueda relacionar con los resultados
obtenidos.

RESPUESTA DE LAS DIEZ UÄRIEDFLHES EN CULTIUÚ

De los cuatro tipos de tejidos o inóculos sometidos a
cultivo, practicamente de todas las variedades, en todos se
observó la formación de callo aunque hubo diferencias entre
los tipos de callo entre variedades Y entre planta y planta
de una misma variedad, lo cual no resulta extraño sobretodo
si se considera la influencia del genotipo como previamente
señalaron Saunders y Bingham l19?2ì y Meijer y Brown [l99?b)
Sin embargo, la condición de gue se produzca callo a partir
de un inóculo no necesariamente implica que este sea embrip
gënico [Brown y Btanassov, 1985) de tal manera que observa-
mos callos de tamaños relativos diferentes: pequeños {ü.U2g
a ü.2g de peso frescoì, medianos {ü.U2lg a ü.9g de pmaafìes
co] y grandes ide ü.9lg de peso fresco en adelante). Asimiš
mo, hubo diferencias en cuanto a su consistencia: callos
friables idesmenuzables] hasta duros y resccos; en cuanto-al
color, por lo general fueron callos color amarillo o crema
p en ocasiones blancos, verdes y muchas veces con tintes ve;
de claro o café claro, también se detectaron callos de cohm:
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lor crema o blancos con puntos verde claro no superf icia­
les a manera de pequeñas áreas semiorganizadas que se in­
terpretaron como callos con una inducci6n embriog~nica 
positiva aún no manifiesta y a un paso hacia la determina 
ción ernbriog~nica. Igualmente a causa del estrés algunos­
callos muy proliferativos y con más de 30 dias de cultivo, 
se pigmentaron en tonalidades rojas, rosas o lilas denotan 
do asi la presencia de antocianinas que son pigmentos glu 
c6sidos de las plantas superiores. De acuerdo a previas re 
ferencias (Villegas, comunicación personal), un callo ern~ 
briogénico de alfalfa posee un tamaño relativamente media 
no (0.6g de peso fresco aproximadamente), no es muy prolT 
ferativo, friable, de color amarillo o crema sobre el -
cual destacan los embriones somáticos color verde claro 
que s6lo se desarrollarán si son transferidos a un medios 
de cultivo sin reguladores del crecimiento. 

Los resultados para cada una de las variedades son en 
cuanto a la formación de callo, número de embriones somáti 
cos por callo (rendimiento), respuesta embriogénica (núme­
ro de callos con embriones somáticos entre número de callos 
totales) y algunas observaciones de los cultivos y desarro 
llo ulterior de los embriones somáticos. 

Cabe aclarar que se planeó emplear 10 réplicas por ca 
da experimento (variedad/ protocolo/ fuente de inóculo), -
sin embargo, posteriormente se emplearon un mayor número 
de réplicas dado que en este trabajo manejamos variedades 
predominantemente de M. hativa material considerado de ba 
ja respuesta embriogénica, por lo que en trabajo que se o 
cupan de monitorear material embriogénico sugieren emplear 
mayor número de réplicas a fin de localizar genotipos em­
briogénicos (Bingharn et at., 1975). Se encontrará entonces, 
que para el experimento bajo el protocolo D y manejando te 
jidos embrionarios de cada variedad se trabaj6 con 25 a 26 
réplicas. También se hace la aclaración de que en los re­
sultados se denominará a las hojas cotiledonarias corno co­
tiledones a fin de seguir la sintaxis empleada por los di­
versos autores en sus reportes. 

PUEBLA 76. 

Esta variedad bajo cultivo mostró respuesta embriogéni 
ca nula en los cuatro protocolos. Algunas características -
sobresalientes son~ bajo el protocolo A, los callos de teji 
dos embrionarios fueron proliferativos, brillantes,friables­
de color crema pero con áreas color verde claro intenso; 
los callos de peciolo fueron muy similares sólo que de tarna 
ño mayor. En el protocolo B, los callos igualmente fueron -
muy proliferativos, friables aunque algunos resecos de co­
lor amarillo y en callos de cotiledones se observó que el 
30% mostraron color verde claro. En el protocolo e los ca-
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lor crema o blancos con puntos verde claro no superficia-
les a manera de pequeñas áreas semiorganizadas que se in-
terpretaron como callos con una inducción embriogënica
positiva aún no manifiesta y a un paso hacia la determina
ción embriogénica. Igualmente a causa del estrés algunos-
callos muy proliferativos y con mas de 30 dias de cultivo,
se pigmentaron en tonalidades rojas, rosas o lilas denotan
do asi la presencia de antocianinas que son pigmentos glfi
cósidos de las plantas superiores. De acuerdo a previas re
ferencias ivillegas, comunicación personal), un callo em-
briogënico de alfalfa posee un tamaño relativamente media
no {ü.óg de peso fresco aproximadamente), no es muy prolï
ferativo, friable, de color amarillo o crema sobre el
cual destacan los embriones somãticos color verde claro
que sólo se desarrollarán si son transferidos a un medios
de cultivo sin reguladores del crecimiento.

Los resultados para cada una de las variedades son en
cuanto a la formación de callo, número de embriones somãti
cos por callo (rendimiento), respuesta embriogënica [núme-
ro de callos con embriones somâticos entre número demmfllos
totales] y algunas observaciones de los cultivos y desarro
llo ulterior de los embriones somãticos.

Cabe aclarar que se planeó emplear 10 réplicas por ca
da experimento ivariedadƒ protocolo! fuente de inóculo),
sin embargo, posteriormente se emplearon un mayor número
de réplicas dado que en este trabajo manejamos variedades
predominantemente de M. activo material considerado de ba
ja respuesta embriogënica, por lo que en trabajo que se_p
cupan de monitorear material embriogënico sugieren emplear
mayor número de réplicas a fin de localizar genotipcs em-
briogénicos (Bingham ei nf., 19151. Se encontrara entonces,
que para el experimento bajo el protocolo D y manejando te
jidos embrionarios de cada variedad se trabajó con 25 a ZÉ
replicas. También se hace la aclaración de que en los re-
sultados se denominarâ a las hojas cotiledonarias como co-
tiledones a fin de seguir la sintaxis empleada por los di-
versos autores en sus reportes.

PUEBLA TE.

Esta variedad bajo cultivo mostró respuesta embriogóni
ca nula en los cuatro protocolos. Algunas caracteristicas _
sobresalientes son: bajo el protocolo B, los callos de teji
dos embrionarios fueron proliferativos, brillantes,früúdes_
de color crema pero con âreas color verde claro intenso:
los callos de peciolo fueron muy similares sólo que de tama
ño mayor. En el protocolo B, los callos igualmente fueron
muy proliferativos, friables aunque algunos resecos de co-
lor amarillo y en callos de cotiledones se observó que el
3ü% mostraron color verde claro. En el protocolo C los ca-
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llos de peciolo fueron medianos, no proliferativos, color 
amarillo, friables. Los callos de tejidos embrionarios fue­
ron muy similares y aquellos procedentes de cotiledones tu 
vieron puntos verde claro. Para el protocolo D predomina-­
ron callos color crema o blancos, el 15% con tonos café cla 
ro y el 50% con tonalidades verde claro, estos últimos se -
mostraron muy proliferativos y se observó en ellos presen­
cia de antocianinas, incluso en callos de tejidos embriona 
rios hubo formación de raices. Puebla 76 mostró en generaT 
callos proliferativos. Los resultados para Puebla 76 se 
registran en la tabla 10. 

INIA 76. 

La respuesta embriog~nica bajo los cultivos in vit~o 
de esta variedad no fué evidente. Bajo los cuatro protocolos 
se observó en ocasiones cierta inducción a embriogénesis; 
esto fué posible de interpretar al observar áreas meristemá­
ticas color verde claro a manera de puntos embebidos aún en 
los callos. En el protocolo A los callos procedentes de te­
jidos embrionarios y de peciolos fueron de tamaño mediano, 
friables, color crema y 20% de los callos de peciolo mostra 
ron puntos verde claro embebidos y enmascarados por el mis~ 
mo callo y que finalmente no llegaron a desarrollarse en em 
briones globulares. En el protocolo B los callos en generaT 
fueron de tamaño mediano, globosos aunque en parte resecos, 
color crema y blanco. en el protocolo e los callos de teji­
dos embrionarios fueron grandes, amarillos, friables y un 
20% de callos de cotiledones manifest6 puntos verde claro 
internos; en cambio. los callos de peciolo fueron medianos 
color crema y café claro de los cuales el 10% de los in6cu­
los no mostr6 respuesta alguna. Por último bajo el protocolo 
D los callos en general fueron pequeños y poco proliferati­
vos de los cuales el 50% fué color blanco, el 25% fué amari­
llo y el 25% restante fué color café claro, además el 50% 
del total de inóculos tuvo puntos verde claro embebidos jun 
to con áreas verde claro intenso en los callos, además de -
que el 20% de los callos de cotiledón y 20% de los callos 
de peciolo formaron raices y varios callos de cotiled6n mas 
traron antocianinas. Los callos con estas caracteristicas -
finalmente no regeneraron a embriones somáticos. Ver tabla 
11 de resultados. 

BAJIO 76. 

Esta variedad bajo cultivo de tejidos no mostró la far 
maci6n de embriones somáticos bajo ninguno de los cuatro -
rotocolos probados. Los callos bajo el protocolo A fueron 
relativamente pequeños, color crema y friables a excepci6n 
de los callos de peciolo que más bien fueron proliferativos, 
color blanco y friables, de los cuales el 40% mostr6 tonos 
color verde claro y el 10% con puntos verde claro embebidos. 
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llos de peciolo fueron medianos, no proliferativos, color
amarillo, friables. Los callos de tejidos embrionarios fue-
ron muy similares y aquellos procedentes de cotiledones tu
vieron puntos verde claro. Para el protocolo D predomina--
ron callos color crema o blancos, el 15% con tonos café cla
ro y el 59% con tonalidades verde claro, estos últimos se F
mostraron muy proliferativos y se observó en ellos presen-
cia de antocianinas, incluso en callos de tejidos embriona
rios hubo formación de raices. Puebla TE mostró en general
callos proliferativos. Los resultados para Puebla T6 se
registran en la tabla lü.

IHIB TE.

La respuesta embriogënica bajo los cultivos in sitas
de esta variedad no fué evidente. Bajo los cuatro protocolos
Se observó en ocasiones cierta inducción a embriogénesis;
esto fué posible de interpretar al observar áreas meristemá-
ticas color verde claro a manera de puntos embebidos aún en
los callos. En el protocolo A los callos procedentes de te-
jidos embrionarios y de peciolos fueron de tamaño mediano,
friables, color crema y 20% de los callos de peciolo mostra
ron puntos verde claro embebidos y enmascarados por el mis-
mo callo y que finalmente no llegaron a desarrollarse en em
briones globulares. En el protocolo B los callos en general
fueron de tamaño mediano, globosos aunque en parte resecos,
color crema y blanco. en el protocolo C los callos de teji-
dos embrionarios fueron grandes, amarillos, friables y un
20% de callos de cotiledones manifestó puntos verde claro
internos; en cambio. los callos de peciolo fueron medianos
color crema y café claro de los cuales el 10% de los inócu-
los no mostró respuesta alguna. Por último bajo el protocolo
D los callos en general fueron pequeños y poco proliferati-
vos de los cuales el 5ü% fué color blanco, el 25% fué amari-
llo y el 25% restante fué color café claro, además el 50%
del total de inóculos tuvo puntos verde claro embebidos jup
to con áreas verde claro intenso en los callos, ademas de
que el 20% de los callos de cotiledón y 20% de los callos
de peciolo formaron raices y varios callos de cotiledón mos
traron antocianinas. Los callos con estas caracteristicas
finalmente no regeneraron a embriones somaticos. ver tabla
11 de resultados.

BAJIÚ TE.

Esta variedad bajo cultivo de tejidos no mostró la foi
mación de embriones somãticos bajo ninguno de los cuatro
rotocolos probados. Los callos bajo el protocolo A fueron
relativamente pequeños, color crema y friables a excepción
de los callos de peciolo que mas bien fueron proliferativos,
color blanco y friables, de los cuales el 40% mostró tonos
color verde claro y el lüt con puntos verde claro embebidos.
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r .t·ormacion ae callo y respuesta eilll::lriogenetica ae l.a variedad PUEBLA Jb " 
Tabla 10. de alfalfa bajo cultivo de tejidos. 

In6culo Formaci6n Observaciones Respuesta Rendimiento 
de callo de los callos % 

Cotiledones + av o: a 

Protocolo Hipocotilo + av a Q 

A Radícula + av o a 

Peciolo + o o 

Cotiledones + av o Q 

Protocolo Hipocotilo + o (]_ 

B Radícula + a O. 

Peciolo + a Q 

Cotiledones + a o 

Protocolo Hipo cotilo + i a a 

c Radícula + o o 

Peciolo + o Q 

Cotiledones + av, ant, r o O. 

Protocolo Hipocotilo + av, ant, r o O. 

D Radícula + av, ant, r a Q 

Peciolo + av o o 
Respuesta = No. de callos con embriones/ no. de callos totales, expresado en porcen-
taje; Rendimiento ·= promedio de embriones por callo; av = áreas verde claro en el 
callo; ant = antocianinas en el callo; r = rál'.ces en el callo; i a indocci6n a em-
\JJrioq~esis, puntos verde claro ·en el callo: + = fO'rtliaci·6n· 'de' ee.1.io. · ~ il"INI
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Formaci6n _de callo y respuesta embriog€nica de la variedad INIA 76 de..., 
Tabla 11. alfalfa bajo cultivo de tejidos. 

In6culo Formación Observaciones Respuesta Rendimiento 
de calló de los callos % 

Cotiledones + o o 

Protocolo Hipocotilo + o o 

A Radícula + o o 

Peciolo + i o o 

Cotiledones + o o 

Protocolo Hipocotilo + o o 

B Radícula + o o 

Peciolo + o o 

Cotiledones + i, ant o o 

Protocolo Hipocotilo + o o 

c Radícula + o o 

Peciolo + o o 

Cotiledones + av, ant, r o o 

Protocolo Hipocotilo + av o o 

D Radícula + av o o 

Peciolo + av, r o o 
Respuesta - No. de ca.Lios con emoriones/ no. de callos tota.les·, expresado en por-
centaje; Rendimiento = promedio de embriones por callo; av = áreas verde claro en 
el callo; ant = antocianinas en el callo; r = raíces en el callo; i = inducción a 

,embr'iogéne·sis, -puntos verde claro en el callo; + = formaci6n de callo. .J _iì"illl``¬`L!-III-`Il¡I
IIIlIJ-"ã
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Bajo el protocolo B los callos en general fueron grandes, 
friables y de color crema. En el protocolo C se detectaron 
callos de tejido embrionario de tamaño mediano, de los 
cuales el 10% mostró tonalidades de color verde claro in­
tenso, característica de la cual posiblemente derivarían 
estructuras embriogénicas, lo cual no ocurrió. Los callos 
de peciolo en el protocolo D fueron pequeños y medianos, 
resecos y de color crema, un tanto opacos. Por otra parte, 
los callos de tejidos embrionarios bajo este mismo proto­
colo fueron medianos color crema y brillantes con tonalida 
des color verde claro, de donde el 20% del total de répli~ 
cas probadas mostraron callos con puntos verde claro em­
bebidos y que al microscopio se observan aún disgregados, 
no formando una estructura morfol6gica específica. En gene­
ral Bajío 76 no mostr6 respuesta embriogénica, sin embargo 
si hubo inducción. Los resultados se registran en la tabla 
12. 

SINTETICO I JARDIN. 

Sintético I Jardín mostró respuesta embriogénica en u­
na de 25 réplicas en el protocolo b en callo de hipocotilo. 
Los callos de tejidos embrionarios y de peciolo bajo este 
mismo protocolo D fueron callos pequeños o medianos, de co­
lor crema con áreas verde claro. Bajo el protocolo A se ob­
servaron callos grandes, friables, globosos, color crema, 
con antocianinas, el 40% de callos de peciolo con áreas ver 
de. En el protocolo B solamente se observaron callos media~ 
nos color blanco o crema y los hubo tanto friables como re­
secos. En el protocolo C los callos no fueron proliferati­
vos, de color crema y verde claro o café claro, este tipo 
de callos se asemejaron mucho en apariencia alos callos em­
briogénicos de A 70-34. En 20% de los in6culos de cotiledo­
nes, hipocotilo y radícula se observaron puntos verde claro 
embebidos y en callos de peciolo de más de 30 días en culti 
vo se observó la presencia de antocianinas. Los resultados­
de esta variedad se registran en la tabla 13. 

SINTETICO II HIDALGO. 

Esta variedad en los cultivos mostró características 
embriogénicas en sus callos donde el 10% de las réplicas si 
form6 3 embriones somáticos para cada uno de los protocolos 
By D. Corno se observa en la tabla 14, no fué posiblecubrir 
la totalidad de los protocolos de cultivo con todos los ti­
pos de in6culos planeados en principio; específicamente no 
se prob6 el efecto de los protocolos A, C y D con tejidos 
embrionarios a causa de contaminación sistémica con bacte­
rias al emplear las semillas durante la etapa de germina­
ción y establecimiento de cultivos asépticos. Esto se logr6 
solo una vez de manera fortuita ya que al repetir varias ve 
ces el proceso de desinf estaci6n no se obtuvieron los mismos 
resultados. De esta manera se trabajó con tejidos embriona-
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Bajo el protocolo B los callos en general fueron grandes,
friables y de color crema. En el protocolo C se detectaron
callos de tejido embrionario de tamaño mediano, de los
cuales el 10% mostró tonalidades de color verde claro in-
tenso, caracteristica de la cual posiblemente derivarian
estructuras embriogënicas, lo cual no ocurrió. Los callos
de peciolo en el protocolo D fueron pequeños y medianos,
resecos y de color crema, un tanto opacos. Por otra parte,
los callos de tejidos embrionarios bajo este mismo proto-
colo fueron medianos color crema y brillantes con tonalida
des color verde claro, de donde el 20% del total de répli-
cas probadas mostraron callos con puntos verde claro em-
bebidos y que al microscopio se observan aún disgregados,
no formando una estructura morfológica específica. En gene-
ral Bajío 76 no mostró respuesta embriogënica, sin embargo
si hubo inducción. Los resultados se registran en la tabla
]-2I

SINTETICÚ I JARDIN.

Sintético I Jardin mostró respuesta embriogénica en u-
na de 25 réplicas en el protocolo D en callo de hipocotilo.
Los callos de tejidos embrionarios y de peciolo bajo este
mismo protocolo D fueron callos pequeños o medianos, de co-
lor crema con áreas verde claro. Bajo el protocolo A se ob-
servaron callos grandes, friables, globosos, color crema,
con antocianinas, el 40% de callos de peciolo con áreas ver
de. En el protocolo B solamente se observaron callos media:
nos color blanco o crema y los hubo tanto friables como re-
secos. En el protocolo C los callos no fueron proliferati-
vos, de color crema y verde claro o café claro, este tipo
de callos se asemejaron mucho en apariencia alos callos em-
briogénicos de A T0-34. En 20% de los inóculos de cotiledo-
nes, hipocotilo y radicula se observaron puntos verde claro
embebidos y en callos de peciolo de más de 30 días en culti
vo se observó la presencia de antocianinas. Los resultados
de esta variedad se registran en la tabla 13.

SINTETICO II HIDALGO.

Esta variedad en los cultivos mostró caracteristicas
embriogénicas en sus callos donde el 10% de las réplicas si
formó 3 embriones somâticos para cada uno de los protocolos
B y D. Como se observa en la tabla 14, no fué posiblecnmmir
la totalidad de los protocolos de cultivo con todos los ti-
pos de inóculos planeados en principio; especificamente no
se probó el efecto de los protocolos A, C y D con tejidos
embrionarios a causa de contaminación sistémica con bacte-
rias al emplear las semillas durante la etapa de germina-
ción y establecimiento de cultivos asépticos. Esto se logró
solo una vez de manera fortuita ya que al repetir varias ve
ces el proceso de desinfestación no se obtuvieron los mismos
resultados. De esta manera se trabajó con tejidos embriona-
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, Formaci6n de callo y respuesta embriog~nica de la variedad BAJIO 76 oe' 
Tabla 12. alfalfa bajo cultivo de tejidos •. 

In6culo Formación Observaciones Respuesta Rendimiento 
de callo de los callos % 

-
Cotiledones + o o 

Protocolo Hipocotilo + i o o 

A Radícula + o o 

Peciolo + · i, av o o 

Cotiledones + o o 

Protocolo Hipocotilo + o Q 

B Radícula + o Q 

Peciolo + ·a Q 

Cotiledones + o Q 

Protocolo Hipocotilo + o Q 

c Radícula + i Q o 

Peciolo + Q o 

Cotiledones + i, av o o 

Protocolo Hipocotilo + i, av o o 

D Radícula + i,av o o 

~eciolo + o o 
Respuesta = No. de callos con emoDDnes/ 110 • . de cal.Los· tata.Les, expresado en porcenta..,. 
je; Rendimiento = promedio de embriones -por callo; av = !reas verde cla:ro , en el ca-

IJ.l·o; i = puntos verde claro embebidos en el eal'lo, inducci6n a embrioq~nesi's. ~ Ì
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r FormaciOn de cal.l.O y respuesta embriogénica de la variedad SINTETICO I -... 
Tabla 13. JARDIN de alfalfa en: .c_ultív.o: de .:tejidos. 

In6culo Formación Observaciones Respuesta Rendimiento 
de callo de los· callos % 

Cotiledones + ant o o 

Protocolo Hipocotilo + ant o o 

A Radie u la + ant o o 

Peciolo + ant, ·av o - o 

Cotiledones + o a 

Protocolo Hipocotilo + o o 

B Radicula + O. a 

Peciolo + · .. o o 

Cotiledones + i, av o o 

Protocolo Hipocotilo + i O. o 

e Radícula + i O. o 

Peciolo ant, av a a 
Cotiledones + av o o 

Protocolo Hipocotilo + es, av 4 1 

D Radícula + av O. o 

Peciolo + av o o 
Respuesta -= No. ae callos con e1U0rtones/ no. de cal.l.os total.es·, .expresaao en porcenta• 
je; Rendimiento = promedio de embriones por callo; av = áreas verae claro en el callo; 
ant =antocianinas; i =puntos verde .claro embebidos en el calloT inducci:6n a . embri~ 
"a~nesis 1 es "' embrión somatico -observado- a'l' menos- en estado globular. ~ 
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rios solo para el protocolo B y con peciolos para los cua­
tro protocolos de cultivo. Bajo el protocolo A se observa­
ron callos poco proliferativos, brillantes de color verde 
intenso que no formaron embriones. En el protocolo B en ca­
llos de peciolo si hubo embriones somáticos. Los callos de 
tejidos embrionarios fueron medianos, color crema friables y 
con un ligero color verde claro. Los callos de peciolo para 
el protocolo e, fueron medianos, friables de color crema y 
con algunas zonas color café claro, de los cuales en dos de 
las réplicas se observaron 4 embriones somáticos en total 
con un rendimiento de 2 embriones por callo. En el protoco­
lo D se observan callos de peciolo pequeños friables y otros 
resecos, el 40% de los cuales mostraron puntos verde claro 
embebidos, lo que se interpreta corno respuesta proembriogéni 
ca que no culminó en tal. Estos resultados nos muestran que­
Sintético II Hidalgo tiene un potencial embriogenético pro­
metedor sobre el cual se debería continuar probando su cul­
tivo salvando las dificultades que ha representado la desin 
festaci6n de la semilla y emplear procedimientos un tanto -
severos que eliminen el problema de la contaminación por mi 
croorganisrnos, pero que no perjudiquen la planta en desarro 
llo. . 

MOAPA 69. 

En este trabajo Moapa 69 mostró respuesta embriogénica a 
diferencia de los trabajos previos de Mitten ~t ai. (1984), 
quienes sólo reportan áreas verdes serniorganizadas en sus cul 
tivos; Brown y Atanassov (1985) con 0% de formación de embrio 
nes somáticos y Nagarajan ~t n~ (1986) quienes reportan ha-­
ber obtenido callo no embriogénico de esta variedad. El rendí 
miento obtenido de Moapa 69 fué de 2 a 3 embriones por callo­
embriogénico. 

Esta variedad comercial mostró respuesta embriogénica ba 
jo los protocolo A y D con 10% de respuesta respectivamente.­
En el protocolo A los callos fueron de tamaño mediano, fria­
bles y color crema con verde claro. El 10% de callos de coti­
ledones y de hipocotilo di6 lugar a embriones somáticos en es 
tado globular y torpedo a un rendimiento bajo. En el protoco= 
lo B los callos fueron relativamente pequeños de color crema 
casi blancos y algunos con tonos verde claro aún en el medio 
de inducción y que al transferirlos al medio de regeneración 
se tornaron a color amarillo con tonos café claro. En el ca­
so de callos provenientes de peciolo el 10% rnostr6 áreas ver 
de claro intenso. En el protocolo C, los callos tuvieron li= 
geros tonos verde claro que con el paso de los días sólo con 
servaron su color crema; fueron muy proliferativos al punto­
que se tocaban entre sí, friables, algunos callos mostrara 
coloración rojiza de antocianinas. En el protocolo D, en ge­
neral los callos de todos los in6culos fueron friables, de ta 
maño mediano, blancos con tonos verde claro, asemejándose mu~ 
cho en apariencia a los callos embriogénicos. Una réplica de 
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rios solo para el protocolo B y con peciolos para los cua-
tro protocolos de cultivo. Bajo el protocolo A se observa-
ron callos poco proliferativos, brillantes de color verde
intenso que no formaron embriones. En el protocolo B en ca-
llos de peciolo si hubo embriones somãticos. Los callos de
tejidos embrionarios fueron medianos, color crema friables y
con un ligero color verde claro. Los callos de peciolo para
el protocolo C, fueron medianos, friables de color crema y
con algunas zonas color café claro, de los cuales en dos de
las réplicas se observaron 4 embriones somâticos en total
con un rendimiento de 2 embriones por callo. En el protoco-
lo D se observan callos de peciolo pequeños friables y otros
resecos, el 40% de los cuales mostraron puntos verde claro
embebidos, lo que se interpreta como respuesta proembriogéni
ca que no culminó en tal. Estos resultados nos muestran que
Sintético II Hidalgo tiene un potencial embriogenético pro-
metedor sobre el cual se deberia continuar probando su cul-
tivo salvando las dificultades que ha representado la desìn
festación de la semilla y emplear procedimientos un tanto _
severos que eliminen el problema de la contaminación por mi
croorganismos, pero que no perjudiguen la planta en desarrš
llo.

MOAPA 69.

En este trabajo Moapa E9 mostró respuesta embriogénica a
diferencia de los trabajos previos de Mitten 21 HQ. (1984),
quienes sólo reportan áreas verdes semiorganizadas en sus cul
tivos; Brown y Atanassov (1985) con 0% de formación de embrio
nes somáticos_y Nagarajan ef oí. (1986) quienes reportan ha-_
ber obtenido callo no embriogénico de esta variedad. El rendi
miento obtenido de Moapa 69 fué de 2 a 3 embriones por callo-
embriogênico.

Esta variedad comercial mostró respuesta embriogénica bg
jo los protocolo A y D con 10% de respuesta respectivamente.
En el protocolo A los callos fueron de tamaño mediano, fria-
bles y color crema con verde claro. El 10% de callos de coti-
ledones y de hipocotilo dió lugar a embriones somáticos en es
tado globular y torpedo a un rendimiento bajo. En el protoco-
lo B los callos fueron relativamente pequeños de color crema
casi blancos y algunos con tonos verde claro aún en el medio
de inducción y que al transferirlos al medio de regeneración
se tornaron a color amarillo con tonos café claro. En el ca-
so de callos provenientes de peciolo el 10% mostró áreas ve;
de claro intenso. En el protocolo C, los callos tuvieron li-
geros tonos verde claro que con el paso de los dias sólo cop
servaron su color crema; fueron muy proliferativos al punto
que se tocaban entre sí, friables, algunos callos mostraro
coloración rojiza de antocianinas. En el protocolo D, en ge-
neral los callos de todos los inóculos fueron friables, de tg
maño mediano, blancos con tonos verde claro, asemejándose mu-
cho en apariencia a los callos embriogénicos. Una réplica de
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Tabla 14. 

Protocolo 

A 

Protocolo 

B 

Protocolo 

e 

Protocolo 

D 

Formací6n de -callo y -respue-staeiiibriog~nica ae la variedad SINTETICO~ 
II HIDALGO de alfalfa en cultivo de tejidos. 

In6culo 

Cotiledones 

Hipocotilo 

Radícula 

Peciolo 

Cotiledones 

Hipocotilo 

Rad1cula 

Peciolo 

Cotiledones 

Hipo cotilo 

Radícula 

Peciolo 

Cotiledones 

Hipocotilo 

Radícula 

Formación 
de callo 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Observaciones 
de los callos 

av 

es 

es, i 

Respuesta 
% 

o 

o 

o 

o 

10 

10 

Rendimiento 

o 

o 

o 

. o 

3 

2 

Peciolo + 1 O O 
Respuesta--= No~ de callos· con emoriones/ no. de callos totales, expresaao en porcen 
taje; Rendimiento= promedio de embriones"¡>or callo; av =áreas verde claro en el­
callo1 1 = inducción a embriog~nesis, puntos verde claro e~ebidos en el callo; e~ ~ 
eroori·on·es somáticos _ observados, al 'nienos en e·stado qlobularl + = formación de callo; 
~~~ p:rotocoio no cUbierto. . . . ,) 
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callos de peciolo regener6 un total de 15 embriones globula­
res y en estado torpedo. Los resultados de los cuatro proto­
colos se registran en la tabla 15. Ante la respuesta embrio­
génica que mostr6 Moapa 69 en dos protocolos de cultivo, se 
realiz6 un experimento manejando como in6culos cotiled6n e 
hipocotilo, bajo el protocolo A con un medio basal MSM, y va 
riando la concentraci6n de los reguladores del crecimiento,­
de la auxina 2,4-D: 0.5, 1.0 y 2.0mg/l, de de cinetina como 
fuente de citocinina 0.1, 0.2 y 0.3mg/l para el medio de in­
ducci6n. Las observaciones y resultados de este experimento 
se resumen en la tabla 16. Aquí se observa que en cuatro tra 
tamientos es evidente la formaci6n de embriones somáticos, -
de los cuales bajo el tratamiento con 1.0/0.2 de 2,4-D/cine­
tina se observ6 una mejor calidad en su desarrollo hasta el 
estado torpedo y que no culmin6 en una planta. El resto de 
los embriones observados no germinaron de manera normal, o 
bien, hubo algunos que revertieron a callo. Se observ6 asi­
mismo, cierta tendencia de formaci6n de ra!ces en callos so 
metidos a la concentraci6n más baja de 2,4-D (0.5mg/l) y la 
respuesta embriogénica se encontr6 más enfocada a niveles 
de 1.0 a 2.0!rg/l de 2,4-D y 0.2 a 0.3mg/l de cinetina. Con es 
te experimento se corrobora el 10%.de respuesta embriogénica 
que se había observado previamente para Moapa 69. 

SAN JOAQUIN II. 

Al igual que con Sintético II Hidalgo, San Joaquín II 
mostr6 problema de contaminaci6n sistémica en su semilla, an 
te lo cual tal y como se registra en la tabla 17, se cubrie= 
ron de manera parcial los protocolos A y D y de manera total 
los protocolos B y c. En el protocolo A los callos de pecio­
lo fueron de tamaño mediano, color crema friables. Bajo el 
protocolo B los callos mostraron caracter-isticas similares, 
su coloración fué crema con áreas verde claro, que para el 
caso de peciolo se asemejaron en apariencia al callo embrio­
génico de A 70-34. Bajo el protocolo e, los callos tuvieron 
color blanco y verde .claro, tamaño grande, proliferativos, 
friables, con antocianinas en callos de cotiled6n. Bajo el 
protocolo D, los callos de peciolo fueron de tamaño pequeño, 
poco proliferativos, resecos, color blanco con verde claro 
que posteriormente se tornaron crema. San Joaquín II bajo 
los tratamientos de cultivo probados no manifest6 respuesta 
embriogénica. 

VELLUDA PERUANA. 

En el trabajo de Mitten y colaboradores en 1984, se re­
porta que trabajaron igualmente con esta variedad entre o­
tras, donde uno de veintiún genotipos probados result6 ser 
embriogénico, en cambio, Brown y Atanassov (1985) reportan 
0% de obtenci6n de embriones somáticos en sus cultivos. 
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callos de peciolo regeneró un total de 15 embriones globula-
res y en estado torpedo. Los resultados de los cuatro proto-
colos se registran en la tabla 15. Ante la respuesta embrio-
gênica que mostró Moapa E9 en dos protocolos de cultivo, se
realizó un experimento manejando como inóculos cotiledón e
hipocotilo, bajo el protocolo A con un medio basal MSM, y va
riando la concentración de los reguladores del crecimiento,
de la auxina 2,4-B: 0.5, 1.0 y 2.0mgfl, de de cinetina como
fuente de citocinina 0.1, 0.2 y 0.3mg¡l para el medio de in-
ducción. Las observaciones y resultados de este experimento
se resumen en la tabla 15. Aqui se observa que en cuatro tra
tamientos es evidente la formación de embriones somáticos,
de los cuales bajo el tratamiento con l.0ƒ0.2 de 2,4-Bƒcine-
tina se observó una mejor calidad en su desarrollo hasta el
estado torpedo y que no culminó en una planta. El resto de
los embriones observados no germinaron de manera normal, o
bien, hubo algunos que revertieron a callo. Se observó asi-
mismo, cierta tendencia de formación de raices en callos so
metidos a la concentración mas baja de 2,4-B {0.5mgf1] y 15
respuesta embriogénica se encontró más enfocada a niveles
de 1.0 a 2.ümpü.de 2,4-D y 0.2 a 0,3mgƒl de cinetina. Con ep
te experimento se corrobora el 10% de respuesta embriogénica
que se habia observado previamente para Moapa E9.

SAN JOAQUIN II.

Al igual que con Sintético II Hidalgo, San Joaquin II
mostró problema de contaminación sistémica en su semilla, ap
te lo cual tal y como se registra en la tabla 1?, se cubrie-
ron de manera parcial los protocolos A y D y de manera total
los protocolos B y C. En el protocolo A los callos de pecio-
lo fueron de tamaño mediano, color crema friables. Bajo el
protocolo B los callos mostraron caracter-isticas similares,
su coloración fué crema con areas verde claro, que para el
caso de peciolo se asemejaron en apariencia al callo embrio-
gënico de A T0-34. Bajo el protocolo C, los callos tuvieron
color blanco y verde claro, tamaño grande, proliferativos,
friables, con antocianinas en callos de cotiledón. Bajo el
protocolo D, los callos de peciolo fueron de tamaño pequeño,
poco proliferativos, resecos, color blanco con verde claro
que posteriormente se tornaron crema. San Joaquin II bajo
los tratamientos de cultivo probados no manifestó respuesta
embriogénioa.

UELLUDA PERUANA.

En el trabajo de Mitten y colaboradores en 1904, se re-
porta que trabajaron igualmente con esta variedad entre o-
tras, donde uno de veintiún genotipos probados resultó ser
embriogénico, en cambio, Brown y Atanassov {19B5] reportan
0% de obtención de embriones somäticos en sus cultivos.
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/ FormacHin de CC\110 y respuesta emñri:oq~n"I·ca ae la varieaaa MOAPA 6~ 

Tabla 15. de alfalfa en cu.l~;Lvo de tejidos. 

In6culo Formaci6n Observaciones Respuesta Rendimiento 
de callo de los callos % 

Cotiledones + av, es 10. 2 

Protocolo Hipocotilo + av, es 10. 2 

A Radícula + av o: o 

Peciolo + av o o 

Cotiledones + o o 

Protocolo Hipocotilo + o o 

B Radícula + o o 

Peciolo + av o o 

Cotiledones + o o 

Protocolo Hipocotilo + o o 

e Radícula + o o 

Peciolo + ant o o 

Cotiledones + av, ant o o 

Protocolo Hipocotilo + av, ant o. Q 

D Radícula + av, ant o o 

Peciolo + es 10 , 3 
Respuesta = No. ae callos con embriones· f no. de callos tota-i, expresaoo en porcen-
taje; Rendimiento = pro~edio de euibr!ones por callo; av = !reas verde claro en el 
callo; ant = antocianinas· en callos; es = embriones som4t:tcos observaaos, al 111enos 
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Respuesta del cultivo de cotiledones e hípocotilo de 1'0APA 69 bajo el 
Tabla 16. protocolo A bajo nueve tratamientos con diferentes concentraciones de 

Ac. 2, 4-dicloro.fenoxiacético (2 , .4-D} l cinetina (lCTNI • 

Concentraciones de In6culo Morfogénesis Respuesta 
2,4-D/ KIN mg/l % 

0.5/0.l Hi:pocotilo nula o 

Cot:i·ledones· raíces o 

1.0/0.l Hipocotilo nula o 

Cotiledones raf'ces · o 

2.0/0.1 Hipocotilo 2 E!lllbri:ones somáticos 10 

Cotiledones nula -O 

0.5/0.2 B:i.pocotilo nula o 

Cotiledones· ratees o 

1.0/<1.2 ~.:tpoco-ti'lo .· püritoi? verdes en callo ·a. 

Cotiledones· · i embYi"6n' ·somático y :rat:z .10. 

2.0/0.2 Hipocotilo nula o. 

coti'ledones punt·os ve·raes en eal'lo o 

0..5/0.3 Hipocotilo nula o 

Cotiledones ra!c'E!s o 

1.0/0.3 Hipocot:Uo 2 embriones som4ticos y puntos ver. 10 

Cotiledones ratees· o 

2.0/0.3 Hipocotilo 3 embriones somáticos 10 

Cotiledones nula o 
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r Formac1on de callo y respuesta embriogénica de la variedad SAN JOAQUIN~ 
Tabla 17. II de alfalfa en cultivo de tejidos. 

In6culo Formaci6n Observaciones Respuesta Rendimiento 
de callo de los callos % 

Cotiledones - - -
Protocolo Hipocotilo - - -

A Radícula - - -
Peciolo + o o 

Cotiledones + av o o 

Protocolo Hipo cotilo + av o o 

B Radícula + av o o 

Peciolo + av o o 

Cotiledones + av, ant o o 

Protocolo Hipocotilo + av o o 

e Radícula + av o o 

Peciolo + av o o 

Cotiledones - - -
Protocolo Hipocotilo - - -

D Radícula - - -
Peciolo· + o o 

i<espuesta = No. de caJ.J.os con emoriones/ no. ae callos total, en porcentaje; Ren<11mien 
to = promedio de embriones por callo; av = ~reas verde claro en callo; ant "' antocia!!i 
~as; + .. forrnaci6n de callo; - ... ·protocolo no cubierto. ~ 
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Velluda Peruana, variedad comercial de M.Aatlua en este 
trabajo mostró respuesta embriogénica bajo los protocolos A 
y D en una proporción semejante a la obtenida por Mitten y 
coautores en 1984. 

En el protocolo A, los callos de tejidos embr-ionarios 
fueron de tamaño pequeño, color crema con tonos verde claro, 
ftlables, brillantes, un tanto cristalinos y a diferencia de 
los callos de peciolo, estos fueron más grandes, muy fria­
bles, color crema con tintes verde claro que luego de dos d1-
as de haberlos resembrado en el medio de regeneración sin re 
guladores del crecimiento, su coloración cambi6 a café claro 
y después el callo se necros6 por completo. Sin embargo en 
10% de callo de cotiledones y de hipocotilo, se observaron 
dos pequeños embriones somáticos para cada caso respectiva­
mente. En el protocolo B sólo se observaron callos pequeños 
y medianos, color verde con tonos café claro, friables, rese 
cos. Bajo el protocolo C, los callos de tejidos embrionarios 
fueron grandes, color crema y en callos de cotiledones y ra­
dícula se observaron antocianinas. Los callos de peciolo, 
fueron relativamente pequeños, poco proliferativos, color ere 
ma y en uno de estos se observaron· zonas color verde claro -
semiorganizadas, uno de cuyos puntos al parecer desarrolla­
ría a un embri6n globular, lo cual no ocurri6. Para el proto 
colo D, los callos de peciolo fueron de tamaño pequeño a me= 
diana, color blanco con tonalidades café claro, friables, re 
secos, los callos de tejidos embrionarios fueron predominan­
temente medianos, color crema con áreas verde claro y en dos 
casos se observaron puntos verde claro bien remarcados a ma­
nera de centros embriogénicos de los cuales un genotipo de 
los 26 probados regener6 embriones somáticos de callos de ca 
tiledones e hipocotilo. El resto de los callos que mostraron 
puntos verde claro embebidos en el callo, aún se observaron 
disgregados, no compactados en una estructura morfol6gica es 
pecífica lo cual se interpreta como una inducci6n positiva -
a embriogénesis. Estos resultados se resumen en la tabla 18. 

Ante estos resultados se realizó un experimento similar 
al de Moapa 69, empleando como in6culos cotiledones e hipo­
cotilo, bajo el protocolo A, y modificando las concentracio­
nes de 2,4-D a 0.5, 1.0 y 2.0mg/l y cinetina a 0.1, 0.2 y 
0.3mg/l en el medio de inducci6n. Las observaciones y resul­
tados se registran en la tabla 19. Aquí se observa que en 
tres tratamientos se desarrollaron embriones somáticos y so­
lamente uno de estos concuerda con Moapa 69. En general los 
niveles de 2,4-D donde se obtuvo embriogénesis en este expe­
rimento fueron de 1.0 a 2.0mg/l y bajo niveles de citocinina 
de 0.1 a 0.2mg/l. Aquellos embriones que se obtuvieron bajo 
el tratamiento de 2.0/0.1 de 2,4-D/cinetina, mostraron mejor 
calidad, es decir, que completaron su desarrollo hasta el es 
tado torpedo, sin embargo, al transferirlos a un medio sin 
hormonas para que completaran su desarrollo, estos revertie­
ron a callo. El resto de los embriones de los otros dos tra-
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tamientos se desarrollaron anormalmente, uno de los cuales 
si desarrollo raíz pero no epicotilo. La respuesta embriogé 
nica en este caso fluctGa de un 10 a 20%, de acuerdo al nG~ 
mero de réplicas probadas que fué diez inóculos de cada ti­
po de tejido embrionario, por cada tratamiento. 

VALENCIANA. 

La respuesta embriogénica y el rendimiento de los culti 
vos de esta variedad comercial se registra en la tabla 20. -
Bajo el protocolo A los callos fueron pequeños o medianos, co 
lor blanco o crema, friables. En el protocolo B se observaron 
callos muy proliferativos sobretodo aquellos provenientes de 
tejidos embrionarios, color crema y friables, algunos callos 
de peciolo con tonalidades verde claro. Cabe mencionar, asi­
mismo , que algunos callos de cotiledón y de raíz al ser re­
sembrados al medio sin reguladores del crecimiento mostraron 
necrosamiento en el área de contacto de los callos con el me 
dio y dentro de los primeros tres días después de la resiem~ 
bra. En el protocolo C, los callos de cotiledones fueron más 
proliferativos que el resto, de color crema con ligeros to­
nos verde claro. Bajo el protocolo D, callos a partir de pe­
ciolos tuvieron tamaño pequeño, poco proliferativos, color 
crema con tintes café claro, a diferencia de los callos pro­
venientes de tejidos embrionarios que en su mayoría fueron 
proliferativos, friables, brillantes, color blanco a veces 
con tonos verde claro o café claro. En una mínima proporción 
dell%, se observaron callos con puntos verde claro internos 
que al microscopio aún se observaron disgregados, pero que 
dos de estos puntos sí culminaron en embriones somáticos. 

A 70-34 

Esta línea embriogénica para la cual fué optimizado y 
establecido el protocolo C también fué sometida a los proto­
colos de cultivo restantes. Su respuesta, rendimiento y ob­
servaciones se registran en la tabla 21.Bajo el protocolo A 
sólo se ooservaron callos poco proliferativos color blanco o 
crema, friables. En un callo de peciolo se observó la forma­
ción de embriones somáticos a un bajo rendimiento. Bajo el 
protocolo B, los callos mostraron características muy simi­
lares a las del protocolo A, donde un 60% de callos de pecio 
lo mostraron áreas color verde claro en los callos. Bajo el­
protocolo C obviamente se verificó la obtención de embriones 
somáticos con una respuesta de 80 y 100% en callos de teji­
dos embrionarios con un rendimiento relativamente bajo y en 
callos de peciolo la respuesta embriogénica se registró para 
todos los inóculos a un alto rendimiento. Los callos fueron 
color amarillo, pequeños, friables, destacándose los peque­
ños embriones globulares color verde claro. En total se ob­
tuvieron 355 embriones somáticos bajo este protocolo C. Ba­
jo el protocolo D, se observaron embriones somáticos en ca-
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tamientos se desarrollaron anormalmente, uno de los cuales
si desarrollo raíz pero no epicotilo. La respuesta embriogé
nica en este caso fluctúa de un lü a 20%, de acuerdo al nd:
mero de replicas probadas que fuë dies indculos de cada ti-
po de tejido embrionario, por cada tratamiento.

?hLENCIåNh.

La respuesta embriogënica y el rendimiento de los culti
vos de esta variedad comercial se registra en la tabla 20.
Bajo el protocolo A los callos fueron pequeños o medianos, co
lor blanco o crema, friables. En el protocolo B se observaron
callos muy proliferativos sobretodo aquellos provenientes de
tejidos embrionarios, color crema y friables, algunos callos
de peciolo con tonalidades verde claro. Cabe mencionar, asi-
mismo , que algunos callos de cotileddn y de raíz al ser re-
sembrados al medio sin reguladores del crecimiento mostraron
necrosamiento en el área de contacto de los callos con el me
dio y dentro de los primeros tres días después de la resiem-
bra. En el protocolo C, los callos de cotiledones fueron mas
proliferativos que el resto, de color crema con ligeros to-
nos verde claro. Bajo el protocolo D, callos a partir de pe-
ciolos tuvieron tamaño pequeño, poco proliferativos, color
crema con tintes café claro, a diferencia de los callos pro-
venientes de tejidos embrionarios que en su mayoría fueron
proliferativos, friables, brillantes, color blanco a veces
con tonos verde claro o café claro. En una mínima proporción
dellâ, se observaron calbos con puntos verde claro internos
que al microscopio aún se observaron disgregados, pero que
dos de estos puntos sí culminaron en embriones somãticos.

H TÚ-34

Esta línea embriogénica para la cual fue optimizado y
establecido el protocolo C también fue sometida a los proto-
colos de cultivo restantes. Su respuesta, rendimiento y ob-
servaciones se registran en la tabla 21.Bajo el protocolo a
solo se observaron callos poco proliferativos color blanco o
crema, friables. En un callo de peciolo se observó la forma-
ción de embriones somãticos a un bajo rendimiento. Bajo el
protocolo B, los callos mostraron características muy simi-
lares a las del protocolo A, donde un 60% de callos de pecio
lo mostraron áreas color verde claro en los callos. Bajo el*
protocolo C obviamente se verifico la obtención de embriones
somãticos con una respuesta de Bü y lüüt en callos de teji-
dos embrionarios con un rendimiento relativamente bajo y en
callos de peciolo la respuesta embriogénica se registro para
todos los inóculos a un alto rendimiento. Los callos fueron
color amarillo, pequeños, friables, destacándose los peque-
ños embriones globulares color verde claro. En total se ob-
tuvieron 355 embriones somãticos bajo este protocolo C. Ha-
jo el protocolo D, se observaron embriones somãticos en ca-
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/ Formaci6n de callo y respuesta embrioqén:tca de la variedad VALENCIANA 
Tabla 20. de alfalfa en cultivo ae tejidos. 

In6culo Formaci6n Oóservaciones Respuesta Rendimiento 
de callo ce los callos % 

Coti'ledones· + o o 

Protocolo Hipocot:t:lo + o o 

A Radícula + o: o 

Peciolo + o o 

Cotiledones· + a o 

Protocolo Hipocoti·lo + o o 

B Radícula + o o 

Peciolo + o o 

Cotiledones + a o 

Protocolo Hipocotilo + o o 

e Radícula + o: o 

Peciolo + o o 

Cotiledones + i ' , es 7.7 l 

Protocolo Hipo cotilo + i a o 

D Radícula + i ' o o 

Peciolo + o o 
Respuesta .. No. de callos con embriones/ no. de callos· total, en porcentaje¡ Rendi ... 
miento = promedio de . emóri'ones por callo: i ' =·'plintos verde claro en callo, inducci6n 
~ embrioqénesis ¡ es = embriones' so~ticos al menos en estado crlobular. ~ III,\``\"``Il!L-`\_
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r Formación de callo y respuesta embriog~nica de la variedad A 10~J4 .... 

Tabla 21. de alfalfa en cultivo 2de tejidos. 

In6culo Formación Observaciones Respuesta Rendimiento 
de callo de los callos % 

Cotiledones + o o 

Protocolo Hi'pocotilo + a o 

A Radícula + a a 

Peciolo + ant, es 10 2 

Cotiledones + o o 

Protocolo H:tpocot.ilo + o o 

B Radícula + o o 

Peciolo + av o o 

Cotiledones + es 10.Q 7 

Protocolo Hipocotilo + es 10.0 7 

e Radícula + es 80 5 

Peciolo + es 100 16 

Cotiledones + es, i 20 15 

Protocolo Hipocotilo + es, i o o 

D Radícula + es, i 20 6 

Peciolo + es, 10 2 
Respuesta = No. de callos con embriones/ no. de callos totales, en porcentaje;· Ren..-
dimiento = promedio de embr~ones por callo; av = áreas verde claro en callo;. ant = 
antocianinas; es = embriones somát:i.cos · al· menos en estado qlobular; i = :tnduccr6n a 
~mbrioq~nesis, pu·ntos verde ·claro internos. ~ _m0nHUpGH
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llos de cotiledones, radícula y de peciolo, aunque la res­
puesta fué menor que para el protocolo anterior y un rendi­
miento similar al obtenido en dicho protocolo c. Aquí se ob 
tuvieron un total de 58 embriones somáticos. Los callos fue 
ron de tamaño pequeño y mediano, color crema, algunos con 
tonos verde claro o verde intenso, brillantes y friables. 
El 95% de los callos de tejidos embrionarios, igualmente, 
mostr6 puntos verde claro internos que al microscopio se 
observaron aún disgregados, la menor parte de los cuales si 
culminó en embriones. Fué sorprendente la respuesta de esta 
línea A 70-34 bajo este protocolo. Los embriones obtenidos 
tanto de los protocolos A, C y D tuvieron en su mayoría un 
desarrollo anormal, sin embargo, si se logr6 que algunos de 
estos se desarrollaran en plantas completas. 

En la tabla 22 se resumen de manera general los resulta 
dos obtenidos al emplear los cuatro diferentes protocolos de 
trabajo en los cultivos de las diez variedades de alfalfa. 

Entre todas las observaciones se deja entrever, por una 
parte, que este material de M. AQt{v~ forma callo en cultivo 
y al menos 7 variedades mostraron en sus callos característi 
cas similares a las de un callo embriogénico, es decir, se -
interpreta esto como una inducci6n positiva hacia la embrio­
génesis; y por otro lado que en 5 de las variedades, exclu­
yendo a la linea embriogénica A 70-34, mostraron embriones 
somáticos, aunque en baja proporci6n, lo cual depende de el 
genotipo y de su interacción con el tipo de medio de cultivo 
y de la concentraci6n de los reguladores del crecimiento. 

En relación al porcentaje de callos embriogénicos 6 po­
tencial de regeneración de cada variedad y de acuerdo a los 
reportes previos de varios autores, se considera que las va­
riedades como las que se emplearon en este trabajo es mate­
rial de baja regeneraci6n a plantas en cultivo. En la tabla 
23a se registran los resultados para todas las variedades 
como su respuesta embriogénica, rendimiento y los protocolos 
de cultivo en los que se observ6 esta respuesta. Esta cuanti 
ficaci6n nos permite resaltar que variedades formaron embrio 
nes somáticos. Observamos que el mayor porcentaje de respues 
ta embriogénica fué del 10%, lo cual resulta comparable con­
los resultados de trabajos similares. En lo tocante al rendí 
miento, el valor más alto fué para Velluda Peruana con 12 ero 
briones por callo en promedio superando el valor de A 70-34-
con 8 embriones promedio por callo y al resto de las varieda 
des. Esto nos habla de que un genotipo que muestra tanto res 
puesta embriogénica como buenos rendimientos pueda ser se- -
leccionado para optimizar su respuesta tanto cuantitativa co­
mo cualitativamente y así establecer una linea embriogénica 
en cultivo de tejidos. Finalmente, los protocolos de cultivo 
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llos de cotiledones, radícula y de peciolo, aunque la res-
puesta fué menor que para el protocolo anterior y un rendi-
miento similar al obtenido en dicho protocolo C. Aquí se ob
tuvieron un total de 58 embriones somãticos. Los callos fue
ron de tamaño pequeño y mediano, color crema, algunos con _
tonos verde claro o verde intenso, brillantes y friables.
El 95% de los callos de tejidos embrionarios, igualmente,
mostro puntos verde claro internos que al microscopio se
observaron aún disgregados, la menor parte de los cuales si.
culmino en embriones. Fue sorprendente la respuesta de esta
línea A ïü-34 bajo este protocolo. Los embriones obtenidos
tanto de los protocolos A, C v D tuvieron en su mayoría un
desarrollo anormal, sin embargo, si se logro que algunos de
estos se desarrollaran en plantas completas.

En la tabla 22 se resumen de manera general los resulta
dos obtenidos al emplear los cuatro diferentes protocolos de
trabajo en los cultivos de las dies variedades de alfalfa.

Entre todas las observaciones_se deja entrever, por una
parte, que este material de H. ¿¢f{U¢ forma callo en cultivo
y al menos T variedades mostraron en sus callos característi
cas similares a las de un callo embriogënico, es decir, se _
interpreta esto como una induccion positiva hacia la embrio-
génesis; y por otro lado que en 5 de las variedades, exclu-
yendo a la línea embrioqënica A TU-34, mostraron embriones
somâticos, aunque en baja proporcion, lo cual depende de el
genotipo y de su interacción con el tipo de medio de cultivo
y de la concentracion de los reguladores del crecimiento.

En relacion al porcentaje de callos embriogénicos o po-
tencial de regeneracion de cada variedad y de acuerdo a los
reportes previos de varios autores, se considera que las va-
riedades como las que se emplearon en este trabajo es mate-
rial de baja regeneracion a plantas en cultivo. En la tabla
23a se registran los resultados para todas las variedades
como su respuesta embriogénica, rendimiento v los protocolos
de cultivo en los que se observo esta respuesta. Esta cuanti
ficacion nos permite resaltar que variedades formaron embriš
nes somãticos. observamos que el mavor porcentaje de respues
ta embrioqënica fue del lüt, lo cual resulta comparable con
los resultados de trabajos similares. En lo tocante al rendi
miento, el valor mas alto fue para ïelluda Peruana con 12 em
briones por callo en promedio superando el valor de A TD-34
con B embriones promedio por callo v al resto de las varieda
des. Esto nos habla de que un genotipo que muestra tanto res
puesta embriogonica como buenos rendimientos pueda ser se-
leccionado para optimizar su respuesta tanto cuantitativa co-
mo cualitativamente y así establecer una línea embriogênica
en cultivo de tejidos. Finalmente, los protocolos de cultivo
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r Tao.l.a No. 2~; ' . Resultados obtenidos bajo cuatro protocolos de cultivo, diferentes ti 
pos de in6culo y para 10 variedades de alfalfa Med~eago spp. y la ob-
tenci6n de embriones somáticos. 

Protocolo A B e D 
var1edad 1 In6culo C H R PEC CH R PEC C H R PEC CH R PEC 

Puebla 76 i 

INIA 76 i i 

Velluda Peruana es i es,i 

Moapa 69 es es 

Sintético I Jar. i es. es 

Sintético II Hgo. es i i 

San Joaqu!n II 

Baj!o 76 i i i i 

Valenciana .e .s, i 

A 70-34 es es es es es 

C - cotiledoqes; H - hipocotilo; R - radícula; PEC = peciolo; i = inducciOn a embri~ 
'- génesis somática; es = embriones somáticos obs'ervados. -' ìi¡Tii¡_m__m©pmH_h_w_pmfiwo!Mlmupämom
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en los que se observó la aparición de los embriones somáti­
cos fueron: en el protocolo D para 5 variedades; protocolo A 
para 3 variedades; protocolo C para 2 variedades y protocolo 
B para una variedad. En la tabla 23b se anota el potencial 
embriogénico de algunas variedades sobresalientes reportadas 
en la literatura. Sobresale el hecho de que algunas de estas 
fueron empleadas por dos o más grupos de trabajo y se advier 
te las diferencias entre uno y otro en la respuesta. También 
se observa que la respuesta de Saranac fu€ inicialmente de 5%, 
resultado posteriormente aumentado al seleccionar clonas em­
briogénicas como Regen S y RA 3. Estos resultados hacen en 
cierta forma comparables los porcentajes obtenidos en este 
trabajo. Para optimizar la respuesta embriogénica, estos auto 
res tarnbi€n probaron diferentes formulaciones de medios de -
cultivo y niveles de reguladores del crecimiento. Ladak, Nor 
seman, Vernal y Heinrichs son material embriogénico al iguaT 
que Rangelander a partir del cual se seleccionó a la linea 
A 70-34. 

OBTENCION Y DESARROLLO DE EMBRIONES SOMATICOS. 

Hasta ahora se han mencionado los resultados de los 
cultivos de cada variedad y el potencial de regeneración de 
enmriogénesis observado. Si bien es importante describir 
la cantidad de embriones somáticos obtenidos, igualmente lo 
es verificar la calidad de los mismos, es decir, el desarro 
lle final a través de las etapas de la embriogénesis y su -
conversión a plantas. 

En las figuras 8 y 9 se esquematiza con un diagrama de 
barras la respuesta embriogénica de cada una de las varieda­
des y el número de embriones de cada una de €stas. Se observa 
que la línea embriogénica A 70-34 regenera a plantas en tres 
de los protocolos, sin embargo, el número de embriones es va­
riable: para el protocolo e se obtuvieron más de 350 embrio­
nes, en cambio, para el protocolo A y D fué en mucho menor 
cantidad. De las variedades probadas destacaron Velluda Pe­
ruana y Moapa 69. Embriones somáticos en menor cantidad se 
observaron en Sintético II Hidalgo, Valenciana y Sintético I 
Jardin. Estos resultados muestran que de todos los tipos de 
in6culo se observó alguna vez la formación de embriones somá 
tices, presentándose con mayor frecuencia en cotiledones, se­
guido de hipocotilo y peciolo y por 11ltimo en raiz. 

En seis de las diez variedades trabajadas se logr6 regene­
ración a embriones somáticos al menos en estado globular o tor 
pedo y embriones de A 70-34 llegaron a desarrollarse en plan~ 
tas completas. Desde los reportes de Kao y Michayluk (1980), 
Novak y Konecna (1982), Luppotto (1983), Atanassov y Brown en 
1984, Nagarajan y coautores (1986), Nagarajan y Walton (1987) 
hasta Meijer y Brown (1987b), mencionan haber observado anoE 
malidades fenot1picas en los embriones somáticos. En este 
trabajo los resultados fueron semejantes, a excepción de los 
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en los que se observo la aparicion de los embriones somáti-
cos fueron: en el protocolo D para 5 variedades: protocolo A
para 3 variedades; protocolo C para 2 variedades y protocolo
E para una variedad. En la tabla 23b se anota el potencial
embriogenico de algunas variedades sobresalientes reportadas
en la literatura. sobresale el hecho de que algunas de estas
fueron empleadas por dos o más grupos de trabajo y se adviep
te las diferencias entre uno y otro en la respuesta. Tambien
se observa que la respuesta de Saranac fué inicialmente de 5%,
resultado posteriormente aumentado al seleccionar clonas em-
briogénicas como Regen S y RA 3. Estos resultados hacen en
cierta forma comparables los porcentajes obtenidos en este
trabajo. Para optimizar la respuesta embriogenica, estos auto
res también probaron diferentes formulaciones de medios de _
cultivo y niveles de reguladores del crecimiento. Ladak, Nor
seman, Vernal y Heinrichs son material embriogenico al igual
que Rangelander a partir del cual se selecciono a la línea
A TD-34.

ÚBTENCIÚN Y DESARRDLLU DE HHIBRIUNES SÚMATICDS.

Hasta ahora se han mencionado los resultados de los
cultivos de cada variedad y el potencial de regeneracion de
embriogénesis observado. Si bien es importante describir
la cantidad de embriones somâticos obtenidos, igualmente lo
es verificar la calidad de los mismos, es decir, el desarrp
llo final a través de las etapas de la embriogénesis y su
conversion a plantas.

En las figuras 8 y 9 se esquematiza con un diagrama de
barras la respuesta embriogënica de cada una de las varieda-
des y el número de embriones de cada una de éstas. Se observa
que la línea embrìogënica A.Tü*34 regenera a plantas en tres
de los protocolos, sin embargo, el número de embriones es va-
riable: para el protocolo C se obtuvieron más de 350 embrio-
nes, en cambio, para el protocolo A y D fue en mucho menor
cantidad. De las variedades probadas destacaron velluda Pe-
ruana y Moapa 69. Embriones somâticos en menor cantidad se
observaron en Sintético II Hidalgo, valenciana y Sintético I
Jardín. Estos resultados muestran que de todos los tipos de
inoculo se observo alguna vez la formacion de embriones soma_
ticos, presentándose con mayor frecuencia en cotiledones, se
guido de hipocotilo y peciolo y por último en raíz.

En seis de las diez variedades trabajadas se logro regene-
racion a embriones somâticos al menosanaestado globular o tor
pedo y embriones de A TD-34 llegaron a desarrollarse en plan-
tas completas. Desde los reportes de Kao y Michayluk l19Eül,
Novak y Ronecna [19E2], Luppotto (19331, Atanassov y Brown en
1984, Nagarajan y coautores l19E6}, Nagarajan y Walton [1981]
hasta Meijer y Brown llådïbl, mencionan haber observado ano;
malidades fenotipicas en los embriones somáticos. En este
trabajo los resultados fueron semejantes, a ezcepcion de los

-E2-



'!'abla No. 23a CuantificaciOn de la respuesta emoriog(inica, ren "' 
dimiento y protocolos de cultivo en los que se 
observó embriogénesis somática en variedades de 
alfalfa Medicago spp. que se cultivan en México. 
* A 70-34 como control para este trabajo. 

Respuesta 
embrioqénica 

Puebla 76 o 

INIA 76 o 

Bajío 76 o 

Sintético I Jard. 4 

Sintético II Hgo. 10 

Moapa 69 10 

San Joaquín II o 

Velluda Peruana 4 - 10 

Valenciana 7.7 

* A 70-34 10 - 100 

(%) 
Rendimiento 

o 

o 

o 

1.0 

2.0 

2.0 

o 

12.0 

1.0 

a.o 

Protocolos 
de cultivo 

D 

B y C 

A y D 

A y D 

D 

A, C y D 

Respuesta embriogénica= no. de callos con atbriones/ no, total de callos 
Rendimiento • ha. de embriones oor callo en oranedio. 

Tabla No.¿~o. Respuesta embriog~nica reportada para algunas ' 
variedades de alfalfa Medicago .spp. 

Variedad Res.puesta Referencia 

Saranac o a 5% Saunders· y Bingfiam, 1975 

20.% Brown y Atanassov, 19'85 

Regen S 67% B:ingham et. al. / 1975. 

48% Brown y Atanassov, _¡ 9·_a5 

RA 3 10.0.% walker et. al. ,.19'-81 

Ladak 82% Mitten et. al. ,.19:84 

9% Brown y Atana.ss·ov, 1!185 

Norseman 46% Mitten et. al. ,.19Jl4 

Rangelander 80% Brown y Atanassov, .19:85 

Vernal 41% Brown y Atanassov, .HBS 

,Heinrichs 62% Nagarajan et. al., 1986 
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aE1a Ro. ïíã ' Cuantif"i"cacion`de”'la` respuesta Íšïmbriogénica, ren
dimiento y protocolos de cultivo en los que se _
observo embriogénesis somática en variedades de
alfalfa Hedica o spp. que se cultivan en México.
fra ?Q:§fl como §pntro1_para este trabajo._F__ .

Respuesta Rendimiento Protocolos
embrio énica ($1 de cultivo

_ J- _ _B Id” I- _' I_ _ I í _

I Puebla TE

INIA TB

Bajío ïü

Sintëtico I Jard. 4

sintético II sgo.] 10
Moapa 69 lü

San Joaquín II I U

velluda Peruana 1 4 - lo

valenciana ?,?

A :fu-34* _ I 1a - inn _

D D

D U

D U

1.0 D

2.ü B y C

2.0 A y D

U _

' l2.U A y D

1.0 D

s.p1 _ A, c y o
Respuesta embriogenica = no, de callos con etrbrimesƒ' no., total de callos

L _

Rendimiento -1- no. de erbriones por_____callo en¬promgdio.
¿Tabla Ho.335.. Respuesta embriogofii ca reportada paranalgfinasr
[ variedades de alfalfa Medicago spp.

variedad Respuesta Referencia

¡ Saranac U a 5%

' 2d%

Regen S 53%

I 43%

“RA 3 ldüt

|Ladak 52%

Et

rnorseman 45%

iaangelander Bot

Uernal 41%

L§eiprichs_ F IE2t_

I I _¡¬ ¡

Saunders y-Bingham, 1¶?5

Brown y Atanassov, 1¶B5

Bingham et. al., 19?5

Brown y Atanassov,.l¶B5

Walker et. a1.FlEBl

Hitten et. a1.,lEB4

Brown y Atanassov, 1985

Hitten et. a1.,lEB4

Brown y Atanassov, 1585

Brown y Atanassov, 19B5

Nagarajan et. al.,.lB§§
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REPRESENTACION DEL NUMERO DE EMBRIONES SOMATICOS 
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spp. 
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100 
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embriones de A 70-34, no fué posible lograr que los embrio­
nes obtenidos y rescatados se desarrollaran en plantas nor­
males y completas. Algunas malformaciones similares a las 
que se reportan fueron: embriones en estado globular que re 
vertieron a callo, otros con cotiledones fusionados, o bieñ 
algunos que sí alcanzaron a desarrollarse hasta la etapa 
torpedo pero que no germinaron; embriones con hipocotilo no 
desarrollado; o bien con rad!cula rudimentaria; o con rad1-
cula bien desarrollada mas no así el polo meristemático a­
pical (epicotilo); embriones con tres cotiledones e inclusi 
ve embriones globulares secundarios desarrollados de un hi~ 
pocotilo rudimentario de embriones somáticos que no se desa 
rrollaron en plantas . En la figura 10 se esquematizan algu..:­
nos de estos embriones anormales. 

\) ~- ~ · ""!-~ ... ~~~ 

A B e 

D 

1) ~ 
F G 

(A) Cotiledones fusionados 
(B) Embriones globulares que encallecieron nuevamente 
(C) Plántulas con hipocotilo muy corto 
(D) Embriones secundarios originados del hipocotilo de un 

embrión anormal 
(E) Desarrollo de raíz, no de epicotilo 
(F) Embriones que no germinaron 
(G) Embriones con tres cotiledones en vez de dos. 
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embriones de A 70-34, no fué posible lograr que los embrio-
nes obtenidos y rescatados se desarrollaran en plantas nor-
males y completas. Algunas malformaciones similares a las
que se reportan fueron: embriones en estado globular que re
vertieron a callo, otros con cotiledones fusionados, o bieì
algunos que sí alcanzaron a desarrollarse hasta la etapa
torpedo pero que no germinaron; embriones con hipocotilo no
desarrollado; o bien con radicula rudimentaria; o con radi-
cula bien desarrollada mas no así el polo meristemático a-
pical (epicotilo): embriones con tres cotiledones e inclusi
ve embriones globulares secundarios desarrollados de un hif
pocotilo rudimentario de embriones somãticos que no se dese
rrollaron en plantas. En la figura 10 se esquematizan algu:'
nos de estos embriones anormales.

Ã B -C I

n

¶ 1
E F s I

¡Al Cotiledones fusionados
(B) Embriones globulares que encallecieron nuevamente
[C] Plântulas con hipocotilo muy corto
(D) Embriones secundarios originados del hipocotilo de un

embrión anormal
[E] Desarrollo de raiz, no de epicotilo
(F1 Embriones que no germinaron
IG) Embriones con tres cotiledones en vez de dos.
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Velluda Peruana 

En las figuras 11 a 14 se puede observar la morfolog1a de algunos 
de los embriones somáticos obtenidos. 

Fig. 11 Muestra cuatro embriones somáticos en el medio de con 
versi6n ("germinaci6n") y que después de una semana 
desarrollaron sistema radicular, no as! el meristemo 
apical, el cual se observa como estructuras globula­
res con cotiledones rud imentarios, hipoc6tilo engrosa 
do y pérdida del color verde, después de unos d1as -
más se observ6 la aparici6n de nuevos embriones globu 
lares emergiendo de los hipocotilos engrosados ( ,_. T. 

Fig . 12 Aquí se observa que los embriones resembrados formaron 
callo en lugar de ratcea y en la foto se muestra un 
embri6n con tres cotiledones en lugar de dos. 
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velludgwfäruana

Ih-

,Us

Velluda Peruana
__ - _-_ _ 'I

ì,__ 

En las figuras 11 a 14 se puede observar la morfología de algunos
de los embriones somãticos obtenidos.

Fig. 11

Fig. 12

Muestra cuatro embriones somáticos en el medio de con
versión ("germinacion") y que después de una semana
desarrollaron sistema radicular, no asi el meristemo
apical, el cual se observa como estructuras globula-
res con cotiledones rudimentarios, hipocotilo engrosa
do y pérdida del color verde, después de unos dias '-
más se observo la aparición de nuevos embriones globu
lares emergiendo de los hipocotilos engrosados ( _; T.

Aquí se observa que los embriones resembrados formaron
callo en lugar de raíces y en la foto se muestra un
embrión con tres cotiledones en lugar de dos.
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Fig. 13 Embriones de A 70-34 que no formaron ratees, solamente 
callo en el polo radicular y se observan algunos hipoco 
tilos ( H ) y cotiledones fusionados ( Cl ) o -
malformados ( C2 ) . 

Fig. 14 En esta figura se muestra el desarrollo de algunas plan­
tas en los cultivos. Estas plantas normales lograr for­
mar un buen crecimiento de sus ratees y brotes. 
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Fig. 13 Embriones de A 70-34 que no formaron raices, solamente
callo en el polo radicular y se observan algunos hipocg
tilos í H I y cotiledones fusionados { C1 1 o
malformados I C2 ).

Fig. 14 En esta figura se muestra el desarrollo de algunas plan-
tas en los cultivos. Estas plantas normales lograr for-
mar un buen crecimiento de sus raices v brotes
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V l. D ISCUSION 

Este trabajo consistió en un monitoreo de germoplasma 
de alfalfa y su respuesta embriogénica en cultivo. De los 
resultados expuestos anteriormente sobresalen varios aspec­
tos a discusión de los cuales el factor genotipo resultó 
ser fundamental en la interpretación de los resultados. 

En comparación con los trabajos de otros autores en al 
falfa, los genotipos empleados en este estudio se conside­
ra que poseen una baja respuesta embriogénica en cultivo, y 
al igual que Reisch y Bingham (1980) y Brown y Atanassov 
(1985) no se encontró una relación directa entre las res­
puesta embriogénica y la formaci6n y producción de callo, 
es decir, que una buena producción de callo no constituye 
un prerequisito para obtener una respuesta de regeneración 
alta (Brown y Atanassov, 1985). En este estudio, en princi­
pio, en todos los tipos de in6culos se observó la formación 
de callo muchos de los cuales no formaron embriones saráticos. 

Por otro lado Saunders y Bingham (1972), Walker Q..t a...L 
(1978), Kao y Michayluk (1980), Novak y Konecna (1982), Lu­
ppotto (1983), Atanassov y Brown (1984) y Meijer y Brown 
(1987a), encuentran diferentes tipos de callo y variación 
de la respuesta embriogénica aún entre planta y planta de 
una misma variedad. En este trabajo se corrobora esta varia 
ci6n intervarietal e intravarietal, lo cual no resulta asom 
broso si se considera que la alfalfa es una especie de poli 
nizaci6n abierta y que la variedad pe~ Ae es una población­
altamente heterogénea (Kao y Michayluk, 1980). Así, detecta 
mos callos de diferente tamaño relativo, distinta consisteñ 
cia y color e inclusive los hubo con pigmentación púrpura 
a causa de antocianinas. 

A pesar de que el potencial embriogénico de las varieda­
des probadas resultó ser menor a otras reportadas en los tr~ 
bajos de alfalfa, también se detectaron callos con una in­
ducción positiva hacia la embriogénesis, ya que se observa­
ron callos con puntos presumiblemente meristemáticos, color 
verde claro, embebidos, en seis variedades:Puebla 76, INIA 
76 Velluda Peruana, Sintético I Jardín, Sintético II Hidal­
go' Valenciana y A 70-34 bajo los protocolos de cultivo A, 
B,

1
C y D. Estas áreas o puntos meristemáticos en su mayoría 

roculminaron en embriones somáticos. De hecho Novak y Kone~ 
na (1982) y Luppotto (1983) reportan haber observado áreas 
verde claro en algunos de sus callos. dosSantos et dl. (1980) 
reportan que algunas áreas verde claro precedieron a la for­
mación de brotes y embrioides y Mitten y coautores (1984) 
concluyen que estas áreas verdes seniorganizadas detectadas 
en algunas variedades probadas significan material con un 
bajo potencial embriogénico para aquellos genotipos que las 
poseen. 
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Vl. DISCUSIUH

Este trabajo consistió en un monitoreo de germoplasma
de alfalfa y su respuesta embriogënica en cultivo. De los
resultados expuestos anteriormente sobresalen varios aspec-
tos a discusión de los cuales el factor genotipo resultó
ser fundamental en la interpretación de los resultados.

En comparación con los trabajos de otros autores en al
falfa, los genotipcs empleados en este estudio se conside-
ra que poseen una baja respuesta embriogénica en cultivo, y
al igual que Reisch y Bingham {l9Bü] y Brown y Atanassov
{19B5} no se encontró una relación directa entre las res-
puesta embriogénica y la formación y producción de callo,
es decir, que una buena producción de callo no constituye
un prereguisito para obtener una respuesta de regeneración
alta (Brown ï Atanassov, 1935). En este estudio, en princi-
pio, en todos los tipos de inóculos se observó la formación
de callo muchos de los cuales no formaron embriones somãticos.

Por otro lado Saunders y Bingham {l9?2}, Walker tt ai.
iläïdl, Kao y Hichayluk {198ü1, Novak y Honecna [l9B2}, Lu-
ppotto {l9B3}, ntanassov y Brown {19B4} y Meijer y Brown
(19B?a}, encuentran diferentes tipos de callo y variación
de la respuesta embriogënica aún entre planta v planta de
una misma variedad. En este trabajo se corrobora esta varia
ción intervarietal e intravarietal, lo cual no resulta asom
broso si se considera que la alfalfa es una especie de poli
nisación abierta y que la variedad Pts 12 es una población
altamente heterogénea [Kao y Hichayluk, 198d). Asi, detecta
mos callos de diferente tamaño relativo, distinta consisten
cia y color e inclusive los hubo con pigmentación púrpura _
a causa de antocianinas.

A pesar de gue el potencial embriogénico de las varieda-
des probadas resultó ser menor a otras reportadas en los tra
bajos de alfalfa, también se detectaron callos con una in-
ducción positiva hacia la embriogénesis, pa gue se observa-
ron callos con puntos presumiblemente meristemáticos, color
verde claro, embebidos, en seis variedadesiPuebla TE, Isla
T5, ïelluda Peruana, sintético I Jardin, Sintético Il Hidal-
go, valenciana y A TB-34 bajo los protocolos de cultivo A,
B, C y D. Estas áreas o puntos meristemãticos en su mayoria
noculminaron en embriones somáticos. De hecho Novak y Koneg
na {19B2l y Luppotto (19831 reportan haber observado áreas
verde claro en algunos de sus callos. dossantos EI d¿.{19BÚì
reportan que algunas áreas verde claro precedieron a la for-
mación de brotes v embrioides 3 Hitten y coautores (1984)
concluyen que estas áreas verdes seniorganisadas detectadas
en algunas variedades probadas significan material con un
bajo potencial embriogënico para aquellos genotipcs gue las
poseen.
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En relación al efecto de los protocolos de cultivo en 
la respuesta de regeneracion ~~ v~~~o, Walker, Yu, Sato y 
Jaworsky (1978) infieren que el tipo de 6rgano formado duran 
te la organogénesis de alfalfa puede estar controlado por Ia 
manipulación de los componentes nutricionales del medio de 
cultivo. Kao y Michayluk (1981) igualmente establecen que las 
sales minerales de los medios pueden afectar a la embriogéne 
sis y que por lo tanto debe hacerse un ajuste adecuado del -
nivel de hormonas y la concentración de sales minerales. Pre 
viamente Saunders y Bingham (1972), señalaron que la regene= 
raci6n de plantas en cultivo está condicionada por la inter­
acción de los medios de inducción y de diferenciación con el 
genotipo y con los reguladores del crecimiento. Recientemen­
te Brown y Atanassov (1985) apoyan este punto al mencionar 
que existe evidencia de la influencia del tipo de protocolo 
de cultivo con respecto a la regeneración ln vltA~ Estos au­
tores concluyen que el tipo de protocolo del cual obtuvieron 
mejores resultados, no fué el más conveniente para lineas de 
baja respuesta a diferencia de las lineas de alta respuesta 
con germoplasma parental 6a~c~td con las que obtuvieron al­
tos rendimientos de embriones somáticos. 

Anunirato y Steward (1971, Tisseratet ~L, 1979) mencio­
nan que en niveles altos de nutrientes en los medios de culti 
vo como en un MS, se logran desarrollar los embriones somáti~ 
cos. En este estudio, los cuatro protocolos de cultivo mane­
jan niveles altos de sales inorgánicas, cada uno de ellos mo­
dificado en cuanto al nivel de nitrógeno total y con los cua­
les se han obtenido embriones somáticos en alta respuesta. El 
efecto de cada uno de estos protocolos de cultivo reveló lo 
siguiente: respuesta embriogénica para el protocolo A de Moa­
pa 69, Velluda Peruána y A 70-34 e inducción a embriogénesis 
de las variedades INIA 76 y Bajio 76. Este protocolo maneja 
un medio basal MS ampliamente socorrido para el cultivo de te 
jidos vegetales y que para ernbriogénesis en alfalfa fué modi= 
ficado (Meijer y Brown, 1987b). Este protocolo maneja un me­
dio de inducción por diez dias y un medio de regeneración sin 
reguladores del crecimiento. Este tipo de medio basal modifi­
cado también resultó favorable en los experimentos alternos 
realizados con Velluda Peruana y Moapa 69, donde la concen­
tración de reguladores del crecimiento bajo los cuales se foE 
maron los embriones somáticos indican que la inducción fué po 
sitiva, por lo cual no es necesario modificar significativa-­
mente la concentración hormonal que reporta originalmente el 
protocolo A. Para el protocolo B se esperaba una respuesta e~ 
briogénica mayor dado que este protocolo fué establecido para 
una linea embriogénica de M. ~4.tiv~. Sólo se observó la forro~ 
ci6n de embriones somáticos en Sintético II Hidalgo y prácti­
camente no se observaron callos con inducción a embriogénesis 
en ninguna variedad. Walker~t ~z (1978, 1979) modificaron el 
medio original de Schenk y Hildebrandt en la cantidad y cali­
dad de fuente de nitrógeno. Al respescto Skokut~~ at (1980) 
hacen una comparación de algunos medios basales y resaltan que 
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En relación al efecto de los protocolos de cultivo en
la respuesta de regeneracion in viâae, Walker, Yu, Sato y
Jaworsky (1978) infieren que el tipo de órgano formado duran
te la organogénesis de alfalfa puede estar controlado por la
manipulación de los componentes nutricionales del medio de
cultivo. Kao y Michayluk (19811 igualmente establecen queflas
sales minerales de los medios pueden afectar a la embriogêne
sis y que por lo tanto debe hacerse un ajuste adecuado del
nivel de hormonas y la concentración de sales minerales. Pre
viamente Saunders y Bingham [19?2], señalaron que la regene:
ración de plantas en cultivo está condicionada por la inter-
acción de los medios de inducción y de diferenciación con el
genotipo y con los reguladores del crecimiento. Recientemen-
te Brown y Atanassov (1985) apoyan este punto al mencionar
que existe evidencia de la influencia del tipo de protocolo
de cultivo con respecto a la regeneración.¿n u¿tib.1Estos au-
tores concluyen que el tipo de protocolo del cual obtuvieron
mejores resultados, no fué el más conveniente para lineas de
baja respuesta a diferencia de las líneas de alta respuesta
con germoplasma parental ficåcitu con las que obtuvieron al-
tos rendimientos de embriones somãticos.

Ammirato y Steward (1911, Tisseratsi ai., 1979) mencio-
nan gue en niveles altos de nutrientes en los medios de culti
vo como en un MS, se logran desarrollar los embriones somáti-
cos. En este estudio, los cuatro protocolos de cultivo mane-
jan niveles altos de sales inorgãnicas, cada uno de ellos mo-
dificado en cuanto al nivel de nitrógeno total y con los cua-
les se han obtenido embriones somaticos en alta respuesta. El
efecto de cada uno de estos protocolos de cultivo reveló lo
siguiente: respuesta embriogénica para el protocolo A de Moa-
pa 69, Velluda Peruana y A TD-34 e inducción a embriogénesis
de las variedades INIA 76 y Bajio T6. Este protocolo maneja
un medio basal MS ampliamente socorrido para el cultivo de te
jidos vegetales y que para embriogénesis en alfalfa fué modi-
ficado {Meijer y Brown, 19B?bl. Este protocolo maneja un me-
dio de inducción por dies dias y un medio de regeneración sin
reguladores del crecimiento. Este tipo de medio basal modifi-
cado tambiën resultó favorable en los experimentos alternos
realizados con Velluda Peruana y Moapa E9, donde la concen-
tración de reguladores del crecimiento bajo los cuales se fo;
maron los embriones somãticos indican que la inducción fué pp
sitiva, por lo cual no es necesario modificar significativa-
mente la concentración hormonal que reporta originalmente el
protocolo A. Para el protocolo B se esperaba una respuesta em
briogênica mayor dado que este protocolo fué establecido para
una línea embriogênica de H. action. Sólo se observó la forma
ción de embriones somáticos en Sintëtico II Hidalgo y prácti-
camente no se observaron callos con inducción a embriogénesis
en ninguna variedad. Walkerfiï ii [1978, 1979) modificaron el
medio original de Schenk y Hildebrandt en la cantidad y cali-
dad de fuente de nitrógeno. nl respescto Skokutmet al (1989)
hacen una comparación de algunos medios basales y resaltancnm
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el medio SH basal contiene de 79 a 87% menos ion amonio que 
los medios basales de Blaydes y de Linsmaier y Skoog. A pe­
sar de haber empleado el SH modificado por Walker y coautores 
(1981), para el germoplasma que empleamos, este no result6 fa 
vorable en lo referente a respuesta embriog6nica. Este proto= 
colo B maneja una primera etapa de proliferaci6n de callo con 
ANA y cinetina, una corta etapa de inducci6n con 2,4-D y fi­
nalmente la regeneraci6n o diferenciaci6n en un medio basal. 
Se observ6 que al someter a los inóculos directamente a la 
formaci6n de callo este resultaba ser demasiado proliferati­
vo. Bajo el protocolo e s6lo se observó la formación de em­
briones en SintEtico II Hidalgo y en A 70-34 e inducción en 
seis variedades, lo cual nos induca que la regeneraci6n de 
los embriones es el punto clave. Este protocolo no maneja una 
resiembra a un medio basal para permitir morfogEnesis. El pro 
tocolo D maneja un medio basal Bli2Y con tres pasos. Este me= 
dio modificado por Bingham y colaboradores (1975) fuE emplea­
do favorablemente en trabajos en los que seleccionaron mate~ 
rial que regenerara a plantas en cultivo, y dentro de los tra 
bajos de alfalfa ha sido ampliamente utilizado como un medio­
muy generalizado. Bingham y coautores reportan haber suplemen 
tado a este medio con inositol un compuesto org&nico que se -
ha visto que está involucrado en la s1ntesis de fosfol1pidos, 
pectinas de pared celular y en sistemas de membrana citoplas­
mática (Conger, 1980), y con extracto de levadura que es un 
compuesto orgánico de composici6n indefinida pero que posee 
componentes de bajo peso molecular con una estructura similar 
a auxinas, con el cual Bingham obtiene mejores rendimientos 
en Regen s. Bajo el protocolo D se obtuvieron embriones somá­
ticos en Velluda Peruana, Moapa 69,.SintEtico I Jard!n, Valen 
ciana y A 70-34 y asimismo ·Se observ6 inducci6n a embriogEne~ 
sis en Velluda Peruana, Sint6tico II Hidalgo, Baj!o 76 y va­
lenciana. Estos resultados nos sugieren que este protocolo re 
sult6 ser favorable para nuestras variedades. Este protocolo­
maneja un periodo de inducci6n durante diez d!as en obscuri­
dad. Novak y Konecna (1982) no explican el efecto fisiol6gico 
real de esta especificaci6n, sin embargo, se infiere que si 
el proceso natural de los· primeros estad!os ocurre en obscuri 
dad este sea el prop6sito de someter a los in6culos a obscuri­
dad, en donde estén involucrados procesos de activaci6n o de­
sactivaci6n de fitocromo. Poco se ha estudiado el efecto de 
la luz en el proceso de embriogEnesis somltica en alfalfa, tal 
vez porque no es un factor crítico en estos sistemas. Al res­
pecto Saunders y Bingham (1972) sometieron a sus cultivos a 
obscuridad, iluminacidn continua y fotoperiodo de 16h luz/8h 
obscuridad y observaron que no exist1a una diferencia fundamen 
tal entre las tres condiciones probadas concluyendo que tanto­
la inducci6n de callos como la obtenci6n de brotes, no se ve!a 
afectada por el fotoper1odo. Luppotto (1983) en el reporte de 
sus trabajos menciona que la iluminaci6n no tuvo influencia en 
la inducci6n de callo, aunque s1 observ6 que promovi6 la prol,! 
feraci6n de callo en los subcultivos. Este mismo protocolo D 
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el medio SH basal contiene de T9 a 81% menos ion amonio gue
los medios basales de Blaydes y de Linsmaier y Skoog. n pe-
sar de haber empleado el SH modificado por Walker y coautores
11981), para el germoplasma que empleamos, este no resultó fa
vorable en lo referente a respuesta embriogónica. Este proto:
colo B maneja una primera etapa de proliferación de callo con
ana y cinetina, una corta etapa de inducción con 1,4-n y fi-
nalmente la regeneración o diferenciación en un medio basal.
Se observó que al someter a los inóculos directamente a la
formación de callo este resultaba ser demasiado proliferati-
vo. Bajo el protocolo c sólo se observó la formación de em-
briones en sintético II Hidalgo y en A TD-34 e inducción en
seis variedades, lo cual nos induca gue la regeneración de
los embriones es el punto clave, Este protocolo no maneja una
resiembra a un medio basal para permitir morfogenesis. El prg
tocolo B maneja un medio basal Bliìï con tres pasos. Bate me-
dio mdificado por Bingham 3 colaboradores [l9T5l fué emplea-
do favorablemente en trabajos en los que seleccionaron mate-
rial que regenerara a plantas en cultivo, y dentro de los tra
bajos de alfalfa ha sido ampliamente utilizado como un medio-
muy generalizado. Bingham y coautores reportan haber suplemep
tado a este medio con inositol un compuesto orgánico gue se
ha visto que está involucrado en la sintesis de fosfolípidos,
pectinas de pared celular y en sistemas de membrana citoplas-
mãtica Edonger, lddül, y con extracto de levadura gue es un
compuesto orgánico de composición indefinida pero gue posee
componentes de bajo peso molecular con una estructura similar
a ausinas, con el cual Bingham obtiene mejores rendimientos
en Regen S. Bajo el protocolo D se obtuvieron embriones somá-
ticos en velluda Peruana, Hoapa d9,.sintótico I Jardin, valen
ciana y A 7d-3d y asimismo-se observó inducción a embriogéne:
sis en velluda Peruana, sintético II Hidalgo, Bajío T6 y va-
lenciana. Estos resultados nos sugieren que este protocolo re
sultó ser favorable para nuestras variedades. Este protocolo
maneja un periodo de inducción durante dies dias en obscuri-
dad. Novak y Konecna [1982] no explican el efecto fisiológico
real de esta especificación, sin embargo, se infiere que si
el proceso natural de los'primeros estadios ocurre en obscuri
dad este sea el propósito de someter a los inóculos a obscuri-
dad, en donde estén involucrados procesos de activación o de-
sactivación de fitocromo. Poco se ha estudiado el efecto de
la lus en el proceso de embriogénesis scmótica en alfalfa, tal
ves porgue no es un factor critico en estos sistemas. al res-
pecto Saunders y Bingham {l9T2I sometieron a sus cultivos a
obscuridad, iluminación continua y fotoperiodo de 15h lusƒdh
obscuridad y observaron que no existía una diferencia fundamp
tal entre las tres condiciones probadas concluyendo que tanto
la inducción de callos como la obtención de brotes, no se veia
afectada por el fotoperiodo. Luppotto {l9B3I en el reporte de
sus trabajos menciona que la iluminación no tuvo influencia en
la inducción de callo, aunque si observó gue promovió la proli
feración de callo en los subcultivos. Este mismo protocolo B



en la segunda fase de desarrollo de callo también determina la 
formación de los embriones somáticos, esta respuesta probable­
mente se ve reforzada por la cinetina, al activar la división 
celular de los centros meristemáticos previamente inducidos. 
La búsqueda de un medio basal adecuado condicionó a que varios 
autores probaran diferentes tipos de formulaciones. Walker y 
Sato (1981) encontraron algunas diferencias substanciales en­
tre los medios. de Blaydes y SH en la concentraci6n de potasio, 
magnesio, sulfato y calcio así como en la composición de sales 
menores y en la fraccm6n orgánica por lo que realizaron una se 
rie de combinaciones de sales mayores, menores y vitaminas de­
ambos tipos de formulaciones y obtener a aquella combinación 
más rendidora. Aunque Stavarek Qt al. (1980) concluyeron pre­
viamente que el tipo de medio basal empleado para la obtención 
de brotes no parece ser crítico, Luppotto (1983) encontró que 
el medio basal que le dió mejores resultados tanto para inducción 
como para regeneración fué el BS. 

Entre los elementos orgánicos que se emplearon dentro de 
las formulaciones manejadas para este trabajo, también sobresa 
len algunos aspectos importantes. La sacarosa es uno de ellos­
empleada para reemplazar el carbono.que normalmente la planta 
fija de la atmósfera, de tal forma que el-papel de este carbo­
hidrato en los cultivos es como una fuente de energía al parti 
cipar en la glic6lisis, el ciclo de ácidos tricarboxílicos y -
en la vía de las pentosas, y como un osrorregulador. (Bares y U­
miel y Brown et al. citados por Stavarek et ae., 1980). Estos 
autores mencionan que- .-en callos de tabaco, una tercera parte 
de la sacarosa adicionada al medio de cultivo es empleada como 
osmorregulador y las dos terceras partes restantes como fuente 
de energía. Sugieren, asimismo, que su papel como osmorregula­
dor es más intenso durante la etapa de desarrollo de los bro­
tes que durante el período de inducci6n. En este trabajo se em 
ple6 de manera general una concentración de 3% de sacarosa en­
los medios de cultivo, basados en los protocolos establecidos 
por sus autores. Meijer y B.rown (1987a) de acuerdo a su expe­
riencia concluyen que el nivel de sacarosa corrientemente em­
pleado de 3% (0.9M) en el medio de cultivo, dá óptimos resulta 
dos en cuanto a rendimiento y que por lo tanto no existe raz6ñ 
alguna para modificarlo, en tanto que a al tas o a.bajas concen­
traciones de sacarosa se inhibe el proceso de embriogénesis so 
mática. 

Otro elemento importante es el extracto de levadura, un 
complejo orgánico elaborado por la extracción acuosa de células 
de levadura autolisadas y que de acuerdo a su análisis f isico­
químico presenta un alto contenido de vitamina By 7.4% de ni­
trógeno total. Aunque como Binghmam y. colaboradores (19 7 5) y 
saunders y Bingham (1972, l.975) observan que el medio suplemeE_ 
tado con extracto de levadura favoreció sus cultivos al obser­
var "un brotamiento de manera espectacular", Walker y Sato en 
1981 y Luppotto (1983) mencionan que el Bli2Y es un buen medio 
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en la segunda fase de desarrollo de callo también determina la
formación de los embriones somáticos, esta respuesta probable-
mente se ve reforzada por la cinetina, al activar la división
celular de los centros meristemáticos previamente inducidos.
La búsqueda de un medio basal adecuado condicionó a que varios
autores probaran diferentes tipos de formulaciones. Walker y
Sato i19B1} encontraron algunas diferencias substanciales en-
tre los medios de Blaydes y SH en la concentración de potasio,
magnesio, sulfato v calcio así como en la composición de sales
menores y en la fracción orgánica por lo que realizaron una se
rie de combinaciones de sales mayores, menores v vitaminas de
ambos tipos de formulaciones y obtener a aquella combinación
mas rendidora. Aunque Stavarek vt ai. [IBBBI concluyeron pre-
viamente que el tipo de medio basal empleado para la obtención
de brotes no parece ser crítico, Luppotto {19E3} encontró que
el medio basal que le dió mejores resultados tanto paraindmxmó
como para regeneración fué el B5.

Entre los elementos orgánicos que se emplearon dentro de
las formulaciones manejadas para este trabajo, también sobresa
len algunos aspectos importantes. La sacarosa es uno de ellos
empleada para reemplazar el carbono gue normalmente la planta
fija de la atmósfera, de tal forma que el"papel de este carbo-
hidrato en los cultivos es como una`fuente de energia al parti
cipar en la glicólisis, el ciclo de ácidos tricarboxilicos y
en la via de las pentosas, y como un omuregulador.{Bares y U-
miel y Brown El u . citados por Stavarek tf aE_, lddüj. Estos
autores mencionan gueçen callos de tabaco, una tercera parte
de la sacarosa adicionada al medio de cultivo es empleada como
osmorregulador y las dos terceras partes restantes como fuente
de energia. sugieren, asimismo, gue su papel como osmorregula-
dor es más intenso durante la etapa de desarrollo de los bro-
tes que durante el periodo de inducción. En este trabajo se em
pleó de manera general una concentración de 3% de sacarosa en
los medios de cultivo, basados en los protocolos establecidos
por sus autores. Meijer y Brown {19B?a} de acuerdo a su expe-
riencia concluyen gue el nivel de sacarosa corrientemente em-
pleado de 3% {ü.9m] en el medio de cultivo, da óptimos resultg
dos en cuanto a rendimiento y gue por lo tanto no existe razón
alguna para modificarlo, en tanto gue a altas oaibajas concen-
traciones de sacarosa se inhibe el proceso de embriogénesis so
mãtica.

otro elemento importante es el extracto de levadura, un
complejo orgánico elaborado por la extracción acuosa de células
de levadura autolisadas y gue de acuerdo a su análisis fisico-
guimico presenta un alto contenido de vitamina B v 7.4% de ni-
trógeno total. nungue como Binghmam y colaboradores {19T5ì Y
Saunders y Bingham {l9?2, l9?5} observan que el medio suplemep
tado con extracto de levadura favoreció sus cultivos al obser-
var "un brotamiento de manera espectacular", Walker y Sato en
1931 v Luppotto [I9E3} mencionan gue el Bli2ï es un buen medio
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de regeneración a embriones, pero considerar que bien puede e­
liminarse este complejo del medio de cultivo sin que esto afee 
te adversamente la embriogénesis,y observan también que la for 
mación de raices se ve inhibida por la presencia del extracto­
de levadura en el medio de regeneración. En los resultados del 
presente estudio el efecto real del extracto de levadura no re 
sulta concluyente. Se siguió el protocolo de cultivo establecT 
do por sus autores pero no se comprobó el efecto de este com-­
plejo en las fases de inducción y regeneración para el germo­
plasma que nosotros empleamos. Para realizar estos experimen­
tos se requiere, en principio, detectar material con potencial 
embriogénico y posteriormente realizar la optimización de las 
condiciones generales del cultivo. Al menos en el protocolo D, 
que maneja un Bli2Y, sí se obtuvieron embriones somáticos aun­
que a bajos rendimientos y no con la calidad deseada, es decir, 
que mostraron anormalidades morfol6gicas, pero no sabemos con 
precisi6n el efecto del extracto de levadura en nuestros resul 
tados. Lo mismo puede decirse del hidrolizado de caseína. Este 
es un complejo orgánico compuesto de aminoácidos entre los que 
predominan la glutamina y la prolina como Meijer y Brown (1987a) 
mencionan. La idea de adicionar caseína hidrolizada a los me­
dios de cultivo es que como fuente de nitrógeno orgánico ayuda 
a reforzar la cantidad y calidad de los embriones somáticos. 
Acerca de los favorables efectos que especialmente tienen la 
glutamina y la prolina en genotipos embriogénicos hablan los 
trabajos de de Stuart y Strickland (1984a, 1984b), Skokut et a.C.. 
(1985) y Meijer y Brown (1987a, 1987b). Al parecer los aminoá­
cidos constituyen una fuente inmediata de nitr6geno a los cul 
tivos. En este trabajo s6lo para el protocolo B se incluy6 eI 
hidrolizado de caseína como fuente de aminoácidos, sin embargo, 
se observ6 la formaci6n de embriones en minima cantidad. Cabe 
recordar nuevamente la influencia del genotipo en la respuesta 
embriogénica. Skokut et ct.L (1985) concluyen que el suministro 
de aminoácidos refuerza la cantidad y calidad de los embriones 
somáticos, pero la incorporaci6n del nitr6geno proveniente de 
estos aminoácidos en la síntesis de proteinas es independien­
te del genotipo. 

Steward y Krikorian citados por dos Santos y coautores en 
1980, enuncian que la embriogénesis somática es un proceso se­
cuencial que requiere de un período de cultivo en el que las 
células inicien su propensión morfogenética seguida de un pe­
ríodo en el cual su potencial embriogenético sea expresado. Es 
te proceso secuencial se ha logrado diferenciar en dos pasos -
fundamentales, el de inducci6n y el segundo paso donde ocurre 
la diferenciación. Walker et al. (1981) de acuerdo a sus resul 
tados obtenidos después de haber trabajado con diferentes ti-­
pos de medios de regeneraci6n como BS, SH, Bli2Y y LS, conclu 
yen que la determinaci6n del tipo de 6rgano formado es fun- -
ción única de los reguladores del crecimiento incluidos en el 
medio de inducción y que el tipo de morfogénesis s6lo es ob­
servable en el medio de regeneración. El medio de regeneración 
generalmente se maneja como un medio basal sin reguladores del 
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de regeneración a embriones, pero considerar que bien puede e-
liminarse este complejo del medio de cultivo sin que esto afec
te adversamente la embriogénesis.y observan también que la fo?
mación de raices se ve inhibida por la presencia del extracto-
de levadura en el medio de regeneración. En los resultados del
presente estudio el efecto real del extracto de levadura no re
sulta concluyente. Se siguió el protocolo de cultivo estableci
do por sus autores pero no se comprobó el efecto de este com-_
plejo en las fases de inducción v regeneración para el germo-
plasma que nosotros empleamos- Para realizar estos experimen-
tos se requiere, en principio, detectar material con potencial
embriogénico y posteriormente realizar la optimización de las
condiciones generales del cultivo. nl menos en el protocolo D,
que maneja un Bli2Y, si se obtuvieron embriones somãticos aun-
gue a bajos rendimientos y no con la calidad deseada, es decir,
gue mostraron anormalidades morfológicas, pero no sabemos con
precisión el efecto del extracto de levadura en nuestros resul
tados. Lo mismo puede decirse del hidrolizado de caseina. Este
es un complejo orgánico compuesto de aminoácidos entre los que
predominan la glutamina y la prolina como Meijer y Brown [HH7a)
mencionan. La idea de adicionar caseina hidrolizada a los me-
dios de cultivo es que como fuente de nitrógeno orgánico ayuda
a reforzar la cantidad y calidad de los embriones somãticos.
Acerca de los favorables efectos que especialmente tienen la
glutamina y la prolina en genotipcs embriogénicos hablan los
trabajos de de Stuart y Strickland {l984a, l9B4b}, Skokut vt si
(1985) y Meijer y Brown (l9E?a, lådïbl. Al parecer los aminoá-
cidos constituyen una fuente inmediata de nitrógeno a los cul
tivos. En este trabajo sólo para el protocolo B se incluyó el
hidrolizado de caseïna como fuente de aminoácidos, sin embargo,
se observó la formación de embriones en minima cantidad. Cabe
recordar nuevamente la influencia del genotipo en la respuesta
embriogénica. Skokut et af. (19851 concluyen que el suministro
de aminoácidos refuerza la cantidad y calidad de los embriones
somãticos, pero la incorporación del nitrógeno proveniente de
estos aminoácidos en la sintesis de proteinas es independien-
te del genotipo. .

Steward y Krikorian citados por dos Santos y coautores en
1980, enuncian que la embriogénesis somática es un proceso se-
cuencial que requiere de un período de cultivo en el que las
celulas inicien su propensión morfogenética seguida de un pe-
riodo en el cual su potencial embriogenetico sea expresado. Es
te proceso secuencial se ha logrado diferenciar en dos pasos
fundamentales, el de inducción y el segundo paso donde ocurre
la diferenciación. Walker si ai. ildflll de acuerdo a sus resul
tados obtenidos después de haber trabajado con diferentes ti-
pos de medios de regeneración como B5, SH, Bli2Y y LS, conclp
yen que la determinación del tipo de órgano formado es fun-
ción única de los reguladores del crecimiento incluidos en el
medio de inducción y que el tipo de morfogénesis sólo es ob-
servable en el medio de regeneración. El medio de regeneración
generalmente se maneja como un medio basal sin reguladores del
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crecimiento, sin embargo, en este trabajo se observó que la 
transferencia de callos del medio de inducción al medio de 
regeneración de Velluda Peruana (callos de peciolo bajo el 
protocolo A) y Valenciana (callos de cotiledones y radícula 
bajo el protocolo B) no favoreció las cualidades de los ca­
llos ni se observó la formación de embriones somáticos. Los 
callos se tornaron muy amari .. os o en ocasiones a color claro 
en el área de contacto con el medio de cultivo. En cambio 
en el protocolo D, se observó que la respuesta embriogéni­
ca de los callos que así se llego a observar fué en el se­
gundo medio de cultivo con ANA y cinetina alrededor del 
día 15 de su resiembra para las variedades A 70-34, Velluda 
Peruana, Moapa 69, Valenciana y Sintético I Jardín. En ca­
llos embriogénicos de A 70-34 que cubrieron totalmente el 
protocolo D y que ya no siguieron formando más embriones so 
máticos, fueron sembrados de nuevo a este segundo medio de­
cultivo y se logró regenerar más embriones somáticos. Por 
todo lo anterior se deduce que el medio de regeneración jue 
ga un papel muy importante en la formaci6n de los embriones 
somáticos. En seis de nuestras variedades se ha observado 
que la inducci6n de embriogénesis está dada, ahora será ne 
cesario optimizar las condiciones de regeneraci6n y desarro 
llo de los embriones somáticos. 

La inducción positiva hacia la embriogénesis que aquí 
se reporta luego de observar estos puntos verde claro embe­
bidos en los callos, se detect6 bajo el protocolo e, o y A. 
La mayor parte de estos puntos no se desarroll6 completamen 
te y pensamos que en este punto influy6 el medio de regene~ 
raci6n y/o la calidad de los reguladores del crecimiento. 
En cuanto a los reguladores del crecimiento, no cabe duda 
que el 2,4-D funge un papel imprescindible como agente in­
ductor de la embriogénesis somática, aunque como mencionan 
Bingham y colaboradores (1975), los niveles 6ptimos de hor­
mona durante la embriogénesis se desconocen; sin embargo, 
se ha observado que altos niveles de 2,4-D promueven la em­
briogénesis durante estados preglobulares, aunque si se man 
tienen estos altos niveles se inhibe el desarrollo ulterior 
e incluso se favorece a que aquellos embriones ya formados 
retornen a formar callo. Walker et a!. (1979) puntualizan 
que el requerimiento del 2,4-D en el cultivo y su subsecue~ 
te remoci6n para inducci6n-diferenciaci6n, habla de la dua­
lidad de la funci6n de este compuesto en cultivo de tejidos. 
Halperin (1966) propuso que el 2,4-D mantiene al cultivo en 
un estado desorganizado por una continua estimulaci6n celu­
lar. Murashige citado por Walker y coautores (1978) puntua­
liza que este regulador del crecimiento estimula la proli­
feración del callo {n v¿t~o y que es un antagonista de la 
organogénesis por lo que el patr6n de formación de órganos 
es el resultado de los niveles end6genos de hormonas auxina 
y cinetina, aún así no se ha determinado el efecto de los 
reguladores del crecimiento en el patr6n de la formaci6n de 
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crecimiento, sin embargo,en este trabajo se observó que la
transferencia de callos del medio de inducción al medio de
regeneración de velluda Peruana [callos de peciolo bajo el
protocolo A) y Valenciana (callos de cotiledones y radicula
bajo el protocolo B) no favoreció las cualidades de los ca-
llos ni se observó la formación de embriones somãticos. Los
callos se tornaron muy amari os o en ocasiones a colorclaro
en el área de contacto con el medio de cultivo. En cambio
en el protocolo D, se observó que la respuesta embriogéni-
ca de los callos que asi se llego a observar fué en el se-
gundo medio de cultivo con ANA y cinetina alrededor del
dia 15 de su resiembra para las variedades A 70-34, Velluda
Peruana, Moapa 69, Valenciana y sintético I Jardin. En ca-
llos embriogénicos de A 70-34 que cubrieron totalmente el
protocolo D y que ya no siguieron formando más embriones so
mãticos, fueron sembrados de nuevo a este segundo medio de-
cultivo y se logró regenerar mas embriones somãticos. Por
todo lo anterior se deduce que el medio de regeneración jug
ga un papel muy importante en la formación de los embriones
somâticos. En seis de nuestras variedades se ha observado
que la inducción de embriogénesis está dada, ahora será ng
cesario optimizar las condiciones de regeneración y desarro
llo de los embriones somâticos. _

La inducción positiva hacia la embriogénesis que aquí
se reporta luego de observar estos puntos verde claro embe-
bidos en los callos, se detectó bajo el protocolo C, D y A.
La mayor parte de estos puntos no se desarrolló completamep
te y pensamos que en este punto influyó el medio de regene-
ración yfo la calidad de los reguladores del crecimiento.
En cuanto a los reguladores del crecimiento, no cabe duda
que el 2,4-D funge un papel imprescindible como agente in-
ductor de la embriogénesis somática, aunque como mencionan
Bingham y colaboradores [l9?5), los niveles óptimos de hor-
mona durante la embriogénesis se desconocen: sin embargo,
se ha observado que altos niveles de 2,4-D promueven la em-
briogénesis durante estados preglobulares, aunque si se map
tienen estos altos niveles se inhibe el desarrollo ulterior
e incluso se favorece a que aquellos embriones ya formados
retornen a formar callo. Walker tf ai. (1979) puntualizan
que el requerimiento del 2,4-B en el cultivo y su subsecuep
te remoción para inducción-diferenciación, habla de la dua-
lidad de la función de este compuesto en cultivo de tejidos
Halperin (1966) propuso que el 2,4-D mantiene al cultivo en
un estado desorganizado por una continua estimulación celu-
lar. Murashige citado por Walker y coautores (1978) puntua-
liza que este regulador del crecimiento estimula la proli-
feración del callo in vfiau y que es un antagonista de la
organogénesis por lo que el patrón de formación de órganos
es el resultado de los niveles endógenos de hormonas auxina
y cinetina, aún asi no se ha determinado el efecto de los
reguladores del crecimiento en el patrón de la formación de
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órganos. Bingham e.t aR.(1975) infieren que el 2,4-D estimula 
la sintesis de citocinina interna de tal manera que es asi 
como se induce la formación de brotes. Walker e.t at. (1978) 
mencionan un efecto residual del 2,4-D en el medio sin hormo 
nas y un efecto de choque ("shock") provocado por la altera= 
ción del balance normal de manera drástica durante la etapa 
de inducción en donde se provoca este "disparo" hacia la di­
ferenciación. Aunado a todas estas consideraciones acerca 
el 2,4-D, Meijer y Brown en 1987b, mencionan que esta auxina 
sintética puede provocar alteraciones cromos6micas en espe~ 
cial durante exposiciones prolongadas además de que puede 
provocar malformaciones en la capacidad regenerativa de los 
cultivos. En este trabajo se manejaron concentraciones del 
2,4-D desde 5µM hasta lOOµM y el periodo de exposición para 
este agente fué desde 4 dias en el protocolo B hasta 30 dias 
en el protocolo e, con 10 dias para los protocolos A y D. La 
relación de tiempo y concentración de este agente inductor y 
la observación de una inducción positiva pero baja regenera­
ción no resulta tampoco concluyente, sin embargo no podemos 
descartar la posibilidad de que la morfogénesis no haya sido 
evidente por la influencia del 2,4-D. En los protocolos en 
los que se observó la formación de embriones, existen dife­
rencias substanciales en cuanto a la concentración del 2,4-D, 
aunque su influencia en la calidad no es precisa. Meijer y 
Brown al respecto, observan que la pobre calidad de los em­
briones se correlaciona directamente con altas concentracio­
nes de esta auxina sintética. Kao y Michayluk en 1981 repor­
tan que el fenómeno de inducción no es especifico del 2,4-D, 
mencionan que el ANA puede reemplazarlo en ocasiones, siendo 
este el único reporte que asi lo expresa. Meijer y Brown en 
1987b no encontraron respuesta embriogénica con ANA ni con 
picloram (ac. 4 amino 3,5,6 tricloropicolinico) que es otra 
auxina sintética. Bingham et ct.l. (1975) observan que el em­
plear ANA se obtiene un mínimo efecto en la formación de bro­
tes y mencionan la posibilidad de que el 2,4-D y el ANA pue-

_dan tener efectos en la síntesis o disminución de auxinas na­
turales que no hayan sido eliminados. Luppotto (1983) sostie­
ne que el ANA mantiene el crecimiento del callo en alfalfa. 
Para Novak y Konecna la presencia de ANA y cinetina simultá­
neamente en el medio de cultivo permite el establecimiento de 
callos a largo plazo y permite el desarrollo y diferenciación 
de los embriones tal y como lo observamos en este trabajo ba­
jo el protocolo D. La cinetina no se requiere para inducir la 
brotación, pero si para favorecer la formación de brotes en 
los cultivos (Bingham e.t. a.f., 1975). O~ Q.cuerdo~.con Tisserat y 
coautores, se concluye que lqi.ill.f;l,uencí.a del: balance auxina 
citocinina juega un papel esencial en el control de la embrio 
génesis somática. En este trabajo se emplearon niveles de ANA 
desde lµM hasta lOµM y de cinetina desde lpM hasta lOµM, niv~ 
les dentro de los que se contempló la inducción y formación 
de embriones somáticos. En los experimentos alternos con Ve-
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órganos. Bingham at af.{15?5) infieren que el 2,4-D estimula
la sintesis de citocinina interna de tal manera que es asi
como se induce la formación de brotes. Walker tt sí. ll9?B}
mencionan un efecto residual del 2,4-D en el medio sin hormq
nas y un efecto de choque ["shock“) provocado por la altera-
ción del balance normal de manera drástica durante la etapa
de inducción en donde se provoca este "disparo" hacia la di-
ferenciación. Aunado a todas estas consideraciones acerca
el 2,4-D, meijer y Brown en 19B?b, mencionan que esta auxina
sintética puede provocar alteraciones cromosómicas en espe-
cial durante exposiciones prolongadas además de que puede
provocar malformaciones en la capacidad regenerativa de los
cultivos. En este trabajo se manejaron concentraciones del
2,å-D desde 5pM hasta lüüpm y el periodo de exposición para
este agente fué desde 4 dias en el protocolo B hasta 3D dias
en el protocolo C, con 10 dias para los protocolos A y B. La
relación de tiempo y concentración de este agente inductor y
la observación de una inducción positiva pero baja regenera-
ción no resulta tampoco concluyente, sin embargo no podemos
descartar la posibilidad de que la morfogenesis no haya sido
evidente por la influencia del 2,4-D. En los protocolos en
los que se observó la formación de embriones, existen dife-
rencias substanciales en cuanto a la concentración del 2,4-D,
aunque su influencia en la calidad no es precisa. meijer y
Brown al respecto, observan que la pobre calidad de los em-
briones se correlaciona directamente con altas concentracio-
nes de esta auxina sintética. Kao y Michayluk en 1981 repor-
tan que el fenómeno de inducción no es especifico del 2,4-D,
mencionan que el ANA puede reemplazarlo en ocasiones,siendo
este el único reparte que asi lo expresa. Neijer y Brown en
lddïb no encontraron respuesta embriogénica con ANA ni con
picloram (ac. á amino 3,5,6 tricloropicolinicol que es otra
auxina sintética. Bingham Et nl. {19?5) observan que el em-
plear ANA se obtiene un minimo efecto en la formación de bro-
tes y mencionan la posibilidad de que el 2,4-D y el ANA pue-
dan tener efectos en la sintesis o disminución de auxinas na-
turales que no hayan sido eliminados. Luppotto (1983) sostie-
ne que el ANA mantiene el crecimiento del callo en alfalfa.
Para Novak y Konecna la presencia de ANA y cinetina simultá-
neamente en el medio de cultivo permite el establecimiento de
callos a largo plazo y permite el desarrollo y diferenciación
de los embriones tal y como lo observamos en este trabajo ba-
jo el protocolo D. La cinetina no se requiere para inducir la
brotación, pero si para favorecer la formación de brotes en
los cultivos [BinghamE1LaI., l9?5}. De.acuerdolcon_Tisserat y
coautores, se concluye que la influenoia del balance auxina
citocinina juega un papel esencial en el control de la embrip
genesis somática. En este trabajo se emplearon niveles de ANA
desde lpm hasta lüpm y de cinetina desde lpm hasta lüpm, nive
les dentro de los que se contempló la inducción y formación
de embriones somâticos. En los experimentos alternos con ve-

- 15 _



!luda Peruana y Moapa 69 que incluyeron diferentes niveles de 
citocinina en combinaci6n con 2,4-D se observó que a niveles 
de O.lmg/1 a 0.2 mg/l de citocininas favorecen la embriogéne­
sis, en cambio, a niveles mayores, se observó una tendencia 
hacia la rizogénesis de callos. 

En lo concerniente al tipo de inóculo, en general tanto 
tejidos embrionarios como peciolo produjeron callo y se veri­
ficó la formación de embriones somáticos. De acuerdo al tipo 
de callo y embriones formados los mejores inóculos fueron hi­
pocotilo y peciolo, cuyos callos no fueron demasiado prolife­
rativos, en callos de cotiledones y de hoja trifoliada (resul 
tados no reportados) se observ6 esta tendencia a crecer en de 
masía y callos de radícula suelen ser desde pequeños o muy 
grandes y friables. La ventaja de los inóculos procedentes de 
tejidos embrionarios es que son tejidos súmamente jóvenes por 
lo que existe mayor probabilidad de inducir y diferenciarles 
por embriogénesis som&tica. Sin embargo emplear tejidos em­
brionarios implica partir siempre de semilla considerando la 
variabilidad inherente en este material, no garntizando ple­
namente la respuesta embriogénica y su rendimiento, por lo 
que se deben sembrar grandes cantidádes de semilla y seleccio 
nar así el material con el que se pretende trabajar. También­
se debe contar con un buen sistema de desinfestacióndel mate­
rial vegetal que para este trabajo el empleado no fué eficien 
te en dos variedades lo cual impidi6 completar los protocolos 
de cultivo. La ventaja del manejo de peciolos, es que se par­
te de una planta conocida, se pueden obtener varios inóculos 
para una siembra para una siembra y es material que se puede 
clonar continuamente de tal forma que se dispone de éste pa­
ra siembras futuras. El empleo de peciolos de plantas de in­
vernadero es igualmente ventajoso, solamente debe adecuarse 
un sistema de desinfestación eficiente. Las plantas manteni­
das en cultivo asépticos, deben tener las condiciones apropia 
das de luz, temperatura, medio de cultivo como fuente de nu-­
trientes y el tipo de recipiente adecuado para permitir su ÓE 
timo desarrollo. Se dió el caso que plantas de A 70-34 bajo 
nuestras condiciones físicas desarrollaron peciolos delgados 
que no resultaron ser muy convenientes para el establecimien­
to de los cultivos, observando igualmente que las plantas clo 
nadas tardaron mucho más tiempo en recuperarse y desarrollar­
su sistema radicular que para el resto de las variedades pro­
badas. En cambio el desarrollo de las plantas de invernadero 
es mucho mayor, aunque, debe considerarse el aspecto fitosani 
tario de la planta, se deben emplear plantas sanas, que no es 
tén en floración y que sus tejidos se observen vigorosos. Es= 
te punto se refleja en las observaciones de Tisserat et ai'.. 
(1979) quienes mencionan que el inóculo y algunas de sus cua­
lidades fisiológicas son de gran importancia en la determina­
ción del proceso de embriogénesis somática. Novak y Konecna 
(198 2) en sus trabajos reportan. que la, capacidad embriogénica 
de los 'culti.'\los pueCl:e darse a pa;títir de varios órganos y que 
es variable entre sf, lo cual se corrobora en este estudio. 
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lluda Peruana y Hoapa E9 gue incluyeron diferentes niveles de
citocinina en combinacion con 2,4-D se observo gue a niveles
de ü.1mg/1 a 0.2 mgƒl de citocininas favorecen la embriogéne-
sis, en cambio, a niveles mayores, se observo una tendencia
hacia la risogénesis de callos.

En lo concerniente al tipo de inoculo, en general tanto
tejidos embrionarios como peciolo produjeron callo y se veri-
ficd la formacion de embriones somãticos. De acuerdo al tipo
de callo y embriones formados los mejores inoculos fueron bi-
pocotilo y peciolo, cuyos callos no fueron demasiado prolife-
rativos, en callos de cotiledones y de hoja trifolisda [resul
tados no reportados] se observo esta tendencia a crecer en de
masia y callos de radícula suelen ser desde pequeños o muy _
grandes y friables. La ventaja de los inoculos procedentes de
tejidos embrionarios es gue son tejidos súmamente jovenes por
lo que esiste mayor probabilidad de inducir y diferenciarles
por embriogénesis somática. Sin embargo emplear tejidos em-
brionarios implica partir siempre de semilla considerando la
variabilidad inherente en este material, no garntisando ple-
namente la respuesta embriogénica y su rendimiento, por lo
que se deben sembrar grandes cantidades de semilla y selecc'o1
nar así el material con el que se pretende trabajar. También-
se debe contar con un buen sistema de desinfestacióndel mate-
rial vegetal gue para este trabajo el empleado no fué eficien
te en dos variedades lo cual impidió completar los protocolos
de cultivo. La ventaja del manejo de peciolos, es que se par-
te de una planta conocida, se pueden obtener varios inóculos
para una siembra para una siembra y es material que se puede
clonar continuamente de tal forma que se dispone de este pa-
ra siembras futuras. El empleo de peciolos de plantas de in-
vernadero es igualmente ventajoso, solamente debe adecuarse
un sistema de desinfestacion.eficiente; Las plantas manteni-
das en-cultivo asëpticos, deben tener las condiciones apropia
das de lus, temperatura, medio de cultivo como fuente de nu-
trientes y el tipo de recipiente adecuado para permitir su dp
timo desarrollo. Se did el caso que plantas de A TU-34 bajo
nuestras condiciones físicas desarrollaron peciolos delgados
gue no resultaron ser muy convenientes para el establecimien-
to de los cultivos, observando igualmente que las plantas clå
nadas tardaron mucho más tiempo en recuperarse y desarrollar
su sistema radicular que para el resto de las variedades pro-
badas. En cambio el desarrollo de las plantas de invernadero
es mucho mayor, aunque, debe considerarse el aspecto fitosani
tario de la planta, se deben emplear plantas sanas, gue no es
tén en floración y gue sus tejidos se observen vigorosos. Es-
te punto se refleja en las observaciones de Tisserat st ns.
{19?9] quienes mencionan gue el inóculo y algunas de sus cua-
lidades fisiologicas son de gran importancia en la determina-
cion del proceso de embriogénesis somática. Novak y Konecna
(1932) en sus trabajos reportan gue la capacidad embriogënica
de los cultivos puede darse a partir`de varios órganos y que
es variable entre sí, lo cual se corrobora en este estudio.
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Luppotto (1983) al respecto concluye que la importancia del 
tipo de in6culo y su estado fisiol6gico son aspectos determi­
nantes en las vías particulares de desarrollo dentro del cul­
tivo de tejidos vegetales. 

En la obtenci6n y desarrollo de los embriones somáticos 
se determin6 tanto el aspecto cuantitativo como el cualitati 
vo. De acuerdo al número total de embriones obtenido por va~ 
riedad se observ6 el siguiente orden decreciente: A 70-34, 
Velluda Peruana, Moapa 69, Sintético II Hidalgo, Valenciana 
y Sintético I Jardín, aunque en términos del rendimiento, el 
mayor promedio de embriones por callo se obtuvo con la varie 
dad Velluda Peruana seguida de A 70-34 y el resto de las va~ 
riedades en el mismo orden decreciente que para número total 
de embriones. Con Velluda Peruana se obtuvo un rendimiento 
de 12 embriones por callo, lo cual se explica si se conside­
ra que uno de los genotipos probados result6 ser embriogéni­
co de tal forma que aument6 el rendimiento por variedad, aun 
que el número total de embriones de Velluda Peruana fué de -
33, a diferencia de los 421 embriones de A 70-34, pero de un 
rendimiento de 8 embriones por callo en promedio. Nuestros 
resultados muestran potenciales de regeneraci6n para las va­
riedsdes probadas del orden del 4-10% en cinco variedades, 
lo cual consideramos que es prometedor, pues al igual que en 
trabajos similares se puede lograr aumentar los porcentajes 
de respuesta embriogénica, si se selecciona a este material 
que mostr6 embriogénesis somática y se procede a realizar 
algunas pruebas de optimizaci6n de los medios de cultivo. La 
obtención de embriones som~ticos de acuerdo a los protocolos 
de cultivo fué protocolo D, en 4 variedades; protocolo A en 
3 variedades; protocolo e en 2 variedades y protocolo B en 
una variedad. Tomando en cuenta el número de embriones obte­
nido por protocolo de cultivo, excluyendo a la variedad con­
trol bajo el protocolo D se obtuvieron 51 embriones; bajo el 
protocolo A fueron 8 embriones y bajo los protocolos B y C 
se observaron para cada caso tres embriones. Estas cantidades 
nos dan cierta aproximaci6n en cuanto al tipo de formulación 
adecuada aunque se debe considerar siempre al genotipo. 

La calidad de los embriones es otro aspecto a conside­
rar dentro de la regeneraci6n de alfalfa por cultivo de teji­
dos. Una vez que se observa la formaci6n de los embriones so­
m~ticos ya sea como estado globular o torpedo, se transfirie­
ron individualmente a un medio de cultivo basal sin regulado­
res del crecimiento para permitir su conversi6n 6 "germina­
ci6n" en plantas completas. De acuerdo con dos Santos y cola­
boradores (1980) se observa que si los embriones somáticos 
permanecen adheridos al callo del que se originaron, no se de 
sarrollarán en plantas completas. También observarnos que aún­
individualizados en el medio de cultivo adecuado, muchos em­
briones declinan, su calidad no es 6ptima. Este aspecto de la 
cslidad junto con la cantidad de embriones producidos son im­
portantes porque determinan el éxito de la regeneraci6n de al 
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Luppotto 11983) al respecto concluye que la importancia del
tipo de inóculo y su estado fisiológico son aspectos determi-
nantes en las vias particulares de desarrollo dentro del cul-
tivo de tejidos vegetales.

En la obtención y desarrollo de los embriones somãticos
se determinó tanto el aspecto cuantitativo como el cualitati
vo. De acuerdo al número total de embriones obtenido por va:
riedad se observó el siguiente orden decreciente: A 70-34,
Velluda Peruana, Moapa 69, Sintótico II Hidalgo, Valenciana
y Sintëtico I Jardín, aunque en terminos del rendimiento, el
mayor promedio de embriones por callo se obtuvo con la varie
dad Velluda Peruana seguida de A TD-34 y el resto de las vaï
riedades en el mismo orden decreciente que para número total
de embriones. Con Velluda Peruana se obtuvo un rendimiento
de 12 embriones por callo, lo cual se explica si se conside-
ra que uno de los genotipcs probados resultó ser embriogéni-
co de tal forma que aumentó el rendimiento por variedad, aun
que el número total de embriones de Velluda Peruana fué de _
33, a diferencia de los 421 embriones de A 70-34, pero de un
rendimiento de 8 embriones por callo en promedio. Nuestros
resultados muestran potenciales de regeneración para las va-
riedades probadas del orden del 4-10% en cinco variedades,
lo cual consideramos que es prometedor, pues al igual que en
trabajos similares se puede lograr aumentar los porcentajes
de respuesta embriogënica, si se selecciona a este material
que mostró embriogénesis somática y se procede a realizar
annnes pruebas de optimización de los medios de cultivo. La
obtención de embriones somãticos de acuerdo a los protocolos
de cultivo fué protocolo D, en 4 variedades; protocolo A en
3 variedades; protocolo C en 2 variedades y protocolo B en
una variedad. Tomando en cuenta el número de embriones obte-
nido por protocolo de cultivo, excluyendo a la variedad con-
trol bajo el protocolo D se obtuvieron 51 embriones; bajo el
protocolo A fueron 8 embriones y bajo los protocolos B y C
se observaron para cada caso tres embriones. Estas cantidades
nos dan cierta aproximación en cuanto al tipo de formulación
adecuada aunque se debe considerar siempre al genotipo.

La calidad de los embriones es otro aspecto a conside-
rar dentro de la regeneración de alfalfa por cultivo de teji-
dos. Una vez que se observa la formación de los embriones so-
mãticos ya sea como estado globular o torpedo, se transfirie-
ron individualmente a un medio de cultivo basal sin regulado-
res del crecimiento para permitir su conversión ó "germina-
ción" en plantas completas. De acuerdo con dos Santos y cola-
boradores (l980) se observa que si los embriones somãticos
permanecen adheridos al callo del que se originaron, no se de
sarrollarãn en plantas completas. También observamos que aún
individualixados en el medio de cultivo adecuado, muchos em-
briones declinan, su calidad no es óptima. Este aspecto de la
oslidad junto con la cantidad de embriones producidos son im-
portantes porque determinan el exito de la regeneración de al
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falfa. De Jos embriones somáticos obtenidos procedentes de 
las variedades probadas prácticamente ninguno se desarrollo 
completamente en una planta normal. Aún en embriones de la 
línea A 70-34 se observaron malformaciones fenotípicas, sin 
embargo, hubo otros que si desarrollaron plantas normales. 
Consideramos un desarrollo normal de esta9 plantas en culti­
vo a aquellas que desarrollaron un buen sistema radicular, 
un epicotilo y hojas verdaderas. Como se mencion6 en la in­
troducci6n algunos autores entre ellos Stuart y coautores 
en 1985 reportan el empleo de aminoácidos en el medio de re 
generaci6n a fin de reforzar un buen patrón de conversi6n a 
plantas, encontrando que la L-glutamina mejora el rango de 
conversi6n a plantas. Meijer y Brown (1987b) puntualizan que 
la pobre calidad de los embriones que fueron inducidos con 
una alta concentración de 2-4-D fué igualmente observada pa­
ra el clon embriogénico RA 3 • En este mismo material Stuart 
et al. (1985) encuentran una correlación positiva entre la 
calidad de los embriones y la cantidad de proteínas de reser 
va acumuladas por estos, proponiendo y así justificando el -
empleo de marcadores bioquimicos que en lo futuro puedan fun 
cionar en el diagnóstico de la calidad de los embriones sorná 
ticos. Estos marcadores bioquimicos podrían ser las proteí-­
nas de reserva tal y como se expresan en los embriones cig6-
ticos. Hasta la fecha no existe ninguna metodología que per 
mita detectar material embriogénico en callos o bien cali-­
dad de los embriones observados, más que aspectos cualitati 
vos a excepción de las proteínas de reserva como un adelanto. 
Por otra parte Nagarajan y Walton (1987) mencionan que mu­
chas de estas anormalidades fenotípicas se correlacionan con 
anomalías citol6gicas. Ellos en su trabajo observan cambios 
en el nivel de ploidía de las células de sus cultivos. Este 
hecho no resulta sorprendente si consideramos que se está 
manejando material con cuatro juegos cromos6micos y que al 
inducir la proliferación de callos las células tienen varia­
ciones en su número de cromosomas . Esto puede ser la expli­
cación de la baja calidad de los embriones obtenidos, sin em 
bargo, no es claro el que altas concentraciones de 2,4-D fa~ 
vorezcan estos cambios. Ammirato (1987) opina que estas mal­
formaciones están dadas por cambios epigenéticos durante la 
formación de los embriones, donde la división celular no es­
tá bien coordinada y se manifiesta una polaridad desigual del 
embrión. Este autor piensa que en estados tempranos de desa­
rrollo del embrión es posible controlar estas anormalidades 
con algunas manipulaciones en los medios de cultivo. La em­
briogénesis somática de alfalfa en variedades que se cultivan 
ampliamente en México es posible de lograr y se propone el 
seleccionar material embriogénico, optimizar sus condiciones 
de cultivo y de calidad para completar este sistema de re­
generaci6n. 
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falfa. De_los embriones somâticos obtenidos procedentes de
las variedades probadas practicamente ninguno se desarrollo
completamente en una planta normal. Aún en embriones de la
linea A 70-34 se observaron malformaciones fenotipicas, sin
embargo, hubo otros que si desarrollaron plantas normales.
Consideramos un desarrollo normal de estas plantas en culti-
vo a aquellas que desarrollaron un buen sistema radicular,
un epicotilo y hojas verdaderas. Como se mencionó en la in-
troducción algunos autores entre ellos Stuart y coautores
en 1985 reportan el empleo de aminoácidos en el medio de re
generación a fin de reforzar un buen patrón de conversión a
plantas, encontrando que la L-glutamina mejora el rango de
conversión a plantas. Meijer y Brown {1987b] puntualizan que
la pobre calidad de los embriones que fueron inducidos con
una alta concentración de 2-4-D fue igualmente observada pa-
ra el clon embriogénico RA 3 . En este mismo material Stuart
21 al. (1985) encuentran una correlación positiva entre la
calidad de los embriones y la cantidad de proteínas de rese;
va acumuladas por estos, proponiendo y asi justificando el
empleo de marcadores bioquímicos que en lo futuro puedan fun
cionar en el diagnóstico de la calidad de los embriones somã
ticos. Estos marcadores bioquímicos podrían ser las protei-
nas de reserva tal y como se expresan en los embriones cigó-
ticos. Hasta la fecha no existe ninguna metodologia que pep
mita detectar material embriogénico en callos o bien cali-
dad de los embriones observados, más que aspectos cualitati
vos a excepción de las proteinas de reserva como un adelanto.
Por otra parte Nagarajan y Walton (1987) mencionan que mu-
chas de estas anormalidades fenotípicas se correlacionan con
anomalías citológicas. Ellos en su trabajo observan cambios
en el nivel de ploidia de las células de sus cultivos. Este
hecho no resulta sorprendente si consideramos que se está
manejando material con cuatro juegos cromosómicos y que al
inducir la proliferación de callos las células tienen varia-
ciones en su número de cromosomas _ Esto puede ser la expli-
cación de la baja calidad de los embriones obtenidos, sin em
bargo, no es claro el que altas concentraciones de 2,4-D fa-
vorezcan estos cambios. Ammirato IIQBT) opina que estas mal-
formaciones estãn dadas por cambios epigenêticos durante la
formación de los embriones, donde la división celular no es-
tá bien coordinada y se manifiesta una polaridad desigual del
embrión. Este autor piensa que en estados tempranos de desa-
rrollo del embrión es posible controlar estas anormalidades
con algunas manipulaciones en los medios de cultivo. La em-
briogénesis somática de alfalfa en variedades que se cultivan
ampliamente en México es posible de lograr y se propone el
seleccionar material embriogënico, optimizar sus condiciones
de cultivo y de calidad para completar este sistema de re-
generación.
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VII, CONCLUSIONES 

Considerando los aspectos involucrados en la obtención 
de plantas de alfalfa por cultivo de tejidos y los resulta­
dos de este estudio con observaciones cualitativas y la de 
terminación de respuesta y rendimiento de nueve variedades­
de Medicaga &~tiva, se enuncian las siguientes conclusiones: 

* Las leguminosas han sido consideradas dentro de los siste­
mas de regeneración de plantas por cultivo de tejidos, di­
fíciles de lograr, la alfalfa no se excluye de esta catego 
ría. -

* Se coorrobora que la aplicaci6n de esta metodología en al­
falfa es genotipo-dependiente. Conocer de antemano el geno 
tipo con que se trabaja constmtuye una garantía de que el­
gerrnoplasrna empleado se logre regenerar con facilidad o no. 
Las nueve variedades de alfalfa empleadas en este estudio 
poseen una fuerte carga genética de M. ~ 1t,i\Ja. cuya respues 
ta embriogénica fué del orden del 4% al 10%. -

* Se observó la formación de callo en los cuatro tipos de i­
n6culo, aunque en sus características corno tamaño relativo, 
color y consistencia se observaron diferencias de variedad 
a variedad y entre plantas de una misma variedad. 

* El sistema de regeneración de alfalfa depende en segunda 
instancia del protocolo de cultivo, esto es, tipo de medio 
de cultivo basal, cantidad y calidad de reguladores del 
crecimiento y las.condiciones de incubación. Nuestros re­
sultados con las variedades que se cultivan en México, in­
dican que el mejor protocolo para rnonitoreo de capacidad de 
regeneración fué el protocolo D con un medio basal Bli2Y, 
seguido del protocolo A con un medio MS modificado. 

* Dentro de las nueve variedades que se cultivan en México 
y empleadas para este trabajo, aquellas que mostraron res­
puesta embriogénica fueront Velluda Peruana, Moapa 69, Sin 
tético II Hidalgo, Valenciana y Sintético r Jardín. Las -
dos primeras mostraron mayor rendimiento que las tres últi 
mas. 

* Aquellas variedades que mostraron inducci6n positiva hacia 
la ernbriogénesis somática fueron~ Puebla 76, INIA 76, Bajío 
76, Sintético I Jardín, Sintético II Hidalgo, Velluda Perua 
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VI I.. CONCLUSIUNES

Considerando los aspectos involucrados en la obtención
de plantas de alfalfa por cultivo de tejidos y los resulta-
dos de este estudio con observaciones cualitativas y la de
terminación de respuesta y rendimiento de nueve variedades_
de Medicagu serian, se enuncian las siguientes conclusiones:

Las leguminosas han sido consideradas dentro de los siste-
mas de regeneración de Plantas por cultivo de tejidos, di-
ficiles de lograr, la alfalfa no se excluye de esta catego
ria. _

Se coorrobora que la aplicación de esta metodología en al-
falfa es genotipo-dependiente. Conocer de antemano el geno
tipo con que se trabaja constdtuye una garantía de que el-
germoplasma empleado se logre regenerar con facilidad o no.
Las nueve variedades de alfalfa empleadas en este estudio
poseen una fuerte carga genetica de M. sitiva cuya respues
ta embriogënica fué del orden del 4% al 10%. _

Se observó la formación de callo en los cuatro tipos de i-
nóculo, aunque en sus características como tamaño relativo,
color y consistencia se observaron diferencias de variedad
a variedad y entre plantas de una misma variedad.

El sistema de regeneración de alfalfa depende en segunda
instancia del protocolo de cultivo, esto es, tipo de medio
de cultivo basal, cantidad y calidad de reguladores del
crecimiento y las.condiciones de incubación. Nuestros re-
sultados con las variedades que se cultivan en México, in-
dican que el mejor protocolo para monitoreo de capacidad de
regeneración fué el protocolo D con un medio basal Bli2Y,
seguido del protocolo A con un medio MS modificado.

Dentro de las nueve variedades que se cultivan en México
y empleadas para este trabajo, aquellas que mostraron res-
puesta embriogónica fueron: velluda Peruana, Moapa 69, Sip
tético II Hidalgo, valenciana y Sintëtico I Jardín. Las
dos primeras mostraron mayor rendimiento que las tres ólti
mas.

Aquellas variedades que mostraron inducción positiva hacia
la embriogénesis somática fueron: Puebla 76, INIA 76, Bajío
76, Sintëtico I Jardin, Sintótico II Hidalgo, Velluda Perea
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na y Valenciana. Esto nos indica que los protocolos de 
cultivo resultaron favorecedores hacia la inducción a em­
briogénesis y el punto critico se centra en el medio de 
regeneración de embriogénesis somática. 

* Para las variedades Moapa 69 y Velluda Peruana que en pre­
vios trabajos se hab1a logrado regeneración a embriogéne­
sis escasa o nula, en este trabajo s1 se logró observar 
varios embriones somáticos en los cultivos. 

* Para las variedades Sintético II Hidalgo, Valenciana y Sin 
tético I Jard1n, este es el primer trabajo en el que se -
prueba este material en cultivo y en el que se registra la 
observación de embriones somáticos de sus cultivos. 

* El mejor rendimiento obtenido fué para Velluda Peruana 
gracias a un genotipo embriogénico que permitió verificar 
12 embriones por callo en promedio para esta variedad, el 
resto de las variedades que formaron embriones fué de 1 a 
2 embriones por callo en promedio. 

* La calidad de los embriones somáticos obtenidos fué defi­
ciente lo cual prácticamente imposibilitó la obtención de 
plantas regeneradas de alfalfa. 

* Como algunas consideraciones a futuro sobre este trabajo 
se plantea seleccionar a aquel material que mostró respues 
ta embriogénica mayor, esto es, que en las . variedades comer 
cialas Maapa 69 y Velluda Peruana bajo los protocolos D y A-; 
debe intensificarse el propósito de establecer el sistema 
de embriogénesis somática. Por una parte, es necesario au­
mentar el número de plantas a trabajar por variedad, a fin 
de elevar el número de aquellas que manifiesten el evento 
de embriogénesis somática; también es necesario modificar 
el medio de regeneración, verificar que lo niveles de ni­
trógeno total no sean inferiores a SOmM y que este suple­
mento se dé tanto como sales inorgánicas reducida, lo cual 
hace disponible el nitrógeno a largo plazo a la planta, co 
mo bajo la forma orgánica (aminoácidos) que hacen disponi= 
ble este elemento de manera inmediata a los cultivos. Para 
tratar de mejorar la calidad de los embriones somáticos,y 
retomando algunas ideas de la sincronización de la embrio­
génesis, se deberá hacer pruebas con aminoácidos como la 
L- glutamina para reforzar la calidad de lbs embriones, o 
bien para trat.:ir de nivelar la mitosis en estados tempranos 
de desarrollo de los embriones somáticos se pueden someter 
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na y Valenciana. Esto nos indica que los protocolos de
cultivo resultaron favorecedores hacia la inducción a em-
briogénesis y el punto critico se centra en el medio de
regeneración de embriogénesis somática.

Para las variedades Moapa 59 y velluda Peruana que en pre-
vios trabajos se había logrado regeneración a embriogéne-
sis escasa o nula, en este trabajo si se logró observar
varios embriones somãticos en los cultivos.

Para las variedades Sintëtico II Hidalgo, Valenciana y Sin
tëtico I Jardin, este es el primer trabajo en el que se _
prueba este material en cultivo y en el que se registra la
observación de embriones somãticos de sus cultivos.

El mejor rendimiento obtenido fué para Velluda Peruana
gracias a un genotipo embriogénicc que permitió verificar
12 embriones por callo en promedio para esta variedad, el
resto de las variedades que formaron embriones fue de 1 a
2 embriones por callo en promedio.

La calidad de los embriones somãticos obtenidos fue defi-
ciente lo cual prácticamente imposibilitó la obtención de
plantas regeneradas de alfalfa.

Como algunas consideraciones a futuro sobre este trabajo
se plantea seleccionar a aquel material que mostró respues
ta embriogënica mayor, esto es,gue en las variedades come?
ciales' I-tape 69 y Yelluda Peruana bajo los protocolos D y AT
debe ìntensificarse el propósito de establecer el sistema
de embriogénesis somática. Por una parte, es necesario au-
mentar el número de plantas a trabajar por variedad, a fin
de elevar el número de aquellas que manifiesten el evento
de embriogénesis somática; también es necesario modificar
el medio de regeneración, verificar que lo niveles de ni-
trógeno total no sean inferiores a 50mM y-que este suple-
mento se de tanto como sales inorgãnicas reducida, lo cual
hace disponible el nitrógeno a largo plazo a la planta, co
mo bajo la forma orgánica (aminoácidos) que hacen disponi:
ble este elemento de manera inmediata a los cultivos. Para
tratar de mejorar la calidad de los embriones somâticos,y
retomando algunas ideas de la sincronización de la embrio-
génesis, se deberá hacer pruebas con aminoácidos como la
L- glutamina para reforzar la calidad de los embriones, o
bien para tratar de nivelar la mitosis en estados tempranos
de desarrollo de los embriones somâticos se pueden someter
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a tratamientos con bajas temperaturas (lOºC a 15.ºC), du­
rante un corto per1odo de tiempo; o bien modificando la 
osmolaridad de los medios de cultivo probando diferentes 
n±veles de sacarosa, o suplementar el medio de germinación 
con ácido abscisico (0.2SµM a 1.SµM). Una vez establecido 
este sistema de regeneración por la v1a de embriog~nesis 
somática en alfalfa, se podrán realizar investigaciones a 
nivel bioqufmico o molecular que nos permitan dilucidar 
los procesos fisiolo6gicos de los cultivos que nos permi­
tan proponer la soluci6n a algunas de las limitaciones de 
este cultivo en México. 

* * * 
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a tratamientos con bajas temperaturas {lD°C.a l5PC}, au-
rante un corto periodo de tiempo; o bien modificando la
osmolaridad de los medios de cultivo probando diferentes
niveles de sacarosa, o suplementar el medio de germinación
con ácido abscisico {U.25pM a 1.5pM]. Una vez establecido
este sistema de regeneración por la via de embriogénesis
somática en alfalfa, se podrán realizar investigaciones a
nivel bioquímico o molecular que nos permitan dilucidar
los procesos fisioloógicos de los cultivos que nos permi»
tan proponer la solución a algunas de las limitaciones de
este cultivo en Mexico.
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APENDICE A 

CARACTERISTICAS AGRONOMICAS SOBRESALIENTES DE CADA VARIEDAD 
DE ALFALFA. 

PUEBLA 76 (Aguirre, 1976; Castro, 1982) 

Esta variedad fué seleccionada por sus altos rendimien­
tos en El Bajío y en los estados de México y Puebla. Se adaE 
ta bien en Guanajuato, México, Puebla y Aguascalientes. 

La variedad "Puebla 76" se form6 del ecotipo de alfalfa 
denominado "Atlixco", el cual por selecci6n natural, a tra­
vés de varias décadas se adapt6 a la zona alfalfera del esta 
do de Puebla, Originalmente este ecotipo fué colectado en la 
región de Atlixco en el mismo estado y fué sometido a ensa­
yos comparativos de rendimiento de variedades comerciales en 
diferentes localidades. 

Es una variedad con rendimientos superiores a los de 
las variedades comerciales utilizadas en las zonas alfalfe­
ras de El Bajío, Aguascalientes, Chapingo y Tecarnachalco. En 
el área de El Bajío durante la época invernal sus rendimien­
tos son superiores al material importado; su precocidad per­
mite darle de 9 a 10 cortes al año y con un crecimiento de 
los tallos hasta 57 cm de altura. El grado de susceptibili­
dad de esta variedad al ataque de enfermedades foliares y de 
la raíz se considera que es similar al del material introdu­
cido. 

I N I A 76 (Aguirre, 1976; castro, 1982) 

Esta variedad se seleccionó por sus altos rendimientos 
y por su amplia adaptabilidad eh las zonas alfalferas del 
centro del país. desarrollándose bien en los estados de Gua­
najuato, Michoacán, México, Puebla y Aguascalientes. 

INIA 76 se form6 del ecotipo de alfalfa denominado "Tan 
huato" , el cual por selecci6n natural y a través de varias­
décadas se adapt6 a la zona alfalfera de Tanhuato, Michoacán. 
Originalmente este ecotipo fué colectado en esta misma re­
gión y estuvo sometido a ensayos comparativos de rendimien­
to con variedades comerciales en diferentes localidades. 

Es una variedad con rendimientos superiores a las varie 
dades tradicionalmente utilizadas en el centro del país. Du~ 
rante la época invernal, en regiones como El Bajío, ha supe­
rado a las variedades importadasr su precocidad permite dar­
le de 9 a 10 cortes anuales; de crecimiento erecto alcanzan­
do una altura hasta de 55 centímetros; con abundante f?lla:Je 
y su grado de resistencia al ataque de PeAónü6po~a t~~6ot~o~um 
o mildiú velloso es superior al de la variedad Moapa. 
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PUEBLA 76 (Aguirre, 1976: Castro, 1982)

Esta variedad fué seleccionada por sus altos rendimien-
tos en El Bajío y en los estados de México y Puebla. Se adap
ta bien en Guanajuato, México, Puebla y Aguascalientes.

La variedad "Puebla 76" se formó del ecotipo de alfalfa
denominado "Atlixco", el cual por selección natural, a tra-
vés de varias décadas se adaptó a la zona alfalfera del esta
do de Puebla, Originalmente este ecotipo fué colectado en IE
región de Atlixco en el mismo estado y fué sometido a ensa-
yos comparativos de rendimiento de variedades comerciales en
diferentes localidades.

Es una variedad con rendimientos superiores a los de
las variedades comerciales utilizadas en las zonas alfalfe-
ras de El Bajío, Aguascalientes, Chapingo y Tecamachalco. En
el área de El Bajío durante la época invernal sus rendimien-
tos son superiores al material importado; su precocidad per-
mite darle de 9 a 10 cortes al año y con un crecimiento de
los tallos hasta 57 cm de altura. El grado de susceptibili-
dad de esta variedad al ataque de enfermedades foliares y de
la raíz se considera que es similar al del material introdu-
cido.

I N I A 76 (Aguirre, 1976: Castro, 1982)

Esta variedad se seleccionó por sus altos rendimientos
y por su amplia adaptabilidad en las zonas alfalferas del
centro del país. desarrollándose bien en los estados de Gua-
najuato, Michoacãn, México, Puebla Y Aguascalientes.

INIA 76 se formó del ecotipo de alfalfa denominado "Tan
huato“ , el cual por selección natural y a través de varias_
décadas se adaptó a la zona alfalfera de Tanhuato, Michoacán
Driginalmente este ecotipo fué colectado en esta misma re-
gión y estuvo sometido a ensayos comparativos de rendimien-
to con variedades comerciales en diferentes localidades.

Es una variedad con rendimientos superiores a las varie
dades tradicionalmente utilizadas en el centro del país. Du-
rante la época invernal, en regiones como El Bajío, ha supe-
rado a las variedades importadas: su precocidad permite dar-
le de 9 a 10 cortes anuales; de crecimiento erecto alcanzan-
do una altura hasta de 55 centímetros: con abundante follaje
y su grado de resistencia al ataque de Pfifififlfififlfiifl ¢*¿fi8E¿88“m
o mildiú velloso es superior al de la variedad Moapa.
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BAJIO 76 (Aguirre, 1976; Castro, 1982) 

Esta variedad se formó a partir del ecotipo denominado 
"San Miguelito", el cual por selecci6n natural y después de 
varias décadas se adaptó a la zona alfalfera de El Bajío. o 
riginalmente este ecotipo fué colectado en la región de sañ 
Miguel Octapan, Guanajuato y fué sometido a ensayos compara 
tivos de rendimiento con respecto a variedades comerciales­
en diferentes localidades del país. 

Es una variedad con rendimientos superiores a las va­
riedades comerciales utilizadas en El Bajío y en el estado 
de Puebla. Durante la época invernal, en regiones como El 
Bajío, ha superado a las variedades importadas; su precoci 
dad permite darle de 9 a 10 cortes al añor de porte erecto 
con una altura hasta de 50 cm y de abundante follaje. Se 
ha observado que el grado de susceptibilidad al ataque de 
enfermedades foliares y de la raíz es similar al del mate­
rial importado. 

SINTETICO I JARDIN Y SINTETICO II HIDALGO 

Este material está siendo evaluado aún por investiga­
dores del INIFAP-SARH, por lo que solo . se mencinarán los 
datos concernientes al origen de cada variedad. Esta valio 
sa información fué proporcionada en comunicación personal­
por el Ing. Luis Castro Acero investigador de dicho centro. 

Sintético I Jardín. 
Está formado por 6 clones cuyo origen es: dos clones 

de la variedad N-510 y un clon de cada una de las varieda­
des Kansas, EXEL 320, Valenciana (Aragón) y Sn Joaquín II. 

Sintético II Hidalgo. 
Este material está formado por 7 clones, cuyo origen 

principalmente es a partir de la variedad Valenciana amplia 
mente cultivada en el estado de Hidalgo. -

MOAPA 69 (Hanson, 1972; Del Pozo, 1977) 

Esta variedad fué formada en 1969 por la compañía Ne­
vada AES & ARS a partir de la variedad "Africana", la cual 
fué introducida de Egipto a los Estado Unidos en 1924. 

Poblaci6n de W. ~at~va pura, de floración temprana. 
No es resistente al frío. Es de crecimiento erecto y buena 
recuperación después del corte. Sobresale su resistencia a 
el ataque del §fido Tenina phi~ maculata. Se suelen obtener 
muy buenos rendimientos con esta variedad, sobretodo duran 
te los dos primeros años. 
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BAJIO 76 (Aguirre, 1976; Castro, 1982)

Esta variedad se formó a partir del ecotipo denominado
"San Miguelito", el cual por selección natural y después de
varias décadas se adaptó a la zona alfalfera de El Bajío. 0
riginalmente este ecotipo fué colectado en la región de San
Miguel octapan, Guanajuato y fué sometido a ensayos compara
tivos de rendimiento con respecto a variedades comerciales_
en diferentes localidades del país.

Es una variedad con rendimientos superiores a las va-
riedades comerciales utilizadas en El Bajío y en el estado
de Puebla. Durante la época invernal, en regiones como El
Bajío, ha superado a las variedades importadas; su precoci
dad permite darle de 9 a 18 cortes al año: de porte erecto
con una altura hasta de 58 cm y de abundante follaje. Se
ha observado que el grado de susceptibilidad al ataque de
enfermedades foliares y de la raíz es similar al del mate-
rial importado.

SINTETICD I JARDIN Y SINTETICÚ II HIDALGO

Este material está siendo evaluado aún por investiga-
dores del INIPAP-SARH, por lo que solo se mencinarán los
datos concernientes al orígen de cada variedad. Esta valio
sa información fué proporcionada en comunicación personal_
por el Ing. Luis Castro Acero investigador de dicho centro.

Sintético I Jardín.
Está formado por 6 clones cuyo orígen es: dos clones

de la variedad N-510 Y un clon de cada una de las varieda-
des Kansas, EXEL 320, Valenciana (Aragón) y Sn Joaquín II.

sintético II Hidalgo.
Este material está formado por 7 clones, cuyo orígen

principalmente es a partir de la variedad Valenciana ampliå
mente cultivada en el estado de Hidalgo.

MOAPA 69 (Hanson, 1972: Del Pozo, 1977)

Esta variedad fué formada en 1969 por la compañía Ne-
vada AES s ARS a partir de la variedad "Africana", la cual
fué introducida de Egipto a los Estado Unidos en 1924.

Población de U. ¢at¿va pura, de floración temprana.
No es resistente al frío. Es de crecimiento erecto y buena
recuperación después del corte. Sobresale su resistencia a
el ataque del ãfido Tcainaphii macufata. Se suelen obtener
muy buenos rendimientos con esta variedad, sobretodo durap
te los dos primeros años.
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SAN JOAQUIN II (Castro Acero, comunicación personal). 

Esta variedad fué sintetizada en San Joaquín, Califor­
nia por la compañía Security Seed Company mediante la se­
lección de 7 clones cuyo orígen proviene de las variedades 
"Afganistán" y "Africana". 

De acuerdo a sus características, es muy parecida a 
Moapa. Sobresale su resistencia al pulgón manchado y a la 
pudrición de la corona y de la raíz, ocasionadas por plagas 
y enfermedades. Su rendimiento es similar al de la variedad 
Moapa y prácticamente no presenta dormancia. 

VELLUDA PERUANA (Del Pozo, 1977) 

Ecotipo peruano introducido a Estados Unidos en 1899, 
desde donde se ha dispersado ampliamente su cultivo. Su 
característica principal es que sus hojas y tallos suelen 
ser velludos o pilosos. Es una poblaci6n pura de M. 6ativa 
de precocidad temprana, rápido desarrollo, buena recupera 
ción después de cada corte, habilidad de crecimiento en­
días de corto fotoperíodo, aunque se la considera de me­
nor rendimiento y menor calidad que la variedad Moapa. 

VALENCIANA (Del Pozo, 1977) 

Su orígen se centra en el 'Valle medio del Ebro, al 
sur de Navarra, España por lo que en ocasiones se le encuen 
tra igualmente nominada como ºArag6nº. Tolera climas de ve­
rano cálido y ciertas condiciones de riego prolongado. En 
invierno tolera temperaturas hasta de menos de lSºC. Su 
rendimiento permite de 5 a 7 cortes al año, sin embargo, a 
los 4 o 5 años su producción declina considerablemente. La 
calidad de su forraje es buena. Se ha observado que menos 
del 7% de sus flores son variegadas. 

A 70-34 (Villegas Garrido, comunicación personal) 

Esta variedad ha sido seleccionada de la variedad cana­
diense Rangelander, población de M. media con fuerte aporta­
ción de M. 6a..f.c.a.ta. Algunas de sus características son! flo 
res de color morado; presenta en ocasiones brotes en puntos 
hinchados de la raíz fenómeno tambi~n conocido como hábito 
radicular rastrero; resistencia a heladas y dormancia duran 
te la época invernal. 

* * * 
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SAN JOAQUIN II (Castro Acero, comunicación personal).

Esta variedad fué sintetizada en San Joaquín, Califor-
nia por la compañía Security Seed Company mediante la se-
lección de 7 clones cuyo orígen proviene de las variedades
"Afganistán" y "Africana".

De acuerdo a sus características, es muy parecida a
Moapa. sobresale su resistencia al pulgón manchado y a la
pudrición de la corona y de la raíz, ocasionadas por plagas
y enfermedades. Su rendimiento es similar al de la variedad
Moapa y prácticamente no presenta dormancia.

WELLUDA PERUANA (Del Poso, 1977)

Ecotipo peruano introducido a Estados Unidos en 1899,
desde donde se ha dispersado ampliamente su cultivo. Su
característica principal es que sus hojas y tallos suelen
ser velludos o pilosos. Es una población pura de H. Afl¿¿91
de precocidad temprana, rapido desarrollo, buena recupera
ción: después de cada corte, habilidad de crecimiento en
días de corto fotoperíodo, aunque se la considera de me-
nor rendimiento y menor calidad que la variedad Moapa.

PALENCIANA (Del Pozo, 1977)

Su orígen se centra en el valle medio del Ebro, al
sur de Navarra, España por lo que en ocasiones se le encuep
tra igualmente nominada como "Aragón". Tolera climas de ve-
rano cãlido y ciertas condiciones de riego prolongado. En
invierno tolera temperaturas hasta de menos de 15°C. Su
rendimiento permite de 5 a 7 cortes al año, sin embargo, a
los 4 o 5 años su producción declina considerablemente. La
calidad de su forraje es buena. Se ha observado que menos
del 7% de sus flores son variegadas.

A 78-34 (Villegas Garrido, comunicación personal)

Esta variedad ha sido seleccionada de la variedad cana
diense Rangelander, población de H. medía con fuerte aporta-
ción de H. ficfeflru. Algunas de sus características son: flp
res de color morado: presenta en ocasiones brotes en puntos
hinchados de la raíz fenómeno también conocido como hábito
radicular rastrero: resistencia a heladas y dormancia duran
te la época invernal.
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