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"Ten cuidado de £as cosas de La tierra:
haz algo, corta Lefa, Labra fa tienra,
planta nopales, planta magueyes,
Zendnds qué beber, qué comer, qué
vestin, con eso estands de pie, sends
verdadero, con eso andands,

con es0 de habland de i, se te
alabard, con eso te dards a conocer’.
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RESUMEN

La alfalfa es la lequminosa forrajera por excelencia.

Su cultivo en M&xico se ha venido realizando desde su intro-
duccibén como una aportacidn mis al Nuevo Continente. La proble
mdtica que ahora enfrentan los agricultores incluye a la obten
cidn de variedades certificadas que garanticen una buena pro-
duccibn, adaptabilidad a las condiciones clim&ticas prevale-
cientes en nuestro pals, resistencia a plagas y enfermedades

y disminuir los insumos que representa la importacién de va-
riedades comerciales de semilla.

Las técnicas del cultivo de tejidos vegetales ofrecen una
alternativa mis de las que tradicionalmente se estén ya apli-
cando para ayudar a solventar esta problemftica. Esta metodo-
logfia ya ha sido exitosamente aplicada a varios tipos de cul-
tivos de importancia econdmica. En el caso de cereales y legu
minosas no ha sido f4cil establecer estos sistemas de cultivo
de tejidos. Para alfalfa, desde hace més de quince afios se ha
tratado de implementar un propio sistema de regeneracibn de
plantas 4<rn vitrec 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 comfin que abarque la exitosa ob
tencibén de plantas para la totalidad del germoplasma de alfal
fa. Los autores se han remitido a realizar, en primera instan
cia, un sondeo con un n@mero considerable de variedades, para
luego seleccionar a aquel material gue muestre una respuesta
positiva en los cultivos.

Este estudio maneja este mismo prop&sito de observar la
respuesta en cuanto a embriogénesis somdtica de algunas varie
dades de alfalfa que son agronfmicamente importantes en nues-
tro pais. Se trabajaron cuatro protocolos de cultivo de los
tejidos {n vitn¢ previamente establecidos para otras varieda
des de alfalfa y se manejaron nueve variedades de esta legu-
minosa que se cultivan en Mé&xico, que de acuerdo a su linaje
genético quedan enmarcadas dentro de la especie Medicags
sativamaterial considerado, segfin la literatura, como de baja
respuesta embriogénica dentro de los cultivos {n vitno.

Cinco variedades: Velluda Peruana, Moapa 69, Sinté&tico
II Hidalgo, Valenciana y Sintético I Jardin ademés de la va-
riedad control A 70-34, formaron embriones somiticos en los
cultivos con un potencial de regeneracifén de 4 a 10% y rendi-
mientos de 1 a 12 embriones por callo en promedio. Sin embar
go en estos cultivos de callos para siete variedades se cob-
servaron caracteristicas que catalogamos de induccibn positi
va en cuanto a la formacién de embriones somdticos gue gene-
ralmente no culminaron en tal. La influencia del medio de
cultivo de regeneracibn en este punto resalta enormemente asf
como en la calidad o desarrollo ulterior de los embriones so
miticos en su conversién a plantas, lo cual se verificd en
este trabajo en que la mayoria de los embriones somiticos
mostrd anormalidades en su morfologfia por lo gue su conversién



a plantas normales no fué evidente.

Se discuten ampliamente los factores que est&n involucra-
dos en esta via morfogenética para la obtencién de plantas por
cultivo de tejidos vegetales y en particular para alfalfa. So-
bresale la interaccifn entre el genotipo del material vegetal,
el medio de induccibén suplementado con la auxina sint&tica &ci
do 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y el medio de regeneracibn
que debe contar con niveles adecuados de nitrégeno bajo la for
ma de ion reducido.



I. INTRODUCCION.

La alfalfa ha sido desde hace mis de 400 afos la legumino
sa més importante y mds cultivada de Mé&xico, tanto por la can=
tidad de forraje obtenido por superficie cultivada como por
ser la fuente econfmica 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 proteina total gue fluctfia entre
un 11 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 yna 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 2},

(‘
Tabla 1. Contenido proteico de la alfalfa en sus diferentes ki
formas como alimento para el ganado (Hanson et af,, 1978)
Porcentaje de proteina

Harina de hoja de alfalfa 20.0
Alfalfa deshidratada 16,5
Harina de alfalfa 15.0
Harina de talloc de alfalfa 11.5
k?eno de alfalfa 10.5 4)

Ademds, la alfalfa resulta ser un alimento apetecible y di
gerible por un gran nfimero de especies animales ya sea en esta-
do fresco, henificada deshidratada, ensilada o transformada en
harina (Juscafresa, 1974) y filtimamente 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 nitrégeno atmosférico al establecerse el
fenbmeno de simbiosis entre las células de sus raices y las bac
terias del género Rhizobium (Claver&n, 1978) lo cual permite al
agricultor disminuir los costos de fertilizantes nitrogenados
en los alfalfares, ademds de gue aumenta el contenido de mate-
ria orgénica en el suelo (Mela, 1963), controla la erosibn y
puede utilizarse en sistemas de rotacidén de cultivos (Buller,
1958; Donahue et af., 1962).

Por otro lado la produccidn de esta forrajera en nuestro
pafs 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-
guiere de importantes cantidades del liquido vital para su desa-
rrollo y produccidn; (3) la certificacidn de variedades de semi-
lla que estén adaptadas a las diferentes &reas ecolbgicas de
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nuestro pais y (4) la preservacibn adecuada de germoplasma valio
so. .

/Tabla 2. Composicién quimica de la alfalfa en seco (Artigas, 1984). N

Protefnas 18%

Grasas 3%

Hidratos de carbono 40%

Humedad 7%

Fibra 25%

Minerales 18%
Elementos minerales mg/100g Vitaminas mg/100g
Potasio 2000 Caroteno (Provit A) 44000 **
Calcio 1750 Ac ascbrbico (Vit C) 176
Magnesio 310 Vitamina D 1040 **
Azufre 290 Tocoferol (Vit E) 50 **
Cloro 280 Vitamina K 15 **
Fésforo 250 Tiamina (Vit Bl) 0.8
Sodio 150 Rivoflavina (Vit B2) 1.8
Hierro 35 Ac nicotinico 5.0
Manganeso 5 Ac pantotfnico 3.3
Cabalto 2.4 Vitamina B6 1.0
Boro 4.7 Inositol 210.0
Cobre 2.0 Biotina 0.03
Molibdeno 2.6 * pAc f6lico 0.8
Trazas de zinc, niquel, es- Vitamina B12 0.03 #%*
troncio, plomo y paladio.
* partes por millén ** U.I. unidades internacionales.

\ *%% mq/100g. /F

Con el creciente progreso de la micropropagacién {n vitxro
se ha creado mucho entusiasmo en cuanto a el uso de esta tecnolo
gfa en el mejoramiento de plantas agricolamente importantes (Con
ger, 1980). Dentro de las especies agronfmicas que pueden tener
gran potencial en cuanto a el empleo de estas técnicas para su
propagacién se incluye a aquellas gue se propagan vegetativamen
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 vi{trno disponible como una aplicacién inmediata es bajo los
términos de propagacibén clonal de material valioso. Aungue como
menciona Conger (1980), esta metodologia para propagacibén clonal
asi como para propagacién masiva es en general poco empleada pa-
ra la mayor parte de los cultivos agronfmicos por razones diver
sas, pero a pesar de ello la micropropagacifn se propone como un
valioso apoyo a los Programas de Mejoramiento Gené&tico incluyen-



do lo relativo a seleccién, propagacifén y clonacién de genotipos
deseables, la induccibn y seleccibn de mutantes por mencionar al
gunos ejemplos. -

Con todos estos antecedentes y la problemdtica vigente en
cuanle a la certificacién de semilla, obtencién de nuevas varie-
dades con caracteristicas agrondmicas deseables, el mantenimien
to y conservacifén de un buen banco de germoplasma de esta forra
jera, aunado a la importancia que de por sf tiene la alfalfa,
hace justificable el impulso de las diversas metodologias que o~
frece el cultivo de c€lulas y tejidos vegetales para apoyar a
aquellos programas de implementacién y mejoramiento agricola
tendientes a superar estos obstéculos y que permitan el desarro
llo y progreso de este cultivo en México.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA.

Como precedente, a continuacidn se sefialan algunas conside
raciones preliminares sobresalientes de la alfalfa como planta
Yy como cultivo.

CARACTERISTICAS BOTANICAS.

La ubicacién taxonémica de la alfalfa, de acuerdo con el
sistema de clasificacifén de Lawrence (1951} y Cronquist (1968)
citado por Radford et af., (1974), es la siguiente:

Reino VEGETAL
Divisién EMBRYOPHYTA
Subdivisidn ANGIOSPERMAE
Clase DICOTYLEDONAE
Subclase ROSIDAE

Orden ROSALES
Familia LEGCUMINOSAE
Subfamilia FABACEAE
Género Medicage

Hanson (1972) cita 126 especies de alfalfa distribuidas por
todos los continentes, de donde la més conocida es la alfalfa co
mGn Medicage sativa L. aunque tambié&n pueden mencionarse M. med{a
Pers., M. {afcata L., M. borealis Grossh., M. Lupufina L., M,
arborea L., M. coerulea Less., M. arabica Huds., entre otras.

En cuanto a su descripcidn bot&nica, la alfalfa es una plan
ta herbdcea perenne, que bot&nicamente se le clasifica dentro de
la familia de las Leguminocsas. Posee un sistema radicular en el
gue la raiz principal llega a alcanzar 7.5 a 9 metros de profun-
didas después de varios afios y las raices secundarias llegan a.
ser mds 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 lefiosa de la gque 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 &pice; estipulas soldadas al peciolo; flor i~
rregular amariposada, libre y pequefla, de color morado, amarilla
o variegadas, agrupadas en racimos; cédliz gamosépalo, corona pa
piliondcea, 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, K libre; pistilo con un solo
carpelo cerrado en el que se desarrolla un ovario sfipero, unilo
cular con varios &vulos andtropos; 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 depresién ancha cerca de
un extremo, longitud aproximada de 1.5 mm (Mela, 1963; Hanson et
al., 1978; Robles, 1979). (Ver figuras 1 a 5).
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LA PLANTA DE ALFALFA

Fig. 1 Planta mostrando el
extenso sistema
radicular y varios
tallos jbvenes a
partir de la corona.

Fig. 2 Ramas florales en

desarrollo.
(2)




(Tomado de Hanson [1972], dibujos
originales de Regina 0. Hughes,
Agricultural Research Service,
USDA) .

Fig.

Fig.

Fig.

3

4

Plantula de seis semanas
de edad.

Rama con varios frutos,
legumbres tipicas, cuatro
semillas de tamarfio real y
dos semillas arrinonadas
en aumento.

Tres vistas en aumento de
la flor papiliondcea mos-
trando los estambres y el
pistilo.



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 vy
profundos, de subsuelo permeable y con buen drenaje. Resiste a
la humedad a condicidén de que esta no sea durable y bien puede
crecer en suelos moderadamente alcalinos (Rather et af., cita-
do en Robles, 1979; Havard-Duclos, 1969).

Cuando se siembra por vez primera, requiere de previa ino-
culacién con bacterias del género Rh{izobium spp. para favorecer
la simbiosis de &stas con las células de su raiz v la formacitn
de nddulos.

Se desarrolla bien en climas templados y frios, no asi en
regiones tropicales por su susceptibilidad a plagas y enfermeda
des y porgue no crece bien en suelos &cidos. o

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

EL CULTIVO DE LA ALFALFA.

Para que la alfalfa alcance su mdximo desarrollo y a fin de
obtener una produccidn de forraje de buena calidad, se deben con
siderar una serie de factores gue simplemente se mencionarén ta
les como: la preparacién del terreno, fertilizacidn, variedades’
de semilla adecuadas a la regibn, densidad de siembra, riegos,
insectos polinizadores para la produccién de semilla y su cose-
cha, época de corte del forraje, etcétera.

Como la alfalfa es un cultive gque puede rendir de 3 a 5 a-
fios en constante produccién, se ha logrado obtener un rendimien
to unitario nacional promedio de 56,7 toneladas por hectdrea de
acuerdo con los datos del Anuario Estadistico de Produccidn A-
gricola para 1965. El cultivo permite hasta 10 cortes por afio,
de ahi la importancia de que se lleven de manera adecuada las
précticas 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 pulgén manchado (Teaicaphds mazufata Buckton), el
pulgén verde (Acynthosiphon pisum Harris), el minador de la hoja
(Liniomiza spp.) y el barrenador de la raiz (Epdcaerus aurifer
Boh) ; vy enfermedades de tipo foliar como el mildid velloso
(Peronospora trifoliorum Dby), la peca (Pseudopeziza medicagindis
Lib), la mancha de la hoja [(Stemphylium botivosum Waur) y enfer
medades de la rafz como la pudricién texana [Phymatotrichum
omnivorus Shear (Dug).), la marchitez bacterial [Cc&gnebacIeTLum
insidiosum McCull) y la pudricién fungal provocada por organis-
mos de los géneros Fusanium y VeatdicdLLum (Castro, 1978) .



Otro aspecto importante es la siembra de las semillas de
variedades preferentemente certificadas, ya que la certificacibn
establece normas y procedimientos para reducir al minimo cambios
genéticos durante la multiplicacién de las semillas de una varie
dad, ademds de que se considera minimo o nulo el contenido de se-
millas de malezas nocivas (Castillo y Aburtc en Robles, 1979) vy
se garantizan al agricultor ciertas caracteristicas del cultivo,

Los mé&todos tradicionales de propagacidén 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 raiz, llamado tambi&n habito ra
dicular rastrero (Hanson et af., 1978). Sin embargo para propa-
gacidn comercial estos no resultan ser sistemas lo suficientemen
te eficientes, s&lo se emplean para propagar vegetativamente gef
moplasma valioso, ya que generalmente se propaga por semilla,

GENETICA Y CITOTAXONOMIA.

La alfalfa es una planta albgama, es decir, que el polen que
fecunda a los 6vulos de una planta proviene de otro indivio den-
tro de la misma poblacibn.. Asf es que para que pueda llevarse a
cabo esta polinizacidn cruzada, actlan como agentes polinizadores
las abejas (Apis meliferal. Es una planta que presenta autoincom-
patibilidad y es ademds poliploide (Brauer, 1986), lo cual habla
de la enorme heterogeneidad que se observa dentro de las poblacio
nes de esta forrajera.

La alfalfa com@in o cultivada Medicago sativa L. es autotetra
ploide, es decir, que cuenta con cuatro juegos cromosbmicos (n =
8; 4n = 32) provenientes de la unifn de gametos diploides de la
misma especie. Esto le ha permitido una amplia distribucién y a-
daptacidén a diferentes regiones del mundo, que van desde zonas
desérticas hasta lugares frios pasando por regiones templadas, ex
plicidndose asi la presencia de este cultivo en todos los continen
tes en la actualidad. Su relacién con la alfalfa silvestre diploi
de (2n = 16) es muy estrecha, taxonfmicamente a esta se le conoce
como Medicago coerulea. M. sativa tiene flores moradas y sus fru-
tos son legumbres muy espiraladas. Otra especie M. falcata cono-
cida como la alfalfa de flor amarilla, es diploide (2n = 16} y es
endémica de regiones frias, pues crece bien en lugares comprendi-
dos entre 42° y 62°de latitud norte y su hibridizacifn de manera
natural con M. sativa produjo poblaciones con resistencia a ba-
jas temperaturas y a enfermedades foliares. Los hfbridos resul-
tantes son agrupados taxonfmicamente bajo la especie denominada
Medicago media & Medicage varia de flores variegadas. Otras es-
pecies sobresalientes de alfalfa son: M. glutdinosa (2n = 32) es-
pecie endémica de la regidn del CAucaso; M. gfomerata (2n = 16)
localizada al norte de Africa; M. cancellfata y M. saxatilis (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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_ Los cromosomas de M. satfiva y especie relacionadas son pe
‘quenios, 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
identificacién para establecer el nfimero bisico 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 mis importante del mundo. Se sabe asimismo, gue esta ha
sido, dentro de las plantas forrajeras, la primera en haber si
do domesticada por el hombre, quien ya la consider6 como una
planta cultivable de gran valor. HistSricamente la alfalfa se
ha cultivado desde hace siglos. Su centro de origen comprende
varias regiones del Asia Menor: el sur del C&ucaso en la URSS
y las tierras altas del Turguest&n, lo que hoy en dfa compren-
de Ir&n (Bolton et af., 1972). En esta amplia regién crecfa de
manera silvestre en estado diploide bajo condiciones semidesér
ticas. Su forma tetraploide cultivada se relaciona méds bien con
la cria del caballo por el hombre del mundo antiguo (Lesins,
1984) . Bolton y colaboradores en 1972, mencionan que las refe-
rencias mds antiguas sobre la alfalfa se remontan hasta en pue
blos como los hititas (1700-1200 a.C) y los Babilonios (700 a.
C) . Teofrasto narra gque fué introducida a Grecia en 490 a.C
con la invasifén de Persas y Medas que la empleaban como alimen
to. Consecuentemente los romanos retoman a este cultivo como
una herencia mé&s de la civilizacibn griega logréndose su disper
sién a toda Italia. El Imperio Romano (25-395 d.C) disemina es
te cultivo a sus provincias conquistadas como lo que hoy es Es
pafia, 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 regifn norte del con
tinente europeo, los pueblos bérbaros introducen material sil-
vestre de zonas cercanas a Siberia que resistia 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 alfal
fa silvestre M. falcata y la alfalfa cultivada M. sativa resul
tando individuos hibridos con caracteristicas intermedias de
ambas especies y que posteriormente los autores la denominaron
M. media Pers. 6 M. varia Martyn. Retomando la historia de es-
te cultivo, siglos después, préxima a la caida del Imperio Ro
mano, época de decadencia, hubo un periocdo de aproximadamente
100 afios en que el cultivo desapareci6 de Europa. Una segunda
remesa de alfalfa es reintroducida a Espafa particularmente,
con la invasién drabe a la Peninsula Ibérica, quienes trafan
material de Persia y del norte de Africa (Bolton et af., 1972)
y quienes la nombraban "alfalfacah" denominacién derivada de
"aspasti" & "aspo-asti" cue en irani 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 dispersién del cultivo a Francia en 1550, a



Bélgica y Hoianda 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 amplia su distribuacifn igual
mente en el Nuevo Mundo, Australia y Nueva Zelanda. (Fig. 6).

La introduccibn de la alfalfa M. satdva a América sereali
z8 a través de dos importantes vias: una en el siglo XVI con ~
los colonizadores espanoles y portugueses quienes la introduje-
ron principalmente al Perfi y a México; y una segunda partida
de alfalfa primordialmente de M. media a mediados del siglo
XVIII fué introducida por los colonizadores del centro de Eu-
ropa al llegar a las costas del este de Canad8 y noreste de
Estados Unidos donde suele haber climas frios y heladas en €
poca de invierno. Con el paso del tiempo la alfalfa prosperd
en su nuevo ambiente americanoc y se diversificé dentro del
mismo continente, de Perf a Chile, Argentina y Uruguay y de
México al resto del pais y a Texas, Arizona, Nuevo México y
California gracias a las diversas migraciones de los misione-
ros.

p

\.

Figura 6. Expansibn del cultivo de la alfalfa en el mundo,

Centro de origen
* Lugares en donde se ha establecido el cultivo

Adaptado de Del Pozo (1977).

LA ALFALFA EN MEXICO.
La alfalfa comfin M. sativa es la especie de mayor impor-

tancia como forraje en nuestro pais. La fuente de germoplasma
en México la constituyen variedades criollas, o ecotipos deri
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vados del material introducido de Espafia y que después de cua-
tro siglos se han adaptado a las diferentes &reas ecolégicas
del pais a través tanto de la seleccidén natural como de la rea
lizada por los agricultores. Estas variedades criollas de M.
4ativa son: Atlixco, Atoyac, Navojoa, Oaxaquefia, San Miguelito,
Tanhuato y Zacapu, cuyos nombres los han adquirido del propio
lugar de adaptacién(Castro, 1978, ver tabla 3).

—
Tabla 3. Ecotipos o variedades criollas de alfalfa en México y
sus &reas de adaptacibn(Castro, 1978).

N

Variedades Lugar de adaptacién
Atlixco Atlixco, Puebla
Atoyac Atoyac, Jalisco
Navojoa Navojoa, Sonora
Oaxaquena Oaxaca, Oaxaca
San Miguelito San Miguel Octapan, Guanajuato
Tanhuato Tanhuato, Michoacén
\_ Zacapu Zacapu, Michoac&n .

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 caracteristicas
bien definidas y poco alterables a lo largo del tiempo (Del Po
zo, 1977) se han venido realizando una serie de trabajos gue
comenzaron hace mds de tres décadas por parte de la Oficina de
Estudios Especiales de la Secretaria de Agricultura y Ganaderia
y posteriormente por el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales y Agropecuarias (INIFAP antes INIA) de la Sria de A

gricultura y Recursos Hidr&ulicos, para evaluar un conjunto de™

caracteristicas agronémicas como la determinacién de variedades
md8s rendidoras para cada regibn lechera del pais, épocas y mé-
todos de siembra m&@s adecuados, densidad de siembra de la semi
lla, estado fenolBgico de la planta 6ptimo para el corte, pro-~
duccidn de forraje, entre otras caracteristicas tanto en mate-
rial criollo como en el introducido asi como el inicio de Pro-
gramas de Mejoramiento Genético y la obtencibn de variedades
mejoradas. Los primeros resultados de dichos estudios arrojaron
datos muy interesantes, entre ellos, la identificacién y reco-
leccién de material criollo formado por el material comfinmente
conocido como las variedades Oaxaca, Atlixco, Atoyac y San Mi-
guelito y la obtencibén de las variedades sinté&ticas Valdura,
Hojaseo y Tamverde (Buller y Valdivieso, 1957), resistentes a
enfermedades foliares y de alto rendimiento. En otros centros

de investigacifén del pafis se realizaron evaluaciones similares
con diversos resultados, si se considera gue se trabajé en di-
ferentes &reas ecolbgicas donde los resultados de las mejores
variedades fueron distintos entre una y otra (Tabla 4), por e-
llo se vié 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 gue requie-
ren cada uno de estos programas constituyen una limtacién,
dado que se requieren lapsos de tiempo de por lo menos siete
anos para obtener resultados reproducibles con varias fases
de cruzas y retrocruzas de genotipos asi como la evaluacidn
y preservacién del material obtenido.

-
Tabla 4. Variedades recomemdadas por los Centros de Investiga “\
cifn del INIA en sus 8reas de influencia (Robles, 1979).
Centro Variedades

Centro de Investigaciones Agricolas Moapa, Africana

del Norte (C.I.A.N)

Centro de Investigaciones Agricolas Atoyac, Moapa, AS-13, Cody,

del Norceste (C.I.A.N.E) Lahontan

Centro de Investigaciones Agricolas Tanverde, Tanhuato, Moapa

de El Bajfo (C.I.A.B)

Centro de Investigaciones Bisicas Tanhuato, Atlixco, Tanverde,
\_(C.I.B) Oaxaca W,

En la actualidad todos estos esfuerzos se ven coronados con
la obtencién de las variedades de alfalfa mexicanas Celaya I
€Castro, 1978), INIA 76, Mixteca 76, Puebla 76 y Bajio 76 (Agui
rre, 1976), de las cuales estas cuatro Gltimas han mostrado te
ner una vida larga, buena recuperacién después del corte, toIé
rancia a enfermedades y mayor produccién promedio de forraje
verde, superando a las variedades introducidas Valenciana, Moa-
pa y San Joaquin (Magallanes, 1986) muy utilizadas en los Va-
lles Altos, El Bajio y la regibén centro y norte del pais. (Ta-
bla 5).

r?abla 5. Variedades de alfalfa M. sativa certificadas por el A

INIA, su ecotipo correspondiente y estado de proce-
dencia. (Castro Acero comunicacifn personal).

Variedad mexicana Variedad criolla Estado

Tanverde Tanhuato Michoacé&n

Puebla 76 Atlixco Puebla

INIA 76 Tanhuato Michoacén

Bajio 76 San Miguelito Guanajuato

Mixteca 76 Oaxaquena Oaxaca J

Sin embargo persiste el hecho de que ain hace falta produ
cir semillas certificadas que satisfagan la demanda nacional de
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 mis ampliamente se cultivan en nues
tro pafs. En la actualidad el INIFAP cuenta con un modesto ban
co de germoplasma para investigacidén, por lo gue se requiere
de metodologias apropiadas que permitan la conservacibn y pre-
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servacidn de este valioso material.

Tabla 6. Variedades introducidas de alfalfa que se cultivan am

tico de Produccibn Agricola para 1985 de SARH-DGER).

pliamente en México (Datos tomados del Anuario Estadfg

"\

AF-11 EXA-3050 NK-819
Africana EXA-3060 Ranger

Aragbn EXP~{-75 Saltén
Arizona Chilena Hayden San Joaguin II
AS-13 Hunter River Sonora

Astro Kodiak Sonora 70
Caliente Matador Valencia
Criolla Mesa Sirsa Velluda Peruana
El Camino Moapa XL-58

El Unico Moapa 69

\EXA-3040 MS-8

DISTRIBUCION Y PRODUCCION EN MEXICO

Con excepcibn de las zonas tropicales, la alfalfa se en-
cuentra ampliamente distribuida en el pais, sobretodo en ague
llas regiones superiores a los 500 a 600 msnm como limite m&s
bajo para su mejor desarrollo. La excepcifn aparece en Baja
California y Sonora donde a nivel del mar el cultivo prospera
gracias al clima continental con el gue cuentan estas 2zonas
ain en la costa. La mejor faja alfalfera de México se locali-
za en la reqgidén de El Bajio y el Valle de Mé&xico, aunque ha
prosperado bien en diversas zonas del pais dentro de un total
de 21 estados de la Repfiblica 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 hfimedas este cultivo no prospe-
ra bien (Robles, 1979).

En los Gltimos cinco afios la superficie sembrada de alfal
fa ha sido de aproximadamente 251 mil hect&reas, con una pro-
duccidén de forraje verde de 13.7 millones de toneladas en total
de acuerdo con los datos reportados por SARH-DGEA para 1985,
que afin asi resultan insuficientes para cubrir la demanda in-
terna de este forraje, problema gue se agrava dia a dia 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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ERE3 cstado y M Regifn donde se cultiva la alfalfa.

Pabell6n y zonas similares del estado
Mexicali, Ensenada, costa occidental
Mulejé&, Comondu y La Paz

Comarca Lagunera, norte y centro del edo.
Cd. Delicias y zonas similares

Centro y Valle del Guadiana

Iguala y regiones similares

Actopan y regiones similares

Valle de Autlén, El Grullo y Tomatlén
AntGnez, Zacapu y Tanhuato

Galeana, Arramberri, norte y centro del edo.
Regifn centro del estado
Tecamachalco y Tehuacdn

Querétaro y regiones similares
Altiplano y regiones similares

Los Mochis y regiones similares

Cd. Obregbn y regiones similares

Rio Bravo y zona centro

Calera y regiones aimilares



EMBRIOGENESIS SOMATICA In vitnro

Un embrifn se define como el estade inicial del desarrollo
de una planta (Wardlaw 1955, 1968 en Tisserat et af., 1979) que
morfolbgicamente se caracteriza por tener dos polos meristemdti
cos opuestos: el apical que dar& lugar a los brotes de la plan-—
ta y el radicular que originaré la rafz. El embribn cigético
surge a partir de una serie de divisiones mitSticas gue sufre
el cigoto, el cual experimenta una serie de estadfios de desa-
rrollo especificos gue estructuralmente se conocen como esta-
dos globular, corazbén y torpedo (Sharp et af., 1980};J

De manera natural en muchas especies vegetales puede ohser
varse con relativa facilidad la formacifn de embriones asexua-
les o no cig6ticos, fendmeno denominado de igual manera apo-
mixis (Nygren 1954, Stebbins 1941 en Tisserat et af., 1979), po
liembrionia (Webber 1940 en Tisserat., 1979] o embriogénesis
adventiva (Esan 1973, Schoreder 1968 en Tisserat ef af., 1979).
Este proceso implica la formaci6n de embriones a partir "de cé-
lulas somdticas o células gaméticas que no son producto de una
fertilizacién y cuya morfologia y patrfén 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 &vulo o de la oospora; ginogénesis o embriones ori-
ginados de oosporas fertilizadas de manera parcial y apometria
en la que los embriones se desarrollan a partir de las sinérgi
das o antipodales (Sharp et af.,1980), células incluidas en el
saco embrionario de la flor{ﬂTlsserat et af.,(1979) enlistan
un total de 5% familias de angiospermas con 138 géneros y 239
especies, en los que se registra el fenémeno de embriogénesis
asexual de manera natura{ﬁ

| La embriogénesis asexual o embriogénesis somdtica 4n vitxro
fué reportada por vez primera por Steward, Mapes y Mears (1958,
en Tisserat et af., 1979) en cultivos en suspensibén y por Rei-
nert (1959, en Tisserat et af., 1979) en cultivos de callo en
medio sélido en zanahoria Paucus carota.

A partir de entonces los trabajos sobre embriogénesis so-
mética progresaron tanto en los sistemas para zanahoria asfi co
mo para otras especies de plantas, algunas de las cuales perte
necen a familias de plantas como Gramineae, Rutaceae, Solanaceae,
y Umbelliferae en las cuales la embriogénesis adventiva 4n
vive se pone de manifiesto de manera espontfnea y en aquellas
otras familias como en Araliaceae, Brassicaceae, Caricaceae
y Vitaceae que no exhiben este fendmeno de manera natural.

El proceso de inducir la regeneracién de plantas a través

del ltivo de tejidos {n viftro puede realizarse de manera in-
directa con la produccién de una masa de cé&lulas desorganiza-

= 15



das (comGnmente conocida como callo) a partir del inéculo i-
nicial; o bien directamente, con la formacidén de los embriones
som8ticos a partir de los segmentos de tejido vegetal en culti
vo. Sharp et af., (1980), Evans et af. (1981), Ammirato (1984)"
y Williams y Maheswaran (1986) mencionan una hipbtesis para
tratar de explicar estos dos procesos de desarrollo embriogé-
nico {n vitro. Enuncian que el proceso de embriogénesis di-
recto procede a partir de c&lulas que ya estén determinadas
hacia un desarrollo embriogen&tico (PEDC por sus siglas en in-
glés), y que sblo requieren de condiciones favorables que les
permitan continuar la divisién celular y su expresibn embrio-
génica. Por el contrario la embriogénesis indirecta requiere
de una redeterminacifén de células diferenciadas, proliferacibn
de callo y desarrollo hacia un estado embriogenéticamente de-
terminado. Para estas c&lulas que se inducen hacia una determi
nacidén embriogénica (IEDC) es necesaria la presencia de hormo-
nas exbgenas o reguladores del crecimiento. Sharp ef af.(1980),
concluyen que es asimismo muy importante el estado fisiolbgi-
co de las cé&lulas en cultivo para lograr la expresién de la
embriogénesis som&tica. La importancia de los reguladores del
crecimiento radica tal vez en su funcibén como agentes "permi-
sivos" de la expresibén de este patrb6n de desarrollo intrinse-
camente determinado.

El proceso embriogené&tico indirecto implica entonces, el
establecimiento de callos en divisifén activa obtenidos a partir
de un tejido especifico. Para ello se distinguen dos eventos
importantes: la primera fase de induccifn hacia la citodiferen
ciacidn por parte de las células embriogénicas mediante la ma-
nipulacién de la relacifn auxina/citocinina; y una segunda fa-
se, donde se continua la secuencia de desarrollo de tales cé-
lulas proembridnicas (Kohlenbach, 1978 en Dodds y Roberts,
1982) y se ponen de manifiesto los embriones sométicQﬂ.

FACTORES QUE CONTROLAN LA EMBRIOGENESIS.
A. Medio de cultivo.

‘\Para el desarrollo de la embriogénesis somdtica, {n vitro
se han empleado diversas formulaciones nutricionale§} como
menciona Ammirato en 1984, desde medios simples como el de
White (1963) hasta aquellos m&s concentrados como el B5 de
Gamborg ¢t af. (1968), incluyendo a aquellos conocidos como
SH (Schenk y Hildebrandt, 1972), MS (Murashige y Skoog, 1962)
de los cuales estos tres filtimos se consideran como medios de
altas concentraciones en sales inorgénicasj Evans ef af. en
1981 consideran gque el 70% de los cultivos se han realizado
en el medio MS o bien en un MS modificado) Otros medios de
cultivo generalmente empleados para el clUltivo de legumino-
sas han sido: LS (Linsmaier y Skoog, 1965), Blavdes (Blaydes,
1966) y PC-L2 (Phillips y Collins, 1970) como menciona Conger
(1980) .
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Las bases para todos los medios de cultivo son una mez
cla de sales minerales, combinando elementos esenciales macro-
nutrientes, micronutrientes, junto con una fuente de energia,
comfinmente es empleada la sacarosa (Yeoman y McLeod, 1977 en
Conger, 1980) y varios constituyentes orgdnicos como vitami-
nas y reqguladores del crecimiento (Conger, 1980).

IUn factor importante para los cultivos de células via em-
brio§&nesis somitica es la fuente de nitrSgeno, suplementada
bajo la forma de nitrates, ion amonio o de complejos org&nicos
nitrogenados como los amino&cidos (Dodds y Roberts, 1982; Stuart
y Strickland, 1984a, b y Stuart et af., l985;§ El suplemento
de la fuente de nitrSgeno tanto en forma de Sal inorg&nica o-
xidada o en su forma ionizada o reducida, |es necesaria tanto
en el medio de induccién como en el medio de regeneracién! De
hecho, el proceso de induccién involucra la interaccifn del
ion amonio (forma reducida) con los reguladores del crecimien-
to. 'La fuente de nitrf6geno total es determinante en la etapa
de desarrollo de leos embriones somiticos. Walker y Sato (1981),
enuncian que el ion amonio suplementado de manera ex6gena tie-
ne un efecto tanto cuantitativo como cualitativo en el patrén
de morfogénesis de alfalfa in vitro. Asimismo, resaltan que la
embriogénesis no se di en ausencia del ion amonio o del nitra-
to, siendo ambas fuentes igualmente necesarias.(La concentra-
cibn especifica de uno u otro tipo de fuente nitrogenada varia
de acuerdo al tipo de planta (genotipo) sometido a cultivo em-
briogénicﬁ, debido a las particulares actividades de enzimas
reductasas que hacen disponibles los compuestos nitrogenados a
las plantas,| aunque puede generalizarse que el contenido total
de nitrSgeno Fequerido para cultivos embriogénicos tanto en el
medio de induccifn como en el de regeneracién debe ser de 25mM
a 1001111‘&_:]

Bajo la forma de complejos orgénicos también se han emplea
do como fuente de nitrfgeno en los medios de cultivo: casefina
hidrolizada (Ammirato y Steward, 1971 en Ammirato, 1984); una
mezcla de amino&cidos (Kato y Takeuchi, 1966 en Ammirato, 1984);
aminodcidos en forma individual (Wheterell y Dougall, 1976 en
Ammirato 1984; Stuart y Strickland 1984a; Skokut:et af., 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 v Bingham, 1972, 1975).

QoprOs elementos minerales importantes para la embriogéne-
sis somdtica son: el ion potasioc gue resulta esencial para el
sistema de embriogénesis de zanahoria (Reinert et alf., 1967 en
Ammirato, 1984) especialmente cuando el suplemento de nitrégeno
es inadecuado (Tisserat et af., 1979); el calcio, que en altas
concentraciones inhibe el desarrollo de los embriones sométicos
de zanahoria (Tazawa y Reinert, 1969 en Tisserat et af., 1979),
aunque esto no es aplicable a todos los sistemas de embriogéne-
sis; y el fierro que debe suplementarse en forma quelada como
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Fe-EDTA, ya qgue su ausencia impide que los embriones en estado
globular pasen al estado de corazbn. Esto ha sido reportado
por Nitsch (1969), Haberle-Bors (1980) y Havranek y Vagera
(1979) citados por Ammirato (1984) para cultivos de tabaco, be
lladona y zanahoria respectivament37 -

B. Reguladores del crecimiento.

[ Sharp el af.. (1980) mencionan que las fitchormonas o regu
ladores naturales de las plantas, pueden actuar como agentes
activadores de cé&lulas competentes a responder hacia vias espe
cificas de morfogénesis, y que de acuerdo a su concentracibn
relativa pueden suprimir, permjtir o modificar condiciones de
citodiferenciacién especificgij

Para los sistemas de embriogénesis asexual indirecta en
cultivo, donde la produccifn de embriones esti mediada por la
formacién de callo, se ha demostrado que los reguladores del
crecimiento, especialmente las auxinas o las substancias gque
actGan de manera similar a las auxinas en combinacifn con las
citocininas y una adecuada concentracifn de compuesto nitroge-
nados en el medio de cultivo, son esenciales para la induccibn
de la embriogé€nesis (Fujimura y Komamine en Ammirato, 1984]41
sin embargo, un alto nivel de auxina inhibe el desarrollo de
los embriones somdticos. Al respecto, [Bingham et af. (1975)
concluyen que , de entrada, |el nivel Optimo de hormonas se des
conoce, aunque se ha observa &6 que elevados niveles de la auxi
na sintética &cido 2,4-diclorofenoxiacético & 2,4-D promueven
la embriogénesis durante el estado preglobular en los cultivos
y en cambio, que el mantenimiento de una alta concentracifn 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 nuevamenEEj

De acuerdo con Evans eif af. (1981) el 2,4-D ha sido la auxi
na comfinmente mis empleada, perc también se han manejado otras
auxinas como el &cido e -naftalenacético (ANA), el &cido indola
cético (AIA) que es una auxina natural y en menor escala el &ci
do 2-benzotiazolacético (BTOA), el acido p-clorofenoxiacético
{(p~-CPA) y el picloram. Bingham ef af. en cultivos de alfalfa ob
servaron que el papel del ANA y del AIA no era necesario en la
induccidn a embriogénesis, mis bien permiten la formacién del
callo, pero si este no es sometido al 2,4~D no se observard em
briogénesis. El rango de concentracidén de las auxinas varia e-
normemente.'Kao y Michayluk (1981) en los sistemas para alfalfa,
establecen que la concentracidén 6ptima de los reguladores del
crecimiento resultan ser especificos de acuerdo al genotipo del
material empleado, por lo gque debe ser determinado empiricamente.

$§9 relacién a las citocininas, Fujimura y Komamine (1980)
citados por Ammirato (1984), sostienen que estos compuestos son
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importantes para promover la maduracibén de los embriones y es
pecialmente el desarrollo de los cotiledones (Ammirato y Koma
mine, 1971 en Ammirato, 1984)} por lo que pueden emplearse tan
to en el medio de induccifn Como en el niedio de regeneracibn.
En ocasiones, asimismo, se ha reportado gue las citocininas se
requieren para el desarrollo de los embriones y para su conver
sién en plantas (Kavatherkar et af.,1978 en Ammirato, 1984),

La citocinina mis empleadaes la cinetina con un rango efectivo
de concentracién de 0.5pM a 5.0uM (Ammirato, 1984). Otros ti-
pos ce citocininas que se han empleado son la bencilaminopuri-
na (BAP) y la zeatina, esta filtima estimula la embriogénesis
en cultivos de zanahoria especificamente (Fujimura y Komamine,
1975 en Ammirato, 1984).

Otro tipo de reguladores generalmente poco empleado, han
sido las giberelinas. Segfin documentan Nitsch y Nitsch en 1969
(en Sharp et af.,1980), la giberelina en ocasiones influye en
el desarrollo del embrién somatico, pero no influye en la fre-
cuencia de embriogénesis. Ammirato (1984) menciona que estos
compuestos tambié&n estimulan el enraizamiento y el subsecuen-
te desarrollo de las plé&ntulas obtenidas de los cultivos em~
briogénicos en especies de plantas como Zea mays (Lu et af.,
1982, en Ammirato 1984) y Ciftrus sinens{s (Xochba et alf.,b 1974
en Ammirato, 1984), aungue estos resultados no son una regla
aplicable a todas las especies.

C. Fuentes de inbculo.

Segfin Kohlenbach (1978 en Dodds y Roberts, 1982) la ob-
tencién 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 pléntulas,

aungue también suelen emplearse los tejidos de estructuras repro
ductivas de la planta en estado inmaduro como ovarios y anteras.

Ammirato (1984) concluye que tejidos embrionarios, meris-
tem&ticos y reproductivos tienen mayor potencialidad embriogé-
nica en los cultivos, aungue existen plantas :como en zanahoria
Daucus carofa, en donde pricticamente cualgquier segmente culti-
vado produce embriones somiticos, en otras como en Hedera heldx
(Banks 1979, en Ammirato, 1984) solo el material procedente de
tejidos adultos de la planta es capaz de producir embriones, por
le que se concluye gue tampoco en este aspecto cabe hacer gene-
ralizaciones.

LEP algunas especies, diferencias en los genotipos emplea-

dos muestran potencialidades diferentes en cuanto a respuesta
embrlogénlca, como es el caso de la alfalfa Medicago sativa
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(Kao y Michayluk, 1981), Trifolium pratense (Keyes et al.
1980 en Ammirato, 1984) y Daucus carota (Steward et al. en
Ammirato, 1984).

El nivel de pleoidfa presente en un mismo tipo de planta
parece no afectar a aquellas cé&lulas que ya estén programadas
a formar embriones somiticos. Sin embargo, cambios en el ni-
vel de ploidfa en los cultivos ya establecidos, si pueden mo-
dificar el potencial embriogénico, siendo esta la razbn de
que este potencial de regeneracibén 4n vitxro disminuya gradual
mente en los sucesivos subcultivos, como reportan Atanassov y
Brown (1984).

LAmmlrato (1984) enuncia asimismo, gue el estado fisiolbgi
co de la planta a partir de la cual se toma el infculo es un
factor extremadamente importante en el éxito de la respuesta
embriogénica.|

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 regeneracifén de plantas por embriogénesis somé
tica. {Ammirato (1984) menciona que la embriogénesis somdtica ~
se ha observado bajo una variedad de regimenes de luz/obscuri-
dad asi como diferencias en cuanto a la calidad de luz. En lo
referente a la temperatura, este mismo autor enuncia gque exis-
ten pocos trabajos sobre el efecto de este factor en los culti
vos. | -

E. Factores que controlan la regeneracif6n de alfalfa.

- GENOTIPO.
Se ha corroborado ampliamente gue la regeneracibn de alfalfa
estd plenamente influenciada por el genotipo del material
con el que se trabaje. Varios estudios se han avocado decidi
damente a realizar un sondeo de material embriogénico entre™
un gran nfimero de variedades o cultivares de alfalfa. Cabe
mencionar que, como mencionan frecuentemente Kao y Michayluk
(1980, 1981), la alfalfa es una planta de polinizacién abier
ta, es ademds una especie con poblaciones (variedades) muy
heterogéneas, 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 obtencibn
de brotes en los cultivos de alfalfa estd condicionada por
la interacci6n del genotipo y los medio de cultivo de in-
duccibn y regeneracidn.

- LA FUENTE DE NITROGENO EN LOS CULTIVOS.
Previamente se mencioné 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 tambi&n mencionan que los niveles
6ptimos para la produccién de embriones es de 25mM a 100mM de
nitrégeno reducido bajo la forma de ion amonio, ya que a ni-
veles inferiores de 12.5mM sélo se observa la formacién de ...
rafces. Walker et af. (1978, 1979) concluyen gue la fuente de
nitrégeno reducido en el medio de regeneracién de la embriogé
nesis es fundamental para tener &xito en la obtencién de em~
briones somiticos. Stuart y Strickland (1984a, b) complemen-
tan esta informacién al adicionar amino&cidos al medio de re-
generacifén como fuente de nitrfgeno reducide en combinacién
con el ion amonio, observando que la combinacién de la L-pro-
lina y NHY o 1la L-glutamina sola, estimulan favorablemente la
ﬁmbrigqén sis en los cultivos de la linea RA 3 (Regen S) de

. datdva.

- 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 varfan desde lmg/l (4.5pM) (Saunders
y Bingham, 1975) hasta 22mg/1 (100pM) (Novak y Konecna, 1982),
pero varios trabajos lo adicionan a una concentracifn de 2mg/1
(9.0 pM) (Meijer y Brown, 1987). Algunos .autdres incluyenven
sus medios de cultivo al ANA a una concentracién de 5mg/1, ‘es
decir, a 25pM (Skokut et af., 19B5) y a la cinetina desde L
0.18 mg/1 (1 pM) (Brown yvAtanassov, 1985), hasta 4.6 mg/l, o
bien, 25 uM (Skokut et af., 1985). De acuerdoc a lo revisado
en la literatura, no existen niveles cuantitativos especifi-
cos y sBlo se han obtenido algunos valores &ptimos experimen-
tales que van de acuerdo al genotipo.

- CULTIVOS SOMETIDOS A UNA SECUENCIA DE DOS PASOS.
El primero implica someter al inSculo a alta concentracién de
la auxina 2,4-D en el medio de cultivo, esta fase se conside~
ra como la fase de induccibn de la embriogénesis. El segundo
paso o fase de desarrollo y regeneraci6n de los embriones somd
ticos, implica transferir al callo formado a partir del inb-
culo inicial, a un medio de cultivo sin 2,4-D y en ocasiones
sin ningfin otro regulador del crecimiento. Existen pequefias
variaciones a este protocolo donde se incluyen hasta tres fa-
ses (Atanassov y Brown, 1984; dos Santos el af., 1980; Walker
y Sato, 1981): la de induccibn, una segunda donde se incluye
al ANA, cinetina y/o BAP para mejorar la calidad de los embrio
nes y la filtima sin hormonas exbgenas para la regeneracibn de
los embriones sométicos.

F. Perspectivas de la embriogénesis somitica 4n vitro.
[&unque esta metodologfa no es afin aplicable a todas las es

pecies vegetales con igual grado de éxito, la embriogénesis so-

- 21 =



mitica experimental ha sido reportada en tejidos cultivados de
mds de 30 familias de plantas como hacen una lista Tisserat et
al. (1979) y Ammirato (1984).

El interés praético que ofrece esta metodologia de micro-
propagacién es que haciendo uso de genotipos deseables estos se
pueden multiplicar casi ilimitadamente con relativa facilidad
(Villalobos, 1985). Asimismo, Ammiratoc (1987) menciona que me-
diante la embriogénesis somética es posible:

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

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

- la facilidad de manejo de los embriones en cultivos en suspen
sién 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 més pro-
longados;

- darles a estos embriones cubiertas artificiales de proteccidn
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 bioguimico para tratar de dilucidar como
ocurren los procesos de induccién y-'desarrollo;

- la obtencifn de plantas con caracteristicas sobresaliéntes:
como la resistencia a plagas y enfermedades o a condiciones
de sequia, a través de metodologias como la variacidén somaclo-
nal y por Gltimo,

- la hibridizacidén 4in v{tro de genotipos deseahlei;]

SISTEMAS DE REGENERACION In v{tr¢ DE ALFALFA.

Dentro de los sistemas de regeneracidn 4n vd{ino 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 regeneracifn de plantas de al-
falfa a partir de células y tejidos de cultivos asépticos han
progresado rdpidamente. Las lineas de trabajo de alfalfa inclu-
yen tanto organogénesis como embriogénesis somdtica en trabajos
como: la cbtencibén de estructuras denominadas como brotes y em-
brioides (Saunders y Bingham 1972,1975; Walker et af., 1978,
1979; Reisch y Bingham 1980 y Stavarek et af., 1980); cultivos
en suspensibn (McCoy y Bingham 1977; Walker y Sato 1981; Kao y
Michayluk 1981); cultivos de protoplastos (Kao y Michayluk 1981;
dos Santos et af., 1980; Johnson e af., 1981; Arcioni et af.,
1982; Xu et af., 1982; Lu et af., 1983; Pezotti et af., 1984;
Dijak y Brown 1987a, 1987b) y embriogénesis somitica (dosSantos
et af., 1980, 1983; wWalker y Sato 1981; Novak y Konecna 1982;
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Mesentsev y Xarelina, 1982; Luppotto 1983; Stuart y Strickland
1984a, 1984b; skokut et af.,1985; Stuart et af., 1985; Meijer
y Brown 1985, 1987a, 1987b; Brown y Atanassov, 1985; Nagarajan
et af., 1986) y otros trabajos como hibridizacién interespeci-
fica, induccién a tolerancia al frio, resistencia a patégenos y
enfermedades y variacifn somaclonal.

Sin embargo, la tecnologia con que se cuenta en la actuali-
dad no permite afin establecer un sistema general de regeneraci®n
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 regeneracién de los cultivos in vitro, lo cual posteriormen-
te se corrobora en los reportes de dos Santos ef af. (1980),
Brown et af. (1985) y Nagarajan et af. (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 regeneracién que lleva implficitc el genoti
po constituye la primera gran limitacién en la obtencién de em-
briones sométicos de alfalfa.

En el trabajo de Bingham, Hurley, Kaatz y Saunders (1975),
se detalla la seleccifn de germoplasma a partir de nueve varie-
dades comerciales de las cuales s6lo un pequefio nimero de geno-
tipos posee capacidad embriogénica: Saranac y DuPuits, el resto
s6lo mostr6é tener de 17% a 36% de regeneracién. 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 seleccifn recurrente, incre-
mentando asi{ la frecuencia de regeneracifn de un 12% a un 67%

y establecieron finalmente el cultivar Regen S, material tetra-
ploide y de flores color morado. Walker et af. (1978) mejoraron
ste porcentaje de 67% hasta 100% con el clon RA 3 derivado de
Regen S, haciendo la observacibn en los diferentes tipos de res
puesta que mostraron los 14 clones originados de una misma va-
riedad. Con los trabajos de Bingham et af. (1975) se demuestra
asimismo, que esta capacidad de regeneracifén es perfectamente
heredable aunque un gran volumen de germoplasma de alfalafa re-
genera a plantas en los cultivos en muy baja proporcién.

Un trabajo similar realizaron McCoy y Bingham en 1977 al
seleccionar un clon diploide con capacidad regenerativa: HG 2.
Posteriormente Reisch y Bingham (1980) en un trabajo donde exa-
minan la herencia cualitativa de la regeneracién {n vdinro de
una linea diploide de alfalfa, sostienen la hipbtesis de que la
diferenciacién morfogenética a partir de cultivos de callo estd
controlada por dos genes dominantes. Sin embargo, esto no resul
ta ser concluyente. En este mismo trabajo se observa que la ob-
tencién de material con alto porcentaje de regeneracién morfoge
nética no fué tan alto como se esperaba, probablemente porque
estos genotipos "altamente regeneradores” tienen baja supervi-
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vencia y exista una pobre fertilidad entre sus semillas.

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

Phillips en 1983, menciona que trabajé con alrededor de
300 genotipos de alfalfa derivados de tres poblaciones genéti~
cas diferentes, especialmente material adaptado a las &reas e-
colbégicas del suroeste de Estados Unidos, y de donde la mejor
respuesta de regeneracién que obtuvo fué de 11%.

Mitten, Sato y Skokut en 1984, evaluaron 35 cultivares de
las especies Medicago falcata, Medicago media y Medicago sativa,
en representacién de un amplio espectro de cultivares de alfalfa.
Ellos reportan la formacién de embriones y en ocasiones obser-
van estructuras verdes semiorganizadas que califican como culti-
vos de un bajo potencial de regeneracifn. Los cultivares con al-
tos porcentajes de regeneracibén son: Ladak 82%, Norseman 46%,
Nomad 39% y Turkestén con 38%. Tales cultivares como indican
McCoy y Walker (1984) son originarios de una regibén turco-irani,
regién geogré&fica considerada como el sitio de origen de varias
especies de alfalfa. La mayor parte del resto de las variedades
tuvieron una capacidad de regeneracifén desde 11% a 25%. Mis ade
lante se discute que la frecuencia de regeneracién de Ladak pue
da estar relacionada con su ficil predisposicibén de desarrollar
brotes adventicios de la raiz de manera natural.

Atanassov y Brown en 1984, reportaron cultivos en suspen-
sién y regeneracifén 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 somdticos entre un 0% a
20% bajo el mismo tratamiento de medios de cultivo y regulado-
res del crecimiento.

Ademds de esta serie de antecedentes, Brown y Atanassov en
1985, deciden experimentar con un mayor nGmero de cultivares la
capacidad de regeneracifn de plantas {n v{itro 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 morfogen&tica en los cultivos.
Para tal efecto, se sometieron a prueba 76 cultivares que se
cultivan ampliamente en Canad&, de los cuales el 34% mostraron
capacidad de formar embriones somdticos. A pesar de gue un am -
plic nGmero de variedades mostraron respuesta regeneradora nula
bajo cultivo, los autores enuncian que estos resultados no son
concluyentes como finica forma de determinar la habilidad de la
regeneraci6én {in vitro, de hecho, consideran que el esquema de
cdtivo que emplearon no es el m&s conveniente para lineas de re
generacifn pobre donde se obtuvieron porcentajes de regeneracién
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menores que los previamente reportados por Bingham ef al, en
1975 y Phillips en 1983 entre otros. Al realizar un estudio

mds profundo acerca del orfgen genético de los cultivares que
emplearon, delimitaron finalmente nueve fuentes de germoplas-
ma gque forma parte del complejo M. fafcata/ M. sativa. Estas
fuentes de germoplasma fluctfan en diferentes rangos en cuan-
to a las cantidades relativas de aportacién entre M. sativa y
M. gafcaia. Indican que las diferencias o variaciones entre am
bas van de acuerdo a las presiones de seleccidn natural a las
cuales estuvieron sometidas cada una de las poblaciones (eco-
tipos). Posteriormente hicieron una seleccién de 25 cultivares
que tuvieran el mayor porcentaje de formacién 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 aportacibén de ~
linaje genético de Ladak (que es una variedad formada principal=-
mente por cepas de M. {alfcata) y de M. fafcata. La finica exce
cién fué el cultivar Regen §, seleccicnade por Bingham y colabo
radores en 1975, con una respuesta embriogénica alta (67-100%)
y cuyo linaje gen&tico posee 87% de Flemish (tipicamente de M,
sativa), cuando por el contrario los cultivares DuPuits y Sara-
nac, material parental de Regen S, ambos de M, sat{iva, bajo el
mismo tratamiento, mostraron valores bajos de regeneracibén en-
tre 10% y 14%. Resaltan por otro lado, el hecho de que aquellos
cultivares con mayor contribucién Ladak y M. gafcatfa, fenotipi
camente la planta muestra el desarrollo lateral de la rafiz en la
gue se forman brotes adventicios a ciertos intervalos (hdbito
radicular rastrero). Aunque existe poca informacién sobre este
fenbmeno, parece ser gue estd controlado por varios genes, espe
cificamente de M. {afcata . Bingham y colaboradores en 1975,
mencionan al respecto, que dos de sus cultivares gque mostraron
mayor porcentaje de respuesta de regeneracifn en los cultivos
del material que probaron, son plantas que presentan de manera
natural el hébito radicular rastrero: Roamer 36% y Rambler 35%
de regeneracién. En este mismo trabajo de Brown y Atanassov
(1985) , se menciona que en base a sus observaciones, no existe
una relacibén aparente en la cantidad de callo producido como un
Errrequisito para obtener una alta respuesta embriogénica, aunque
en general los cultivos embriogénicos muestran al menos poco ca
llo.

En relacién a los protocolos de cultivo (medios de cultive/
reguladores del crecimiento) empleados por Brown y Atanassov
(198B5) , observan o¢ue no son los adecuados para variedades de
baja regeneracién, en cambio, para las variedades de alta regene
racién aumenté notablemnte la cantidad de embriones somiticos ob
tenidos. De todas las pruebas realizadas, en general, el culti-
var que mostr6 respuesta de regeneracién mds alta (80%) fué el
Rangelander.

Aungue Phillips (1983) concluye que los genes que contro-
lan la regeneracién morfogenética 4n v{i{ino 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 genétl
ca es mayor en aquellas poblaciones de alfalfa que posee la ca-
racterfstica del hé&bito radicular rastrerc cuyc linaje genético
conlleva alta contribucién de Ladak y M. falcata.

Por Gltimo Nagarajan, McKenzie y Walton (1986) manejan
diez cultivares de alfalfa en su trabajo sobre embriogénesis y
regeneracién de plantas en cultivo de tejidos de Medicago spp.,
tres cultivares con germoplasma M. sativa y siete con germoplas
ma M. media que fueron cultivadas bajo tres diferentes protococ-
los de trabajo. Sus resulatos muestran gue las variedades Moa-
pa 69, Lahontan y Peace (M. satfiva) no formaron embriones; en
cambio aguellas variedades derivadas de M. media, si formaron em
briones, sobresaliendo las variedades Heinrichs del que se obtu
vo el mayor porcentaje de regeneracidn (62%), cultivar que mues
tra hdbito radicular rastrero. Concluyen que la respuesta embrio
génica estd evidentemente relacionada con el genotipo y el me-
dio de cultivo, y agregan que la calidad y cantidad de embrio-
nes condicionan significativamente la formacién 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 indculo, protocolos de cultivo em-
pleados y la referencia bibliogrifica. Destaca la diversidad de
cultivares probados, asf como de protocolos de cultivo y como
se ha ido seleccionando material con respuesta embriogé&nica pa-
ra optimizar sus rendimientos. También se refleja en esta tabla
losdiferentes tipos de inSculo empleados, desde tejidos jb6venes
hasta tejido de peciolos y hojas adultos.
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CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES DE ALFALFA (Medicago spp-).
Tabla 7
Genotipo Proceso Inéculo Induccidn Desarrollo Referencgg
AL AL L LL L
Clon S-4 de 0, ES Anteras inmaduras B 2,4-D Bli2Y | Saunders y
"Saranac" Ovarios inmaduros ANA s/rc | Bingham
KIN (1972)
Clones 5§-4, sSh 3, 0, ES Ovarios inmaduros B 2,4-D Bli2y | Saunders y
SE y H-275 de ANA s/rc | Bingham
"Saranac” KIN (1975)
Clones s-4, Sh 3, SR Hipocotilos B 2,4-D B1i2Y | Bingham,
Sh 13, sh 21 de ANA s/rc | Hurley,
"Saranac”; D-10 de KIN Kaatz y
"DuPuits"; "VYernal" Saunders
"El Unico", "Sono-] (1975)
ra", "Rhizoma",
"Rambler", "Rcamer",
"Drylander
14 clones de "Re- o Ovarios inmaduros | B 2,4-D B1i2Y | Walker,
gen S": de RA 1 a Tallos SH ANA SH Yu, Sato vy
RA 14 Peciolo KIN LS Jaworski
B5 (1978)
s/xrc
"Regen S" 0 Ovarios inmaduros SH ANA SH 2,4-D| Bli2y | Walker,
Tallos KIN KIN s/rc | Wendeln y
Peciolo Jaworski
(1979)
"Canadian 1"y P Hojas Kao ANA Kao y
"Canadian 2" Zea Michayluk
BAP (1.980)
Variedad europea P Hojas UM 2,4~-Df MS ANA MS dosSantos
sin nombre KIN KIN s/rc| Outka,
Cocking y
Davey
K\, (1980) 4)
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Tabla 7 (continuaci®n)
(ﬁGenotipo Proceso Inbculo Induccibn Desarrollo Referencia\\
L AL L LA 4
"Regen S" 0 Refiere a una ci- | B 2,4-D | LS 2,4-D| SH Stavarek,
ta de 1978 ANA SH AIA BOi2Y | Croughan,
KIN KIN s/rc Rains
(1980)
H275 de "Saranac" s, C Ovarios inmaduros | B II | 2,4-D | B II | KIN BOi2Y | Reisch y
x G1l1 diploide = KIN s/rc Bingham
HG 2 (1980)
“"Canadian 1" 8 clo ES, Internodos A 2,4-D | A Kao y
nes y "Canadian 2" s B, . ANA B Michayluk
2 clones clia|gap |[clia | ? ? (1981)
D Zea D
RS-K1 y RS-K2 de ES, Peciolo SH 2,4-D | B1i2Y| s/xrc | SH + | Johnson,
"RegensS" P KIN GA Stuteville,
ANA Higgins y
Skinner
(1981)
Clon RA 3 de "Re-~- ES, R, Ovarios inmaduros | SH ANA SH1liq| 2,4-D | B112Y |Walker y
gen S" ] Peciolo KIN KIN SH Sato
’ s/rc (1981)
A-15 ES Peciolo, Hojas Bli2Y| 2,4-D | B1i2Y|ANA Bli2Y |Novak y
Tejidos embrio- KIN KIN Konecna
narios (1982)
"Robot" ES, LP Cotiledones MS 2,4-D | MS 2,4-D | B1i2Y | Luppotto
Hipocotilos BS BAP B5 BAP MS (1983)
35 variedades ES Hipocotilos SH ANA SH 2,4~D | B1i2Y [Mitten, Sa-
de Medicago spp. KIN KIN to y Skokut
(1984)
Clon RA 3 de "“Re- ES, Peciolos SH ANA SH 2,4-D | SH + Stuart y
gen S" S * KIN KIN aa Strickland
\_ (1984a, b) /




Tabla 7 (continuacifn)
/'Genotipo pProceso Inbculo Induccién Desarrollo Referencia‘\
L L4 £ AL L

"Answer”, "Armor", ES,P Hoja B5 2,4-D SHb 2,4-D | Bli2Y | Atanassov

"Banner","Iroquois} Hipocotilos KIN KIN LS y Brown

"Multileaf","Peak", Cotiledones SH (1984)

"Rambler", "Saranac! B5

*520","Thoxr","Cita~

tion","Rangelander"

"Regen S"

RA 3, RA 3 x falca- | ES,P Hoja SH ANA SHliqg} 2,4-D| SH Skokut,

ta regen y RA 3 x Hipocotilos KIN KIN s/rc Manchester

falcata nonregen Cotiledones y Schaefer

(1985)

76 variedades de M. ES Cotiledones B5h 2,4-D SHb 2,4-D| BOi2Y| Brown y

sativa, M. media y Hipocotilos KIN KIN s/rc Atanassov

M. falcata (1985)

19 clones de M. sa- ES Hipocotilos UM 2,4-D B5h 2,4-D | B1li2Y | Meijer y

tiva diploide, M. MS ANA SH KIN s/rc | Brown

coerulea, M. falca- KIN (1985)

ta y M. xvaria BAP

"Heinrichs", "Beaver})| ES Hipocotilos B 2,4-D | LS AIA LS Nagarajan,

"Peace", S7312 de M. Radfculas B + KIN SH 2,4-D | SH McKenzie

redia; "Moapa-69", SH BOi2Y| KIN B y Walton

"Lahontan" de M. sa- (1986)

tiva; Brl, Br2, Lel

y Le2 de M. media

Fl, F2 de M. sativa ES Hipocotilos MS 2,4-D Meijer y

spp. falcata Peciolos KIN Brown
Tallos y Rafz (1985)

"Heinrichs", "Beaver!| ES Radiculas B 2,4-D B1li?2Y] B Nagarajan

Brl, Lel de M. medi Hipocotilos SH KIN Walton

- (1987) //
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Tabla 7 (continuacién)

Genotipo Proceso In8culo Induccibn Desarrollo Referencia
£ L4 £ L4 L

F.l.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

\_cido giberélico; aa = amino&cidos.

"Regen 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)
4 = medio de  cultivo basal que probaron; 4L{ = reguladores del crecimiento empleados;s/rc =

sin reguladores del crecimiento; lig = medio de cultivo liquido; O = organogénesis; ES = em
briogénesis somftica; P = protoplastos; R = rizogénesis; S = cultivos en suspensibn; C = ob
tencibén de un clon embriogénico; LP = cultivos a largo plazo; SR = seleccidn recurrente de
material embriogénico: Regen S y Regen Y; MS = Murashige y Skoog (1962); SH = Schenk y Hilde
brandt (1972); Kao, A, B, C, 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 = &cido 2,4-diclorofenoxiacético; AIA = 8Scido indolacético;

ANA = &cido naftalenac&tico; KIN = cinetina; BAP = benzilaminopurina; 2Zea = zeatina; GA = éJ)




En México contamos con variedades de alfalfa esencialmente
de la especie M. safiva, que se han adepltado bien a las diferen-
tes regiones alfalferas del paifs, obteniéndose asi, una buena
produccién de forraje para cubrir las necesidades m&s inmedia-
tas de alimentacibn de ganado, lo cual solamente representa el
10% de la demanda real de este forraje a nivel nacional. Para
el mejoramiento genético y la seleccién de variedades, se ha
trabajado con material adaptado (ecotipos) y con el material in
troducido tanto de M. sativa como de M. media y M. {afecata, sin
embargo, se ha observado que el material adptado a condiciones
de inviernos crudos (condicifn ambiental que no figura en nues-
tro pais) requiere de tan s6lo un minimo descenso de la tempera
tura ambiente durante los meses invernales para gue detengan su
crecimiento, entren en etapa de letargo y consecuentemente
desciende la produccibén. Esto resulta critico para el agricultor
ya que disminuyen los niveles de produccidén de este forraje pre
cisamente en &pocas del afno en las que es dific¢il contar con a-
limento fresco para el ganado. Como las fluctuaciones de tempe
ratura a lo largo del ano en nuestro pais no son marcadamente
diferentes en comparacibén con las de los paises de otras latitu
des y se ha visto que las variedades de alfalfa generalmente de
M. 4ativa toleran bien nuestras condiciones climiticas, procu-
rando buenos rendimientos de produccidén y, en ocasiones estas
han mostrado resistencia a plagas y enfermedadaes son las razo-
nes fundamentales de gue este material sea el que se cultive
mds 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 o
frece la metodologia de la embriogénesis som&tica aplicado a
los cultivos 4in v.ithro como una herramienta que ayude a resolver
la problemé&tica que enfrenta el cultivo bas&ndonos en la serie
de trabajos sobre el cultivo de tejidos en alfdlfa.

- A) =



a)

b)

c)

e)

I11: OBJETIVOS

Los objetivos que se persiguen en este trabajo son:

Conocer y obtener germoplasma de Medicago sativa L. que se
cultive ampliamente en Mé&xico;

establecer cultivos asé&pticos de callo de diferentes varieda
des de Medicago sativa L. que se cultiven en México;

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

observar el tipo de respuesta morfogen&tica que se presente
en los cultivos;

determinar la respuesta embriogé&nica y rendimiento para cada
variedad sometida a 1los cultivos 4in vitro.

e



IV, MATERIAL Y METODOS.
SELECCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Las semillas de alfalfa Med{cago. spp. de las variedades
Puebla 76, INIA 76, Bajio 76, Sintético I Jardin, Sintético II
Hidalgo, Moapa 69, San Joaquin II, Velluda Peruana y Valencia-
na fueron amablemente proporcionadas a través del Ing. Luis Cas
tro Acero, por el Centro de Investigacicnes Agricclas de la Me
sa Central, Campo Agricola Experimental Valle de M&xico, 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 Seccidn de Ingenieria
del Centro de Investigaciones Vegetales de la Universidad de
Ottawa, Ontario, Canad&.

MEDIOS 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 org&nicos (Hartman y Kester, 1980).
Para su preparacifn se emplearon reactivos de grado analitico de
las marcas Merck, Sigma y Mallinckrodt y para el caso de los com
plejos como hidrolizado de caseina y extracto de levadura fueron
de la marca Difco. Los reactivos se pesaron en balanza analitica
vy se manejaron como soluciones patrén para facilitar la prepara-
cibn de los medios, para cuyo procedimiento se emplef agua desio
nizada y se gelificaron con 8 g/l de agar grado bacteriolégico.
El pH de los medios MSM (Murashige y Skoog, 1962 medificado por
Meijer y Brown, 1987b), SHW (Schenk y Hildebrandt, 1972 modifica
do por Walker y Sato, 1981) v Bli2Y (Bingham eZ af, 1975) se a-
justd a 5.9:0.1 y para el medio B5V (Gamborg et al. 1968 modifi-
cado por Villegas) se ajustd a 5.5%0.1. La esterilizacién de los
medios incluyendo vitaminas y reguladores del crecimiento, se
realizd en autoclave a 1.05 kg/cm2 de presibn a 121°C de tempera
tura durante 20 minutos. Finalmente, estos se vertieron a razén
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 propagacibén clonal de plantas a través de interno
dos se emplearon tubos de ensaye de 170 x 18 mm conteniendo 13mI
de medio de cultivo, o bien en recipientes pl&sticos de policar-
bonato conteniendo 50 ml. de medio.

La composicién quimica de los medios de cultivo basales ma-
nejados para este trabajo se detallan en la Tabla 8.

Para la realizacibn 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.

Composicidn quimica de los medios de cultivo MSM (Murashige y 3koog, 1962, modificado por Meijer com. pers.), SHW (Schenk
y Hildebrandt, 1972 modificado por Walker y Sato, 19B8l), BS5V (Gamborg, Miller y Ojima, 1968 modificado por Villegas com.

pers.) y B1l12Y (Blaydes, 1966 modificado por Bingham et. al., 1975) utilizados en el daserrollo exverimental.

M S M SHW B 5V B1li2y

Macronutrientes mg/1 mM mg/ 1 [ mg/ 1 mH g/ 1 me

4N03 400 5.0 - - - - 1000 12.5
KN03 3535 35.0 2500 24,7 2528 25.0 1000 &
CaC].2 'ZHZO 440 3.0 200 1.36 750 5.13 - = -
HgSO4-7H20 370 1.5 400 1.62 500 2,02 35 .
KH2PO‘ 170 1.25 - - - - 300 =
NHH,PO, - - 300 2.61 - - - =
NH4H2PO4'H20 - - - - 150 1.09 - -
(NH‘)ZS()‘ - - - -~ 2827 19.7 - =
Ca (N03)2'4H20 - - - - - - 347 2.1
KC1 - - - - - - 65 0.9

icronutrientes 74 g mg/ L ™ ™mg/ 1 M mg/ 1 M
E3BO3 %2 100 5.6“ 80.9 3.0 48,5 1.6. 25.9
HnSO‘ 4HZO 22.3 100 10.0 60,0 10.0 59.2 4.4' 29.1
Zn SO4 7}!20 8.6 30 1.0 3.5 2.0 6.9 1.5 9.2
X1 0.83 5 1.0 6.0 0.75 4,52 0.8 4.8
Nazuoo‘-znzo 0,25 1.03 0.1 0.413 0.25 1,03 - -
€4 S04+ su,0 0.025 0.10 0.2 0.801 0.025 0.100 5 -
CoCl2 6820 0.025 0.105 0.1 0.420 0.025 g.105 - -
FeSO4 7H20 27.8 100 15.0 54.0 27.8 100.0 23.6 0.086
NazED’I‘A 37.3 100 20.0 $3.7 37.3 100.0 32.0 0.086
Vitaminas ng/ 1l uM : mg/l mg/ Ll nM mng/ 1l
Ac. nicotinico 0.5 4.06 5.0 40.6 1.0 8.12 0.5 2,43
Piridoxina HC1 0.5 2.43 0.5 2.43 1.0 4.68 0.1 0.49
Tiamina HCl 0.1 0.29 5.0 14.8 10.0 29.6 0.1 0.30
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
Sacarosa 30g/ 1 30 g/1 30 g/1 30 a/1
Extracto de levadura - - - 2 g/1
Hidrolizado de casefna - 1.5 g/1 - -
Sulfato de adenina - - 0.1 mg/1 -

Reactivos empleados sin grado de hidratacion

** monchidratado (nnso4 Hzo)




to, el tiempo gue dura cada resiembra de tejido o de callo
tanto en el medio de induccién como en el de regeneracién y
las condiciones ffsicas de incubacibén. Estos cuatro protocolos
previamente empleados por algunos autores, fueron escogidos
porque cada uno de ellos ha sido mejorado para la formacidén de
callo y obtencibn de embriones somiticos de alfalfa en mate-
rial de M. sativa, M. falcata y M. media primordialmente de
acuerdo con los reportes bibliogrdficos revisados. Las diferen
cias gue tienen entre sf estos protocolos escogidos, permiti-—
r&n observar la respuesta del cultivo del material vegetal pro
cedente de variedades de alfalfa que se cultiven en nuestro pa
is. De las diez variedades empleadas en este estudio, s6lo la
A 70-34 es material embriogénico, sin embargo s6lo se emplea
como punto de comparacién con el resto de las variedades, en
dos de las cuales ya ha habido reportes de su cultivo 4in vitnro,
especificamente para Moapa 69 (Mitten ef af., Brown y Atana-
ssov, 1985; Nagarajan et af., 1986) gue de acuerdo a estos re-
portes su capacidad embriogénica ha sido nula y en Velluda Pe-
ruana, para la cual Mitten et af. (1984) reportaron gue s6lo
un genotipo de 21 probados mostrd 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 alin de su cultivo in vithro. A continuacibn 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 (comunicacifn a través de la M. en C. Thelma L. Vi-
llegas y reportado en Meijer y Brown, 1987b) para la obtencién
de embriones som8ticos del clon F.1l.1 (Medicagoe safiva spp.
galcata) con una frecuencia de regeneracién mayor que lo repor
tado para cultivares para cultivares con alto porcentaje de
formacién de embriones som&ticos (Meijer y Brown, 1987b).

El medio basal MSM consiste en los componentes inorgé&nicos
del medio MS modificando la cantidad de nitr6geno con concentra
ciones de 5mM de NH,NO, y 35mM de KNO,. Adem&s con 30,000 mg/1”
de sacarosa y ad1c1onaao con reguladofes del crecimlento 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 RA 3 de la lfnea Regen S (Medicago sat«va) con la que logra
ron obtener altos porcentajes de regeneracifén estos autores. Es-
ta lfnea proviene de cepas puras de M. satfiva.



Tabla 9.

PROTOCOLOS DE TRABAJO EMPLEADOS PARA LA OBTENCION DE EMBRIONES SOMATICOS DE M.

PROTOCOLO A

PROTOCOLO B

PROTOCOLO C

sativa L.

PROTOCOLO D
(a) MS (1962) SH (1972) BS (1968) Blaydes (1966)
(b) Meijer y Brown Skokut et al Villegas Novak y Konecna
{(1987b) (1985) (com. pers.) (1982)
(c) ) S | Regen S A 70-34 Lucerne A-15
(M. sativa (M. sativa) (M. media) (M. sativa)
spp falcata)
1) INDUCCION
MSM basal SHW basal B5V basal Bli2y
(£) 22.4pM de 2,4-D 25uM de ANA 9.0uM de 2,4-D 100uM de 2,4-D
4.7uM de KIN 10uM de KIN 0.5uM de KIN 5pM de KIN
i (£4) 10 dias 21 dias 20 a 25 dias 10 dias
" (LLL) 16h luz/8h obsc 16h luz/8h obs 16h luz/8h obs obscuridad
[+,
'
Resiembra: SHW basal Bli2y
(L) 50uM de 2,4-D 1pM de ANA
=5 5uM de KIN ——— 10pM de KIN
(£LL) 4 dias 20 dias
(L£4L4L) 16h luz/8h obs 16h luz/8h obs
2) DESARROLLO
MSM basal SHW basal Bli2y
(L) sin reguladores sin reguladores =i sin reguladores
del crecimiento del crecimiento del crecimiento
(£44) 16h luz/8h obsc 16h luz/8h obsc 16h luz/8h obsc
(a) Medio de cultivo basico; (b) empleado por: ; (¢) establecido para embriogénesis somitica
de; ;2,4-D = Aacido 2,4-diclorofenoxiac&tico; ANA = &cido naftalenacético; KIN = cinetina;
({) suplementado con ; ({{) tiempo de incubacipn; (LL{L) fotoperiodo.




El medio basal SH modificado por Walker y colaboradores

en 1978, 1979 y Walker y Sato en 1981 , estd adicionado con ANA,
2,4-D y cinetina como fuente de auxinas y citocinina respectiva
mente en las condiciones sefialadas en la tabla 9. Skokut et af.
(1985) resumen finalmente en su reporte las modificaciones rea-
lizadas por Walker y coautores para este protocolo de trabajo,

y adicionan aminodcidos al medio de cultivo, de tal manera que
SHW contiene 1.5 mg/l de hidrolizado de casefna como fuente de
amino§cidos.

Protocolo C.

El medic B5V incluye un medio basal B5 de Gamborg, Miller
y Ojima (1968) modificado por Villegas G. (comunicacién perso-~
. nal) protocolo establecido para el clon A 70-34 obtenido de la
variedad Rangelander (M. media con fuerte aportacién de M. f{alcata)
y que bajo cultivo se ha logrado obtener m&s de veinte embricnes por pe-
ciolo de 10 mu de longitud en cultivo a los 21 dfas aproximadamente.

Este medic B5V, consiste en las sales inorgé&nicas y vita-
minas del medio B5 complementado con 1 mg/l de sulfato de ade-
nina, 750 mg/l (5.13mM) de CaCl,-H,0 y reguladores del creci-
miento tal y como se indica en %abla 9.

Protocolo D.

Medio basal de Blaydes (1966) modificado por Bingham et
af. {1975) abreviado como Bli2Y. Este medio fu& inicialmente em-
pleado para probar con diferentes variedades de M. media y M.
sativa, por Bingham y colaboradores (1975) y para cultivo de ma
terial seleccionado por su potencial de regeneracibn in vitro
(Saunders y Bingham, 1972, 1975) como es el caso de la variedad
Regen S. En trabajos posteriores se ha empleado este medio Bli2Y
por Peisch y Bingham (1980) para un clon diplecide HG 2; Johnson
et af. (1981) para dos clones de Regen S: RS-K1 y RS-K2 en com-
binacién con un medioc SH;por Novak y Konecna (1982) para el cul
tivar checoslovaco A-15 de M. sativa; por Luppotto (1983) para
el cultivar mediterrfneo Robot y en trabajos en los que se han
empleado diferentes variedades de alfalfa con el fin de detec-
tar su potencial de regeneracién in vitro, a veces en combina-
cidén con otros medios de cultivo como SH, B5 & LS (Linsmaier
vy Skoog, 1965, en Atanassov y Brown, 1984} o bien comc finico me
dio basal (Mitten et af.,1984; Atanassov y Brown, 1984; Brown y
Atanassov, 1985).

La modificacién 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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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,

CONDICIONES FISICAS.

En general los cultivos se Qantugieron en un cuarto de in
cubacidn a una tempeartura de 27 C*t 2°C, sometidos a un foto-
periodo de 16 horas de iluminacidn contra 8 horas de obscuri-
dad, a excepcién de la etapa de induccién de el protocolo D,
donde se sefiala que en esta fase los cultivos deben permanecer
en completa obscuridad. La iluminacifn se proporciond con tubos
de luz frfa blanca Silvania de 40 W a una distancia de 90 cm de
los frascos de cultivo.

DESINFESTACION ¥ GERMINACION DE LAS SEMILLAS

A partir de esta etapa las semillas y los inb6culos se ma-
nejaron bajo condiciones de asepsia trabajando en una campana
de flujo laminar. Las semillas se sumergieron en alcohol eti-
lico al 90% durante un minuto, al cabo del cual se remojaron
en una solucién 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-
jé&ndolas remojando durante 24 horas en el filtimo enjuague,
después de lo cual, se remojaron nuevamente en la solucidn de
hipoclorito de sodio al 30% durante un minuto para concluir la
desinfestacifén 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 & SH basal al
50% y se incubaron durante las primeras 24 horas en obscuri-
dad a fin de favorecer la germinacidn y posteriormente Bajo
fotoperfiodo de 16 horas luz/ 8 de obscuridad y a 25°ct2"c.

SIEMBRA DE LOS TEJIDOS

Transcurridos de 10 a 15 dias de que germinaron las semi-
llas, las pléantulas se fragmentaron con material quirfirgico
esterilizado o simplemente remojado en alcohol y flameado, se-
parando los tejidos embrionarios en: hojas cotiledonarias, hi-
pocotilos y radicula. Estos dos filtimos tejidos embrionarios
se seccionaron en fracciones de aproximadamente 10 mm de longi
tud, en cambio a los cotiledones se les practicé una pegueiia
incisibn lateral para favorecer la formacibén de callo. Cada
pléntula seccionada sz inoculé a razdn de una plé&ntula 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 procurd obtener el epicotilo o zona meriste
mitica de cada pl&ntula, la cual fu& sembrada en un medio ba-=
sal MS al 50% de su concentracién total para asi conservar ma
terial vegetativo en condiciones de asepsia. Algunas plantu-
las germinadas asé&pticamente y gue no fueron requeridos sus
tejidos embrionarios se mantuvieron creciendo bajo las mismas
condiciones.

Otro tipo de inbculo gue ha dado buenos resultados en
produccidn de callo y embriogé&nesis som&tica de alfalfa han
‘'sido los peciolos de plantas j&venes (Brown vy Atanassov,
1985) y dada la facilidad de manejo de estos también se em-
plearon como fuente de inbculo en este trabajo. Estos se ob-
tuvieron de plantas crecidas asépticamente y mantenidas en el
cuarto de incubacifn de m&s de 30 dias 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 pequenos segmentos de 10 mm de longitud
aproximadamente y se inocularon a razén de 10 ré&plicas de ca-
da variedad en cada medio de cultivo de acuerdo a los esque-
mas sehalados anteriormente.

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

Los embriones somiticos 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 conversifn en plantas. Se registr6 la formacidn
de callo por cada inbculo y las caracteristicas morfolbgicas
de los mismos tales como: color, consistencia, tamafio relati-
vo, asi como la aparicién y nimero de centros embriog&nicos
y de embriones somdticos 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 gené&tica de MNedicage
4aliva, dado que estas permiten cultivos mis rendidores en
las diferentes dreas alfalferas de M&xico. En cambio, mate-
rial procedente de M. pedia 6 M. 4afcafa no resulta idéneo
de cultivar en Mé&xico donde las temperaturas durante los me
ses invernales no son tan bajas como en paises de otras la-
titudes. Las variedades de M. 3afive han tolerado bien las
condiciones clim&ticas a lo largo de todo el afio de nuestro
pais, tolerando las bajas temperaturas de la &poca fria y
con la ventaja de que en esta €poca no caen en letargo sino
gue estén en constante produccifn sobresaliendo algunas por
sus altos rendimientos en forraje verde y su buena recupera
cibn despu&s de cada corte.

La variedad A 70-34 fué empleada estrictamente como
conrol en los cultivos 4in v{trr, ya que es material embrio-~
génico seleccionado a partir de germoplasma de M, med{a.

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

RESPUESTA DE LAS DIEZ VARIEDADES EN CULTIVO

De los cuatro tipos de tejidos o inbculos sometidos a
cultivo, pré&cticamente de todas las variedades, en todos se
observd la formacibén 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 extrafio sobretodo
si se considera la influencia del genotipo como previamente
sefialaron Saunders y Bingham (1972) y Meijer y Brown (1987b),
Sin embargo, la condicién de gue se produzca callo a partir
de un indculo no necesariamente implica que este sea embrio
génico (Brown y Atanassov, 1985) de tal manera que observa-
mos callos de tamafos relativos diferentes: pequenios (0.02g
a 0.2g de peso fresco), medianos (0.021g a 0.9g de peso fres
co) y grandes (de 0.91g de peso fresco en adelante). Asimis
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 ver
de claro o café clarc, también se detectaron callos de color
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lor crema © blancos con puntos verde claro no superficia-
les a manera de pequefias &reas semiorganizadas que se in-
terpretaron como callos con una induccifn embriogénica
positiva afin no manifiesta y a un paso hacia la determina
cién embriogénica. Igualmente a causa del estrés algunos
callos muy proliferativos y con m&s 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, comunicacifn personal), un callo em-
briogénico de alfalfa posee un tamafo relativamente media
no (0.6g de peso fresco aproximadamente), no es muy prolz
ferativo, friable, de color amarillo o crema sobre el

cual destacan los embriones somiticos color verde claro
que sblo se desarrollardn 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 formacibén de callo, nfimero de embriones som&ti
cos por callo (rendimiento), respuesta embriogénica (nfime-
ro de callos con embriones somdticos entre ntmero de callos
totales) y algunas observaciones de los cultivos y desarroc
llo ulterior de los embriones somdticos.

Cabe aclarar que se planed emplear 10 réplicas por ca
da experimento (variedad/ protocolo/ fuente de inéculo),
sin embargo, posteriormente se emplearon un mayor nlmero
de réplicas dado que en este trabajo manejamos variedades
predominantemente de M. safiva material considerado de ba
ja respuesta embriogénica, por lo que en trabajo que se o
cupan de monitorear material embriogénico sugieren emplear
mayor n@mero de réplicas a fin de localizar genotipos em-
briogénicos (Bingham et af., 1975). Se encontrard entonces,
gue para el experimento bajo el protocolo D y manejando te
jidos embrionarios de cada variedad se trabaj6 con 25 a 26
réplicas. Tambi&n se hace la aclaracidn de que en los re-
sultados se denominard a las hojas cotiledonarias como co-
tiledones a fin de seguir la sintaxis empleada por los di-
versos autores en sus reportes.

PUEBLA 76.

Esta variedad bajo cultivo mostrd respuesta embriogéni
ca nula en los cuatro protocolos. Algunas caracteristicas —
sobresalientes son: bajo el protocolo A, los callos de teji
dos embrionarios fueron proliferativos, brillantes, friables
de color crema pero con areas color verde claro intenso;
los callos de peciolo fueron muy similares s6lo que de tama
fio mayor. En el protocolc B, los callos igualmente fueron
muy proliferativos, friables aunque algunos resecos de co-
lor amarillo y en callos de cotiledones se observd que el
30% mostraron color verde claro. En el protocolo C los ca-



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 Gltimos se
mostraron muy proliferativos y se observd en ellos presen-
cia de antocianinas, incluso en callos de tejidos embriona
rios hubo formacidn de raices. Puebla 76 mostr6 en general
callog proliferativos. Los resultados para Puebla 76 se
registran en la tabla 10.

INIA 76.

La respuesta embriogénica bajo los cultivos {n vitho
de esta variedad no fu& evidente. Bajo los cuatro protocolos
Se observb en ocasiones cierta induccifn a embriogénesis;
esto fué posible de interpretar al observar &reas meristem&i-
ticas color verde claro a manera de puntos embebidos afin en
los callos. En el protocolo A los callos procedentes de te-
jidos embrionarios y de peciolos fueron de tamafio 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
bricnes globulares. En el protocolo B los callos en general
fueron de tamano mediano, globosos aungque 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 manifestd puntos verde claro
internos; en cambioc. los callos de peciolo fueron medianos
color crema y café claro de los cuales el 10% de los inbcu-
los no mostrd respuesta alguna. Por filtimo bajo el protocolo
D los callos en general fueron pequenos 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, ademfs el 50%
del total de inSculos tuvo puntos verde claro embebidos jun
to con &reas verde claro intenso en los callos, ademds de
gue el 20% de los callos de cotiledbdn y 20% de los callos
de peciolo formaron rafces y varios callos de cotiledbn mos
traron antocianinas. Los callos con estas caracteristicas
finalmente no regeneraron a embriones somdticos. Ver tabla
11 de resultados.

BAJIO 76.

Esta variedad bajo cultivo de tejidos no mostr6é la for
macifén de embriones somiticos bajo ninguno de los cuatro
rotocolos probados. Los callos bajo el protocolo A fueron
relativamente pequeinios, color crema y friables a excepcibn
de los callos de peciolo que mas bien fueron proliferativos,
color blanco y friables, de los cuales el 40% mostrd tonos
color verde claro y el 10% con puntos verde claro embebidos.
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ormacidn de callo y respuesta embriogen&tica

Tabla 10. de alfalfa bajo cultiyo .de tejidos.
Inbculo Formacibn Observaciones Respuesta Rendimiento
de callo de los callos 2
Cotiledones - + av 0 a
Protocolo Hipocotilo + av o] a
A Radicula + ay 0 a
Peciolo + Q 0
Cotiledones + av 0. a
Protocolo Hipocotilo + 0 a
B Radicula + a 1}
~ Peciolo + 0 1]
Cotiledones + 1] 1]
Protocolo Hipocotilo + i Q 1]
Cc Radicula + 0 0
Peciolo + 0 0
Cotiledones + av, ant, r 0 0.
Protocolo Hipocotilo + av, ant, r (0] 0.
D Radicula + av, ant, r a 0
Peciolo + av 0 0
Respuesta = No. de callos con embriones/ no. de callos totales, expresado en porcen-
taje; Rendimiento = promedio de embriones por callo; av = &reas verde claro en el
callo; ant = antocianinas en el callo; r = ridfces en el callo; i = induccibn a em~

riogénesis, puntos verde claro en el callo; + = formacifn de calio.
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2 Formacidn de callo y respuesta embriogénica de la variedad INIA 76 de\ '
Tabla 11. alfalfa bajo cultivo de tejidos.

Inbculo Formacibn Observaciones Respuesta Rendimiento
de callo de los callos %

Cotiledones + 0 0
Protocolo Hipocotilo + 0 0
A Radicula + 0 0
Peciolo + i 0 0
Cotiledones + 0 0
Protocolo Hipocotilo + 0 0
B Radicula + 0 0
Peciolo + 0 0
Cotiledones + i, ant 0 0
Protocolo Hipocotilo + 0 0
c Radicula + 0o 0
Peciolo + 0 0
Cotiledones + av, ant, r 0 0
Protocolo Hipocotilo + av 1] 0
D Radicula + av 0 0
Peciolo + av, r 0 0

Respuesta = No. de callos con embriones/ no. de callos totales, expresado en por-
centaje; Rendimiento = promedio de embriones por callo; av = &reas verde claro en
e) callo; ant = antocianinas en el callo; r = rafces en el callo; i = induccibén a
kgmbrioggnesisLipuntos verde claro en el callo; + = formacibn de callo. R




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 tamano mediano, de los
cuales el 10% mostrd tonalidades de color verde claro in-
tenso, caracteristica de la cual posiblemente derivarian
estructuras embriogénicas, lo cual no ocurrib. Los callos
de peciolo en el protocolo D fueron pequefios 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 claroc em-
bebidos y que al microscopio se observan afin disgregados,
no formando una estructura morfolbfgica especifica. En gene-
ral Bajio 76 no mostrd respuesta embriogénica, sin embargo
si hubo induccién. Los resultados se registran en la tabla
12.

SINTETICO I JARDIN.

Sintético I Jardin mostrd respuesta embriogénica en u-
na de 25 réplicas en el protecolo D en callo de hipocotilo.
Los callos de tejidos embrionarios y de peciolo bajo este
mismo protocolo D fueron callos pequenos o medianos, de co-
lor crema con &reas verde claro. Bajo el protocolo A se ob-
servaron callos grandes, friables, globosos, color crema,
con antocianinas, el 40% de callos de peciolo con &reas 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 radicula se observaron puntos verde claro
embebidos y en callos de peciolo de m&s de 30 dias en culti
vo se observd la presencia de antocianinas. Los resultados
de esta variedad se registran en la tabla 13.

SINTETICO II HIDALGO.

Esta variedad en los cultivos mostrd caracteristicas
embriogénicas en sus callos donde el 10% de las réplicas si
formé 3 embriones somiticos para cada uno de los protocolos
B y D. Como se observa en la tabla 14, no fu& posible cubrir
la totalidad de los protocolos de cultivo con todos los ti-
pos de inbculos planeados en principio; especificamente no
se probb el efecto de los protocolos A, C y D con tejidos
embrionarios a causa de contaminacidén sist&mica con bacte-
rias al emplear las semillas durante la etapa de germina-
cibén y establecimiento de cultivos asépticos. Esto se logr$
solo una vez de manera fortuita ya que al repetir varias ve
ces el proceso de desinfestacifn no se obtuvieron los mismos
resultados. De esta manera se trabaj® con tejidos embriona-
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Formacidn de callo y respuesta embriog&nica de la variedad BAJIO 76 de\
Tabla 12. alfalfa bajo cultivo de tejidos..

In6culo Formacidn Observaciones Respuesta Rendimiento
de callo de los callos %

Cotiledones + o] (4]
Protocolo Hipocotilo + i 0 0
A Radicula + 1] 0
Peciolo +° i, av 0 0
Cotiledones + o] 0
Protocolo Hipocotilo + 0] a
B Radfcula + 1] Q
Peciolo + 0. (4]
Cotiledones + 0 1)
Protocolo Hipocotilo + 0 1]
(o] Radicula + i 0 Q
Peciolo + 0 0
Cotiledones # i, av 0 (1]
Protocolo Hipocotilo + i, av 0 Q
D Radfcula + i,av 0 a
Peciolo + 0 0

Respuesta = No. de callos con embriobnes/ no.. de callos totales, exyresado en porcenta=
je; Rendimiento = promedio de embriones por callo; av = 8Sreas verde claro.en el ca-
\llo; i = puntos verde claro embebidos en el callo, induccibn a embriogénesis.
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Formacifn de callo y respuesta embriogénica de la variedad SINTETICO I

(fiTabla 13. JARDIN de alfalfa en cultivo de tejidos.’ ﬁ\
In6culo Formacibn Observaciones. Respuesta Rendinmiento
" de callo de los callos 2

Cotiledones + ant 0 0
Protocolo Hipocétilo + ant 0 0
A Radicula + ant 0 0
Peciolo + ant, av 0 - 0
Cotiledones + 0 0
Protocolo Hipocotilo + 0 0
B Radicula + 0 0
Peciolo + ) -0
Cotiledones + i, av 0 0
frotocolo Hipocotilo + i 0 0
C Radicula + i v} 0
Peciolo ant, ay 0 Q
Cotiledones + av 0 0
Protocolo Hipocotilo + es, av 4 1
D Radicula + av 0. 0
Peciolo + ay 0 0

ant = antocianinas;

je; Rendimiento = promedio de embriones por callo; av =
puntos verde .claro embebidos en el callo,. induccibn a. .enmbrio~
\génesis; es = embrién somatlco observaﬂo~al‘menos~en estado globular.

Respuesta = No. de callos con embriones/ no. de callos totales, expresado en porcentaw«

&reas verde claro en el callo;




rios soloc para el protocelo 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 gue no formaron embriones. En el protocolo B en ca-
llos de peciolo si hubo embriones somiticos. Los callos de
tejidos embrionarios fueron medianos, color crema friables y
con un ligero color verde claro. Los callos de peciolo para
el protoceolo C, fueron medianos, friables de color crema y
con algunas zonas color café claro, de los cuales en dos de
las réplicas se observarcon 4 embriones somdticos en total
con un rendimiento de 2 embriones por callo. En el protoco-
lo D se observan callos de peciolo pequenos friables y otros
resecos, el 40% de los cuales mostraron puntos verde claro
embebidos, lo que se interpreta como respuesta proembriogéni
ca que no culmind en tal. Estos resultados nos muestran que
Sintético II Hidalgo tiene un potencial embriogené&tico pro-
metedor sobre el cual se deberfa continuar probando su cul-
tivo salvando las dificultades que ha representado la desin
festacidn de la semilla y emplear procedimientos un tanto
severos que eliminen el problema de la contaminacién por mi
croorganismos, pero que no perjudiguen la planta en desarro
1llo.

MOAPA 69.

En este trabajo Moapa 69 mostr6 respuesta embriogénica a
diferencia de los trabajos previos de Mitten ¢t af, (1984),
quienes sflo reportan &reas verdes semiorganizadas en sus cul
tivos; Brown y Atanassov (1985) con 0% de formacibén de embrio
nes somiticos y Nagarajan ¢t af, (1986) quienes reportan ha-
ber obtenido callo no embriogénico de esta variedad. El rendi
miento obtenido de Mocapa 69 fué de 2 a 3 embriones por callo
embriogénico.

Esta variedad comercial mostré respuesta embriogénica ba
jo los protocolo A y D con 10% de respuesta respectivamente.
En el protocolo A los callos fueron de tamafio mediano, fria-
bles y color crema con verde claro. El 10% de callos de coti-
ledones y de hipocotilo dif lugar a embriones somdticos en es
tado globular y torpedo a un rendimiento bajo. En el protoco-
lo B los callos fueron relativamente pequefios de color crema
casi blancos y algunos con tonos verde claro afin en el medio
de induccién y que al transferirlos al medio de regeneracifn
se tornaron a color amarillo con tonos caf& claro. En el ca-
so de callos provenientes de peciolo el 10% mostrf &reas ver
de claro intenso. En el protocolo C, los callos tuvieron li-
geros tonos verde claro que con el paso de los dias s6lo con
servaron su color crema; fueron muy proliferativos al punto
que se tocaban entre si, friables, algunos callos mostraro
coloracién rojiza de antocianinas. En el protocolo D, en ge-
neral los callos de todos los inbculos fueron friables, de ta
mafioc mediano, blancos con tonos verde claro, asemejéndose mu-
cho en apariencia a los callos embriogénicos. Una réplica de
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rr;abla 14.

Formacibn de callo y respuesta embriogénica de la variedad SINTETICO

II HIDALGO de alfalfa en cultivo de tejidos.

Indculo Formacién Observaciones Respuesta Rendimiento
de callo de los callos %

Cotiledones - - -
Protocolo Hipocotilo - - -
A Radicula - - -
Peciolo + av 0 0
Cotiledones + 0 0
Protocolo Hipocotilo + 0 0
B Radicula + 0 .0
Peciolo + es 10 3
Cotiledones - - -
Protocolo Hipocotilo - - -
c Radicula - - -
Peciolo + es, 1 1o 2
Cotiledones - - -
Protocolo Hipocotilo = - -
D Radicula - - -
Peciolo + i 0 0

callo; i =

Respuesta = No. de callos con embriones/ no. de callos totales, expresado en porcen
taje; Rendimiento = promedio de embriones por callo; av = &reas verde claro en el
induccibén a embriogénesis, puntos verde claro embebidos en el callo; es r
edbriones somdticos observados, al menos en estado globulari + = formacibén de callo;

\‘7= protocolo no cubierto.

)




callos de pecioclo regenerS 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 mostrd Moapa 69 en dos protocolos de cultive, se
realizé un experimento manejando como inbculos cotiledén e
hipocotilo, bajo el protocolo A con un medio basal MSM, y va
riando la concentracibén 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-
duccibn. Las observaciones y resultados de este experimento
se resumen en la tabla 16. Aqui se cobserva gue en cuatro tra
tamientos es evidente la formacifn de embriones somiticos,
de los cuales bajo el tratamiento con 1.0/0.2 de 2,4-D/cine-
tina se observd una mejor calidad en su desarrollo hasta el
estado torpedo y que no culmind en una planta. El resto de
los embriones observados no germinaron de manera normal, o
bien, hubeo algunos gue revertieron a callo. Se observd asi-
mismo, cierta tendencia de formacibén de rafces en callos so
metidos a la concentracibén més baja de 2,4-D (0.5mg/l) y la
respuesta embriogénica se encontrf més enfocada a niveles
de 1.0 a 2.0ng/1 de 2,4-D y 0.2 a 0,3mg/1 de cinetina. Con es
te experimento se corrobora el 10% de respuesta embriogénica
que se habia observado previamente para Moapa 69.

SAN JOAQUIN II.

Al igual que con Sintético II Hidalgo, San Joaquin II
mostré problema de contaminacibén 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 tamanio mediano, color crema friables. Bajo el
protocolo B los callos mostraron caracter-isticas similares,
su coloracibn fué crema con &reas verde claro, que para el
caso de peciolo se asemejaron en apariencia al callo embrio-
génico de A 70-34. Bajo el protocolo C, los callos tuvieron
color blanco y verde claro, tamano grande, proliferativos,
friables, con antocianinas en callos de cotileddn. Bajo el
protocolo D, los callos de peciole fueron de tamafio pequefio,
poco proliferativos, resecos, color blanco con verde claro
que posteriormente se tornaron crema. San Joaquin II bajo
los tratamientos de cultivo probados no manifesté 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 veintifin genotipos probados resultd ser
embriogénico, en cambio, Brown y Atanassov (1985) reportan
0% de obtencién de embriones somdticos en sus cultivos.
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4 Formacion de callo y respuesta embriogénica de la variedad MOAPA 69 )
Tabla 15. de alfalfa en cultivo de tejidos.

Inéculo -Formacibén Observaciones Respuesta Rendimiento
. ~de callo de los callos 2

Cotiledones + av, es 10 2
Protocolo Hipocotilo + av, es 10. 2
A Radfcula + av 0 0
Peciolo + av 0 0
Cotiledones + 0 o]
Protocolo Hipocotilo + 0 0
B Radicula + 0 0
Peciolo + av 0 0
Cotiledones + 0 0
Protocolo Hipocotilo 4 0 0
C Radicula + 0 0
Peciolo + ant 0 0
Cotiledones + av, ant 0 0
Protocolo Hipocotilo + av, ant 0 0
D Radicula + av, ant 0 0
Peciolo + es 10 3

Respuesta = No. de callos con embriones / no. de callos total, expresado en porcen-
taje; Rendimiento = propedio de empbriones por callo; av = ireas verde claro en el
callo; ant = antoclaninas en callos; es = embriones somiticos obserxvados, al menos
ngrestado globulari * = formacifn de callo. __/
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Cotiledones nula

(’ Respuesta del cultivo de cotiledones e hipocotilo de MOAPA 69 bajo el )
Tabla 16. Pprotocolo A bajo nueve tratamientos con diferentes concentraciones de
E Ac. 2,4—diclorofenoxia¢ético(Z,A—DI/'cinetina (KIN] .
Concentraciones de Inbculo Morfogénesis Respuesta
2,4-D/ KIN mg/1 ' ' %
0.5/0.1 Hipocotilo nula 0
Cotiledones rafces 0
1.0/0.1 Hipocotilo nula 0
_Cotiledones _rafces ° 0
2.0/0.1 Hipocotilo 2 embriones somiticos 10
_Cotiledones 4 v ) nﬁialA K 0
0.5/0.2 Hipocotilo nula 0
Cotiledones < rafces - Q
1.0/0.2 Hipocotilo "pﬁﬂtos verdes en eallo a
CotfleaoneS‘*'i‘gmhriﬂnLSOmﬁtico y rafz 1a
2.0/0.2 Hipocotilo nula 0.
Cotiledones puntos verdes en callo 0
0.5/0.3 Hipocotilo nula 0
Cotiledones * _ ralices 0
1.0/0.3 Hipocotilo 2 emﬁriones somiticos y puntos ver. 10
Cotiledones raices ~ 0
2.0/0.3 Hipocotilo 3 embriones som&ticos 10




Formacidn de callo y respuesta embriogénica de la variedad SAN JOAQUINY
r’* Tabla 17 I1 de alfalfa en cultivo de tejidos.
In6culo Formacibn Observaciones Respuesta Rendimiento
de callo de los callos 2
Cotiledones - - - -
Protocolo VHipocotilo - - -
A Radicula - = -
Peciolo + 0 0
Cotiledones + av 0 0
Protocolo Hipocotilo + av 0 0
B Radicula + av 0 0
Peciolo + av 0 0
Cotiledones + av, ant 0 0
Protocolo Hipocotilo + av 0 0
C Radicula + av 0 0
Peciolo + av 0 0
Cotiledones - - -
Protocolo Hipocotilo - 5 - -
D Radicula - - -
Peciolo + 0 0
spuesta = No. de callos con embriones/’no. de callos total, en porcentaje; Rendimien
t? = promedio de embriones por callo; av = 8Sreas verde claro en callo, ant = antociani

as; + = formacibn de callo; - = protocolo no cubierto.




Velluda Peruana, variedad comercial de M.iatlva en este
trabajo mostrd respuesta embriogénica bajo los protocolos A
y D en una proporcidn semejante a la obtenida por Mitten y
coautores en 1984.

En el protocolo A, los callos de tejidos embr-ionarios
fueron de tamafic pequefic, color crema con tonos verde claro,
friables, brillantes, un tanto cristalinos y a diferencia de
los callos de peciolo, estos fueron mis grandes, muy fria-
bles, color crema con tintes verde claro que luego de dos di-
as de haberlos resembradc en el medio de regeneracibdn sin re
guladores del crecimiento, su coloracién cambif a café& claro
y después el callo se necrosb6 por completo. Sin embargo en
10% de callo de cotiledones y de hipocotilo, se observaron
dos pequenos embriones somidticos para cada caso respectiva-
mente. En el protocolo B sf6lo se observaron callos pequeiics
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-
dicula se observaron antocianinas. Los callos de peciolo,
fueron relativamente pequefios, poco proliferativos, color cre
ma y en uno de estos se observaron zonas color verde claro
semiorganizadas, uno de cuyos puntos al parecer desarrolla-
ria a un embrién globular, lo cual no ocurrié. Para el proto
colo D, los callos de peciolo fueron de tamafio pequefio a me-
diano, color blanco con tonalidades café claro, friables, re
secos, los callos de tejidos embrionarios fueron predominan-
temente medianos, color crema con areas 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 regenerd embriones somdticos de callos de co
tiledones e hipocotilo. El resto de los callos gue mostraron
puntos verde claro embebidos en el callo, afin se observaron
disgregados, no compactados en una estructura morfolbgica es
pecifica lo cual se interpreta como una induccibn positiva
a embriogénesis. Estos resultados se resumen en la tabla 18.

Ante estos resultados se realiz6 un experimento similar
al de Moapa 6%, empleando como in&Sculos 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/1l y cinetina a 0.1, 0.2 y
0.3mg/l en el medio de induccibn. Las observaciones y resul-
tados se registran en la tabla 19. Aqui se observa que en
tres tratamientos se desarrollaron embriones somiticos 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 raiz pero no epicotilo. La respuesta embriogé
nica en este caso fluctfia de un 10 a 20%, de acuerdo al ntG-
mero de réplicas probadas que fu& diez inbculos 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 pequefios 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, alqunos callos
de peciolo con tonalidades verde claro. Cabe mencionar, asi-
mismo , que algunos callos de cotiled6n y de raiz al ser re-
sembrados al medio sin reguladores del crecimiento mostraron
necrosamiento en el drea de contactc de los callos con el me
dio y dentro de los primeros tres dias despuds de la resiem-
bra. En el protocolo C, los callos de cotiledones fueron més
proliferativos que el resto, de color crema con ligeros to-
nos verde claro. Bajo el protocolec D, callos a partir de pe-
ciolos tuvieron tamano pequefio, poco proliferativos, color
crema con tintes café& claro, a diferencia de los callos pro-
venientes de tejidos embrionarios que en su mayoria fueron
proliferativos, friables, brillantes, color blanco a veces
con tonos verde claro o café claro. En una minima proporcidn
d=11%, se observaron callOs con puntos verde claro internos
que al microscopio afin se observaron disgregados, pero gque
dos de estos puntos si culminaron en embriones somdticos.

A 70-34

Esta linea 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
s6lo se observaron callos poco proliferativos color blanco o
crema, friables. En un callo de peciolo se observé la forma-
cién de embriones somiticos a un bajo rendimiento. Bajo el
protocolo B, los callos mostraron caracteristicas muy simi-
lares a las del protocolo A, donde un 60% de callos de pecio
lo mostraron &reas color verde claro en los callos. Bajo el
protocolo C obviamente se verificd la obtencidn de embriones
sométicos 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 registré para
todos los inbculos a un alto rendimiento. Los callos fueron
color amarillo, pequerios, friables, destac&ndose los peque-
nos embriones globulares color verde claro. En total se ob-
tuvieron 355 embriones somdticos bajo este protocolo C. Ba-
jo el protocolo D, se observaron embriones somiticos en ca-
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Formacidn de callo y respuesta embriogénica de la variedad VALENCIANAY

Tabla 20. de alfalfa en cultivo de tejidos.
Inéculo Formacidn Observaciones Respuesta Rendimiento
de callo e los callos %

Coti‘ledénes + 0 0

Protocolo Hipocotilo + 0 0

A Radicula + 1] 1]

Peciolo + 0 0

Cotiledones + o 0

Protocolo Hipocotilo + 0 0

B Radicula + 0 0

Peciolo + 0 0

Cotiledones + a 0

Protocolo Hipocotilo + 0 0

C Radicula + 0 0

Peciolo + 0 0

Cotiledones + i, es 77.7 1

Protocolo Hipocotilo + i a ]

D Radicula + i 1] 1]

Peciolo + 0 0

Respuesta = No. de callos con embriones/ no. de callos total, en porcentaje; Rendi~

miento = ‘promedio de. embriones por callo; i = puntos verde claro en callo, induccibn
\a embriogénesis; es = embriones somdticos al menos en estado globular.

s
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Formacién de callo y respuesta embriogénica de la variedad A 70-34

\

Tabla 21. de alfalfa en cultivo:de tejidos.
Inbculo Formacibn ObséEQaciones Respuesta Rendimiento
de callo ¢e los callos %

Cotiledoﬁes + 0 0

Protocolo Hipocotilo + a 0

A Radicula + a o

Peciolo + ant, es 10 2

Cotiledones + 0 0

Protocolo  Hipocotilo + 0 0

B Radicula + 0 0

Peciolo + av 0 0

Cotiledones + es 100 7

Protocolo Hipocotilo + es 100 7

o] Radicula + es 80 5

Peciolo + es 100 16

Cotiledones + es, 1 20 15

Protocolo Hipocotilo + es, i 0 0

D Radicula + es, 1 20 6

Peciolo + es, 10 2

dimiento =

Respuesta = No. de callos con embriones/ no. de callos totales, en porcentaje; Ren~
promedio de embriones por callo; av = 8reas verde claro en callo; ant

antocianinas; es = embriones somiticos al menos en estado globular: i £ iInduccibn
\embriogénesis, puntos verde claro internos.

W,




llos de cotiledones, radicula 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. Aqui se ob
tuvieron un total de 58 embriones somdticos. Los calleos fue
ron de tamafio peguefio y mediano, color crema, algunos con
tonos verde claro o verde intenso, brillantes y friables,
El 95% de los callos de tejidos embrionarios, igualmente,
mostrS puntos verde claro internos que al microscopio se
observaron afin disgregados, la menor parte de los cuales si.
culmind en embriones. Fu& sorprendente la respuesta de esta
linea A 70-34 bajo este protocolo. Los embriones obtenidos
tanto de los protocolos A, C y D tuvieron en su mayorfa 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 observac1ones se deja entrever, por una
parte, que este material de M, dati{va forma callo en cultivo
y al menos 7 variedades mostraron en sus callos caracteristi
cas similares a las de un callo embriogénico, es decir, se
interpreta esto como una induccién positiva hacia la embrio-
génesis; y por otro lado gque en 5 de las variedades, exclu-
yendo a la linea embriogénica A 70-34, mostraron embriones
som&ticos, aungque en baja proporcibn, lo cual depende de el
genotipo y de su interaccibn con el tipo de medio de cultivo
y de la concentracidén de los reguladores del crecimiento.

En relacién al porcentaje de callos embriog&nicos & po-
tencial de regeneraci6én de cada variedad y de acuerdo a los
reportes previos de varios autores, se considera que las va-
riedades como las gque se emplearon en este trabajo es mate-
rial de baja regeneracién a plantas en cultivo. En la tabla
23a se registran los resultados para todas las variedades
como su respuesta embriog&nica, rendimiento y los protocolos
de cultivo en los que se observ6 esta respuesta. Esta cuanti
ficaci6n nos permite resaltar que variedades formaron embrio
nes somdticos. Observamos que el mayor porcentaje de respues
ta embriogénica fud del 10%, lo cual resulta comparable con
los resultados de trabajos similares. En lo tocante al rendi
miento, el valor mis alto fué para Velluda Peruana con 12 em
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 gue muestra tanto res
puesta embriog&nica como buenos rendimientos pueda ser se-
leccionado para optimizar su respuesta tanto cuantitativa co-
mo cualitativamente y asi establecer una linea embriogénica
en cultivo de tejidos. Finalmente, los protocolos de cultivo
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pos de inbculo y para 10 variedades de alfalfa Medicago spp. y la ob-
tencibén de embriones somiticos.

( Tabla No. 22 . Resultados obtenidos bajo cuatro protocolos de cultivo, diferentes ti )

Protocolo A B C g D
vVariedad | InSculo C HR PEC C H R PEC " CHR PEC’ C H 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 Joaquin II
Bajfo 76 i i i : i
Valenciana es,i
A 70-34 es es es es es

\_g€énesis somitica; es = embriones somiticos observados.

C = cotiledones; H = hipocotilo; R = radicula; PEC = peciolo; i = induccibn a embrio

—
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en los que se observd la aparicién de los embriones som&ti-
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 mis grupos de trabajo y se advier
te las diferencias entre uno y otro en la respuesta. Tambi&n
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 embriogénica, estos auto
res tambi&n probaron diferentes formulaciones de medios de
cultivo y niveles de reguladores del crecimiento. Ladak, Nor
seman, Vernal y Heinrichs son material embriog&nico al iquaI
que Rangelander a partir del cual se selecciond 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 regeneracién de
embriogénesis observado. Si bien es importante describir
la cantidad de embriones somiticos obtenidos, igualmente lo
es verificar la calidad de los mismos, es decir, el desarro
llo final a través de las etapas de la embriogénesis y su
conversibén 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 nmero de embriones de cada una de &stas. Se observa
que la linea embriogénica A 70-34 regenera a plantas en tres
de los protocolos, sin embargo, el nGmero de embriones es va-
riable: para el protocolo C se obtuvieron m&s de 350 embrio-
nes, en cambio, para el protocolo A y D fu& en mucho menor
cantidad. De las variedades probadas destacaron Velluda Pe-
ruana v Moapa 69. Embriones somdticos en menor cantidad se
observaron en Sint&tico II Hidalgo, Valenciana y Sintético I
Jardin. Estos resultados muestran que de todos los tipos de
inbculo se observd alguna vez la formacién de embriones somd
ticos, present&ndose con mayor frecuencia en cotiledones, se
guido de hipocotilo y peciolo y por Gltimo en raiz.

En seis de las diez variedades trabajadas se logré regene-
racién a embriones somfticos al menos er 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 anor
malidades fenotipicas en los embriones somiticos. En este
trabajo los resultados fueron semejantes, a excepcién de los
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(Tabla No, 23a Cuantificacibn de la respuesta embriogénica, ren \
dimiento y protocolos de cultivo en los gque se
observd embriogénesis somdtica en variedades de
alfalfa Medicago spp. que se cultivan en Mé&xico.

* A 70-37 como control para este trabajo.

Respuesta Rendimiento Protocolos
embriogénica (%) de cultivo
Puebla 76 0 0
INIA 76 0 0
Bajio 76 0 0
Sint&tico I Jard. 4 1.0 D
Sintético II Hgo. 10 2.0 ByCcC
Moapa 69 10 2.0 AyD
San Joaquin II o 0
Velluda Peruana 4 - 10 T 12,0 AyD
Valenciana 7.7 1.0 D
A 70-34" 10 - 100 8.0 A, CyD J

Respuesta embriogénica = no, de callos con embriones/ no, total de call
Rendimiento = no. de embriones por callo en pramedio. o®
(Tabla No.<5® , Respuesta embriogénica reportada para algunas
variedades de alfalfa Medicago spp.

Variedad Respuesta Referencia
Saranac 0 a 5% Saunders y-Binghém, 1975
20% Brown y Atanassov, 1985
Regen S 67% Bingham et. al., 1975
48% Brown y Atanassov, 1985
RA 3 100% Walker et. al,, 1981
Ladak B82% Mitten et. al.,1984
9% Brown y Atanassov; 1985
Norseman 46% Mitten et. al.,19B4
Rangelander 80% Brown y Atanasgov, 1985
Vernal 41% Brown y Atanassov; 1985
\Heinrichs 62% Nagarajan et., al., 1986 J
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Protocolo A
@ Protocolo B
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de embriones somiticos

No.

REPRESENTACION DEL NUMERO DE EMBRIONES SOMATICOS
TOTAL OBTENIDOS EN CADA PROTOCOLO DE CULTIVO PA=-
RA DIFERENTES VARIEDADES EMBRIOGENICAS DE Med{cago
SPP . :

350 4

100 1

~J
w
1

c,

50 4

AT

— I

Sin1JJ SinII-H Moapa6d V. Per EValenc * A 70-34
5] Protocolo A C: Cotiledones
Protocolo B H: Hipocotilo
[ Protocolo C R: Radicula
E§ Protocolo D P: Peciolo

= B =

H,
R,P

Variedades
embriogénicas



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 gue re
vertieron a callo, otros con cotiledones fusionados, o bien
algunos que si 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 asi el polo meristemitico a-
pical (epicotilo); embriones con tres cotiledones e inclusi
ve embriones globulares secundarios desarrollados de un hi-
pocotilo rudimentario de embriones somiticos que no se desa
rrollaron en plantas. En la figura 10 se esquematizan algu-
nos de estos embriones anormales.

4 N

{A) Cotiledones fusionados

(B) Embriones globulares que encallecieron nuevamente

(C) Plantulas con hipocotilo muy corto

(D) Embriones secundarios originados del hipocotilo de un
embribn anormal

(E) Desarrollo de raiz, no de epicotilo

(F) Embriones gque no germinaron

(G) Embriones con tres cotiledones en vez de dos.



Ko
Vellpggfﬁﬁiuana ! A S B Velluda Peruana

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

Fig. 11 Muestra cuatro embriones somfticos en el medio de con
versidén ("germinaciébn") y que después de una semana
desarrollaron sistema radicular, no asf{ el meristemo
apical, el cual se observa como estructuras globula-
res con cotiledones rudimentarios, hipoc6tilo engrosa
do y p&rdida del color verde, despu&s de unos dfas ~
mis se observd la aparicifn de nuevos embriones globu
lares emergiendo de los hipocotilos engrosados ( -p J.

Fig. 12 Aqui se observa gue los embriones resembrados formaron

callo en lugar de rafces y en la foto se muestra un
embribn con tres cotiledones en lugar de dos.
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Fig. 13 Embriones de A 70-34 que no formaron rafices, solamente
callo en el polo radicular y se observan algunos hipoco
tilos ( H ) y cotiledones fusionadeos ( ) o
malformados ( C2 ).

Fig. 14 En esta figura se muestra el desarrollo de alqunas plan-
tas en los cultivos. Estas plantas normales lograr for-
mar un buen crecimiento de sus raices y brotes.
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VI, DISCUSION

Este trabajo consisti®é en un monitoreo de germoplasma
de alfalfa y su respuesta embriogé&nica en cultivo. De los
resultados expuestos anteriormente sobresalen varios aspec-
tos a discusibn de los cuales el factor genotipo resultd
ser fundamental en la interpretacién de los resultados.

En comparacifn con los trabajos de otros autores en al
falfa, los genotipos empleados en este estudio se conside-
ra que poseen una baja respuesta embriog&nica en cultivo, y
al igual que Reisch y Bingham (1980) y Brown y Atanassov
(1985) no se encontrd una relacifn directa entre las res-
puesta embriogénica y la formacién y produccibn de callo,
es decir, que una buena produccifén de callo no constituye
un prerequisito para obtener una respuesta de regeneracifn
alta (Brown y Atanassov, 1985). En este estudio, en princi-
pio, en todos los tipos de inbculos se observ6é la formacibn
de callo muchos de los cuales no formaron embriones samiticos.

Por otro lado Saunders y Bingham (1972), Walker ot adl.
{(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 variacibn
de la respuesta embriog&nica afin entre planta y planta de
una misma variedad. En este trabajo se corrobora esta varia
cibén intervarietal e intravarietal, lo cual no resulta asoﬁ
broso si se considera que la alfalfa es una especie de poli
nizacidn abierta y que la variedad per A¢ es una poblacidn
altamente heterogénea (Kao y Michayluk, 1980). Asfi, detecta
mos callos de diferente tamafio relativo, distinta consisten
cia y color e inclusive los hubo con pigmentacién pdrpura
a causa de antocianinas.

A pesar de que el potencial embriogénico de las varieda-
des probadas result6 ser menor a otras reportadas en los tra
bajos de alfalfa, también se detectaron callos con una in-
duccifn positiva hacia la embriog€nesis, ya gue se observa-
ron callos con puntos presumiblemente meristem&ticos, color
verde claro, embebidos, en seis variedades:Puebla 76, INIA
76, Velluda Peruana, Sintético I Jardin, Sintético 11 Hidal-
go, Valenciana y A 70-34 bajo los protocolos de cultivo A,
B, C y D. Estas &reas o puntos meristemdticos en su mayoria
mculminaron en embriones somdticos. De hecho Novak y Konec
na (1982) y Luppotto (1983) reportan haber observado ireas
verde clarc en algunos de sus callos, dosSantos &% atl. (1980)
reportan que algunas &reas verde claro precedieron a la for-
macién de brotes y embrioides y Mitten y coautores (1984)
concluyen que estas &dreas verdes seniorganizadas detectadas
en algunas variedades probadas significan material con un
bajo potencial embriogénico para aquellos genotipos que las
poseen.

- 69 -



En relacidén al efecto de los protocolos de cultivo en
la respuesta de regeneracion «£n v{fro, Walker, Yu, Sato y
Jaworsky (1978) infieren gque el tipo de 6rgano formado duran
te la organogénesis de alfalfa puede estar controlado por la
manipulacién 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 concentracidn de sales minerales. Pre
viamente Saunders y Bingham (1972), sefialaron que la regene-—
racién de plantas en cultivo estd condicionada por la inter-
accidn de los medics de induccibn y de diferenciacién 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 regeneracibn {n v{tro. Estos au-
tores concluyen que el tipo de protocolo del cual obtuvieron
mejores resultados, no fué el mids conveniente para lineas de
baja respuesta a diferencia de las lineas de alta respuesta
con germoplasma parental fafcafa con las que obtuvieron al-
tos rendimientos de embriones sométicos.

Ammirato y Steward (1971, Tisseratet al., 1979) mencio-
nan que en niveles altos de nutrientes en los medios de culti
vo como en un MS, se logran desarrollar los embriones somiti-
cos. En este estudio, los cuatrc protocolos de cultivo mane-
jan niveles altos de sales inorgdnicas, cada uno de ellos mo-
dificado en cuanto al nivel de nitrbgeno total y con los cua-
les se han obtenido embriones somféticos en alta respuesta. El
efecto de cada uno de estos protocolos de cultivo reveld lo
siguiente: respuesta embriogénica para el protocolo A de Moa-
pa 69, Velluda Peruana y A 70-34 e induccibn 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 embriogénesis en alfalfa fu& modi-
ficado (Meijer y Brown, 1987b). Este protocolo maneja un me-
dio de induccidn por diez dias y un medio de regeneracifn sin
reguladores del crecimiento. Este tipo de medio basal modifi-
cado también resultd favorable en los experimentos alternos
realizados con Velluda Peruana y Moapa 69, donde la concen-
tracidén de requladores del crecimiento bajo los cuales se for
maron los embriones somdticos indican gue la induccibn fué& po
sitiva, por lo cual no es necesario modificar significativa-
mente la concentracifn hormonal gue reporta originalmente el
protocolo A. Para el protocolo B se esperaba una respuesta em
briogénica mayor dado que este protocolo fué establecido para
una linea embriogénica de M. 4aflva., s6lo se observs la forma
cibén de embriones somiticos en Sintético II Hidalgo y préacti-
camente no se observaron callos con induccibén a embriogénesis
en ninguna variedad. Walker ¢4 e, (1978, 1979) modificaron el
medio original de Schenk y Hildebrandt en la cantidad y cali-
dad de fuente de nitr6geno. Al respescto Skokut gt al (1980)
hacen una comparacién de algunos medios basales y resaltan que
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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 results fa
vorable en lo referente a respuesta embriogénica. Este proto-
colo B maneja una primera etapa de proliferacifn de callo con
ANA y cinetina, una corta etapa de induccifn con 2,4-D y fi-
nalmente la regeneracifn o diferenciacifn en un medlo basal.
Se observ6 que al someter a los infculos directamente a la
formacifn de callo este resultaba ser demasiado proliferati-
vo. Bajo el protocolo C sf6lo se observd la formacién de em-
briones en Sintético II Hidalgo y en A 70-34 e induccibn en
seis variedades, lo cual nos induca que la regeneracifn de
los embriones es el punto clave. Este protocolo no maneja una
resiembra a un medio basal para permitir morfogénesis. El pro
tocolo D maneja un medio basal Bl1i2Y con tres pasos. Este me-
dio modificado por Bingham y colaboradores (1975) 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 ampliameepte utilizado como un medio
muy generalizado. Bingham y coautores reportan haber suplemen
tado a este medio con inositol un compuesto orgénico que se
ha visto que esti involucrado en la sintesis de fosfolipidos,
pectinas de pared celular y en sistemas de membrana citoplas-
mitica (Conger, 1980), y con extracto de levadura que es un
compuesto org&nico de composicibn 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 ocbtuvieron embriones somi-
ticos en Velluda Peruana, Moapa 69, Sintético I Jardin, Valen
ciana y A 70-34 y asimismo se observé induccién a embriogé&ne-
sis en Velluda Peruana, Sinté&tico II Hidalgo, Bajfo 76 y Va-
lenciana. Estos resultados nos sugieren que este protocolo re
sultb ser favorable para nuestras variedades. Este protocolo
maneja un periodo de induccién durante diez dias en obscuri-
dad. Novak y Konecna (1982) no explican el efecto fisiol6gico
real de esta especificacibn, sin embargo, se infiere que si

el proceso natural de los primeros estadfos ocurre en obscuri
dad este sea el prop6sito de someter a los in6culos a obscuri-
dad, en donde est€n involucrados procesos de activacifn o de-
sactivacibén de fitocromo. Poco se ha estudiado el efecto de

la luz en el procesc de embriogénesis somftica en alfalfa, tal
vez porque no es un factor critico en estos sistemas. Al res-
pecto Saunders y Bingham (1972) sometieron a sus cultivos a
obscuridad, iluminacién continua y fotoperiodo de 16h 1luz/8h
obscuridad y observaron gue no existia una diferencia fundamen
tal entre las tres condiciones probadas concluyendo que tanto
la induccifn de callos como la obtencifn de brotes, no se vefa
afectada por el fotoperiodo. Luppotto (1983) en el reporte de
sus trabajos menciona que la iluminacifn no tuvo influencia en
la induccién de callo, aunque si observé que promovié la proli
feracifn de callo en los subcultivos. Este mismo protocolo D
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en la segunda fase de desarrollo de callo también determina la
formacién de los embriones somiticos, esta respuesta probable-
mente se ve reforzada por la cinetina, al activar la divisién
celular de los centros meristem&ticos previamente inducidos.
La bisqueda de un medio basal adecuado condicion$ 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 concentracién de potasio,
magnesio, sulfato y calcio asi como en la composicidn de sales
menores y en la fraccidn orgénica por lo que realizaron una se
rie de combinaciones de sales mayores, menores y vitaminas de
ambos tipos de formulaciones y obtener a aquella combinacibn
mis rendidora. Aunque Stavarek et af. (1980) concluyeron pre-
viamente que el tipo de medio basal empleado para la obtencién
de brotes no parece ser critico, Luppotto (1983) encontré que
el medio basal que le di6 mejores resultados tanto para induccifn
como para regeneracibén fu& el BS.

Entre los elementos orgénicos que se emplearon dentro de
las formulaciones manejadas para este trabajo, tambi&n sobresa
len algunos aspectos importantes. La sacarosa es uno de ellos
empleada para reemplazar el carbono que normalmente la planta
fija de la atmbsfera, de tal forma que el-papel de este carbo-
hidrato en los cultivos es comc una fuente de energia al parti
cipar en la glicBlisis, el ciclo de &cidos tricarboxilicos y
en la via de las gﬁntosas, y como un osmorregulador. (Bares y U-
miel y Brown eZ al. citados por Stavarek ¢ al., 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 energia. Sugieren, asimismo, que su papel como osmorregula-
dor es mis intenso durante la etapa de desarrollo de los bro-
tes que durante el periodo de induccifn. En este trabajo se em
pleé de manera general una concentracifn de 3% de sacarosa en
los medios de cultivo, basados en los protocolos establecidos
por sus autores. Meijer y Brown (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, d& Sptimos resulta
dos en cuanto a rendimiento y que por lo tanto no existe razén
alguna para modificarlo, en tanto que a altas o abajas concen-
traciones de sacarosa se inhibe el proceso de embriogé&nesis so
matica.

Otro elemento importante es el extracto de levadura, un
complejo orgénico elaborado por la extraccién acuosa de cé&lulas
de levadura autolisadas y que de acuerdo a su anilisis fisico-
quimico presenta un alto contenido de vitamina By 7.4% de ni-
tr6geno total. Aunque como Binghmam y.colaboradores (1975} y
Saunders y Bingham (1972, 1975) observan que el medio suplemen
tado con extracto de levadura favorecié sus cultivos al obser-
var "un brotamiento de manera espectacular", Walker y Sato en
1981 y Luppotto (1963) mencionan que el Bli2Y es un buen medio
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de regeneracibn a embriones, pero considerar que bien puede e-
liminarse este complejo del medioc de cultivo sin que esto afec
te adversamente la embriog&nesis.y observan también que la for
macibn de raices se ve inhibida por la presencia del extracto
de levadura en el medio de regeneracibn. En los resultados del
presente estudio el efecto real del extracto de levadura no re
sulta concluyente. Se siguif el protocolc de cultive establecil
do por sus autores pero no se comprobb el efecto de este com-
plejo en las fases de induccibn y regeneracibn 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 optimizacifén de las
condiciones generales del cultivo. Al menos en el protocolo D,
que maneja un B1i2Y¥, si se obtuvieron embriones somiticos aun-
gue a bajos rendimientos y no con la calidad deseada, es decir,
que mostraron anormalidades morfolbgicas, pero no sabemos con
precisifn el efecto del extracto de levadura en nuestros resul
tados. Lo mismo puede decirse del hidrolizado de caseina. Este
es un complejo orgdnico compuesto de aminodcidos entre los que
predominan la glutamina y la prolina como Meijer y Brown (1987a)
mencionan. La idea de adicionar casefina hidrolizada a los me-
dios de cultivo es que como fuente de nitrSgeno organico ayuda
a reforzar la cantidad y calidad de los embriones somiticos.
Acerca de los favorables efectos que especialmente tienen la
glutamina y la prolina en genotipos embriog&nicos hablan los
trabajos de de Stuart y Strickland (1984a, 1984b), Skokut 2t af.
(1985) y Meijer y Brown (1987a, 1987b). Al parecer los amino&-
cidos constituyen una fuente inmediata de nitr6geno a los cul

. tivos. En este trabajo sblo para el protocolo B se incluyd el
hidroclizado de caseina como fuente de amino&cidos, sin embargo,
se observd la formacidén de embriones en minima cantidad. Cabe
recordar nuevamente la influencia del genotipo en la respuesta
embriog&nica. Skokut et af. (1985) concluyen que el suministro
de amino&cidos refuerza la cantidad y calidad de los embriones
somdticos, pero la incorporacifén del nitr6geno proveniente de
estos aminofcidos 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 somdtica es un proceso se-
cuencial que requiere de un periodo de cultivo en el gque las
células inicien su propensibn morfogen&tica seguida de un pe-
riodo en el cual su potencial embriogenético sea expresado. Es
te proceso secuencial se ha logrado diferenciar en dos pasos
fundamentales, el de induccifn y el segundo paso donde ocurre
la diferenciacibn. Walker et af. (1981) de acuerdo a sus resul
tados obtenidos después de haber trabajado con diferentes ti-
pos de medios de regeneracidn como B5, SH, Bli2Y y LS, conclu
yen que la determinacidén del tipo de 6rgano formado es fun-
cidn finica de los reguladores del crecimiento incluidos en el
medio de induccibn y que el tipo de morfogénesis s6lo es ob-
servable en el medio de regeneracidn. El medio de regeneracidn
generalmente se maneja como un medio basal sin reguladores del
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crecimiento, sin embargo, en este trabajo se observé que la
transferencia de callos del medio de induccién al medio de
regeneracidn de Velluda Peruana (callos de peciolo bajo el
protocolo A) y Valenciana (callos de cotiledones y radicula
bajo el protocolo B) no favorecid las cualidades de los ca-
llos ni se observd la formacibn de embriones somiticos. Los
callos se tornaron muy amari..os O en ocasiones a colarclaro
en el &rea de contacto con el medio de cultivo. En cambio
en el protocolo D, se observd 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 embriog&nicos de A 70-34 que cubrieron totalmente el
protocolo D y que ya no siguieron formando mds embriones so
miticos, fueron sembrados de nuevo a este segundo medio de
cultivo y se logr® regenerar méds embriones somiticos. Por
todo lo anterior se deduce que el medio de regeneracidn jue
ga un papel muy importante en la formacién de los embriones
somd&ticos. En seis de nuestras variedades se ha observado
que la induccién de embriogénesis esti dada, ahora seri ne
cesario optimizar las condiciones de regeneracifn y desarro
llo de los embriones somiticos.

La induccidn positiva hacia la embriogénesis que aquf
se reporta luego de observar estos puntos verde claro embe-
bidos en los callos, se detectf bajo el protocolo C, D y A.
La mayor parte de estos puntos no se desarroll$ completamen
te y pensamos que en este punto influy6 el medio de regene-
racibn y/o la calidad de los reguladores del crecimiento.
En cuanto a los regquladores del crecimiento, no cabe duda
que el 2,4-D funge un papel imprescindible como agente in-
ductor de la embriog&nesis somitica, aungue como mencionan
Bingham y colaboradores (1975), los niveles 6ptimos de hor-
mona durante la embriogénesis se desconocen; sin embargo,
se ha observado qgue 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 aguellos embriones ya formados
retornen a formar callo. Walker et af. (1979) puntualizan
que el requerimiento del 2,4-D en el cultiveo y su subsecuen
te remocién para 1nducc16n—d1ferenc1ac16n, habla de la dua-
lidad de la funcibn 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 estimulacién celu-
lar. Murashige citado por Walker y coautores (1978) puntua-
liza gque este regulador del crecimiento estimula la proli-
feracibn del callo {n v<{la¢ y que es un antagonista de la
organogénesis por lo que el patrbn de formacibn de &rganos
es el resultado de los niveles endfgenos de hormonas auxina
y cinetina, afin asi no se ha determinado el efecto de los
reguladores del crecimiento en el patr6n de la formacién de
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6rganos. Bingham o «£.(1975) infieren que el 2,4-D estimula
la sintesis de citocinina interna de tal manera que es asi
como se induce la formacién de brotes. Walker ¢t af, (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-
cibn del balance normal de manera dr&stica durante la etapa
de induccidn en donde se provoca este "disparo" hacia la di-
ferenciacidn. Aunado a todas estas consideraciones acerca

el 2,4-D, Meijer y Brown en 1987b, mencionan que esta auxina
sintética puede provocar alteraciones cromosbémicas en espe-
cial durante exposiciones prolongadas ademis de que puede
provocar malformaciones en la capacidad regenerativa de los
cultivos. En este trabajo se manejaron concentraciones del
2,4-D desde 5uM hasta 100pM y el periodo de exposicibn para
este agente fué desde 4 dias en el protocolo B hasta 30 dias
en el protocolo C, con 10 dias para los protocolos A y D. La
relacibén de tiempo y concentracibén de este agente inductor y
la observacién de una induccibn positiva pero baja regenera-
cibén 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 observd la formacién de embriones, existen dife-
rencias substanciales en cuanto a la concentracién del 2,4-D,
aungue 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 gque el fenfmeno de induccibn no es especifico del 2,4-D,
mencionan que el ANA puede reemplazarlo en ocasiones, siendo
este el finico 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 ¢t af. (1975) observan que al em-
plear ANA se obtiene un minimo efecto en la formacién de bro-
tes y mencionan la posibilidad de que el 2,4-D y el ANA pue-
.dan tener efectos en la sintesis o disminucifn de auxinas na-
turales gue no hayan sido eliminados. Luppotto (1983) sostie-
ne gue el ANA mantiene el crecimiento del callo en alfalfa.
Para Novak y Konecna la presencia de ANA y cinetina simultéa-
neamente en el medio de cultivo permite el establecimiento de
callos a largo plazo y permite el desarrollo y diferenciacién
de los embriones tal y como lo observamos en este trabajo ba-
jo el protocolo D. La cinetina no se requiere para inducir la
brotacién, pero si para favorecer la formacién de brotes en
los cultivos (Bingham et af,, 1975). De acuerdo. con Tisserat y
coautores, se concluye que la influencia del balance auxina
citocinina juega un papel esencial en el control de la embrio
génesis somdtica. En este trabajo se emplearon niveles de ANA
desde 1pM hasta 10pM y de cinetina desde 1pM hasta 10pM, nive
les dentro de los que se contempldé la induccibn y formacibn
de embriones somiticos. En los experimentos alternos con Ve-
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lluda Peruana y Moapa 69 que incluyeron diferentes niveles de
citocinina en combinacibn con 2,4-D se observd que a niveles
de 0.1mg/l a 0.2 mg/l de citocininas favorecen la embriogéne-
sis, en cambio, a niveles mayores, se observd una tendencia
hacia la rizogénesis de callos.

En lo concerniente al tipo de inb6culo, en general tanto
tejidos embrionarios como peciolo produjeron callo y se veri-
ficdé la formacidn de embriones somdticos. De acuerdo al tipo
de callo y embriones formados los mejores inbculos 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 observé esta tendencia a crecer en de
masia y callos de radicula suelen ser desde pequefios o muy
grandes y friables. La ventaja de los inbculos procedentes de
tejidos embrionarios es que son tejidos sfimamente j6venes por
lo que existe mayor probabilidad de inducir y diferenciarles
por embriogénesis somdtica. 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 cantidades de semilla y seleccio
nar asf{ el material con el que se pretende trabajar. Tambidn
se debe contar con un buen sistema de desinfestacifndel mate-~
rial vegetal que para este trabajo el empleado no fué eficien
te en dos variedades lo cual impidié completar los protocolos
de cultivo. La ventaja del manejo de peciolos, es que se par-
te de una planta conocida, se pueden obtener varios inSculos
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 desinfestacibn. 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 &p
timo desarrollo. Se dié el caso que plantas de A 70-34 bajo
nuestras condiciones fisicas desarrollaron peciolos delgados
gue no resultaron ser muy convenientes para el establecimien-
to de los cultivos, observando igualmente que las plantas clo
nadas tardaron mucho m&s 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 floracién y que sus tejidos se observen vigorosos. Es-
te punto se refleja en las observaciones de Tisserat el ac.
(1979) guienes mencionan que el inSculo y algunas de sus cua-
lidades fisiolbgicas son de gran importancia en la determina-
cidn del proceso de embriogénesis somftica. Novak y Konecna
(1982) en sus trabajos reportan gue la.capacidad embriogé&nica
de las cultivos puede darse a partir de varios drganos y gque
es variable entre si, lo cual se cortobora en este estudio.
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Luppotto (1983) al respecto concluye gue la importancia del
tipo de inbculo y su estado fisiolSgico son aspectos determi-
nantes en las vias particulares de desarrollo dentro del cul-
tivo de tejidos vegetales.

En la obtencibn y desarrcllo de los embriones som&ticos
se determind tanto el aspecto cuantitativo como el cualitati
vo. De acuerdo al nfimero total de embriones obtenido por va-
riedad se observ6 el siguiente orden decreciente: A 70-34,
Velluda Peruana, Moapa 69, Sintético 1II Hidalgo, Valenciana
y Sintético I Jardin, aunque en té&rminos del rendimiento, el
mayor promedic 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 nfimero 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 resultd ser embriogéni-
co de tal forma que aumentd el rendimiento por variedad, aun
que el nimero 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 regeneracidn 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 mostrd embriogénesis somética y se procede a realizar
algunss pruebas de optimizacién de los medios de cultivo. La
obtencibén de embriones somi&ticos 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 nfimero de embricnes obte-
nido por protocolo de cultivo, excluyende 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 aproximacién en cuanto al tipo de formulacibn
adecuada aunque se debe considerar siempre al genotipo.

La calidad de los embriones es otro aspecto a conside-
rar dentro de la regeneracibfn de alfalfa por cultivo de teji-
dos. Una vez que se observa la formacién de los embriones so-
mIticos 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 conversién 6 "germina-
ci6n" en plantas completas. De acuerdo con dos Santos y cola-
boradores (1980) se observa que si los embriones somiticos
permanecen adheridos al callo del que se originaron, no se de
sarrollarin en plantas completas. Tambié&n observamos gue an
individualizados en el medio de cultivo adecuado, muchos em-
briones declinan, su calidad no es S6ptima. Este aspecto de la
cslidad junto con la cantidad de embriones producidos son im-
portantes porgue determinan el é&xito de la regeneracibn de al
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falfa. De los embriones somaticos obtenidos procedentes de
las variedades probadas pricticamente ningquno se desarrollo
completamente en una planta normal. AGn 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 estag plantas en culti-
vo a aquellas que desarrollaron un buen sistema radicular,
un epicotilo y hojas verdaderas. Como se mencion6 en la in-
troduccibn algunos autores entre ellos Stuart y coautores
en 1985 reportan el empleo de aminofcidos en el medio de re
generacién a fin de reforzar un buen patr6n de conversifn a
plantas, encontrando que la L-glutamina mejora el rango de
conversidn a plantas. Meijer y Brown (1987b) puntualizan que
la pobre calidad de los embriones que fueron inducidos con
una alta concentracién de 2-4-D fué& igualmente observada pa-
ra el clon embriogénico RA 3 . En este mismo material Stuart
2t al. (1985) encuentran una correlacién positiva entre la
calidad de los embriones y la cantidad de proteinas de reser
va acumuladas por estos, proponiendo y asi justificando el
empleo de marcadores bioquimicos que en lo futuro puedan fun
cionar en el diagndstico de la calidad de los embriones somd
ticos. Estos marcadores biogquimicos podrian ser las protei-
nas de reserva tal y como se expresan en los embriones cigb-
ticos. Hasta la fecha no existe ninguna metodologia que per
mita detectar material embriog&nico en callos o bien cali-
dad de los embriones observados, mis que aspectos cualitati
vos a excepcidén de las proteinas de reserva como un adelanto.
Por otra parte Nagarajan y Walton (1987) mencionan que mu-
chas de estas anormalidades fenotipicas se correlacionan con
anomalfias citolbgicas. Ellos en su trabajo observan cambios
en el nivel de ploidia de las c&lulas de sus cultivos. Este
hecho no resulta sorprendente si consideramos que se esté
manejando material con cuatro juegos cromosbmicos y que al
inducir la proliferacién de callos las cé€lulas tienen varia-
ciones en su nGmero de cromosomas . Esto puede ser la expli-
cacibn de la baja calidad de los embriones obtenides, 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 estdn dadas por cambios epigen&ticos durante la
formacién de los embriones, donde la divisién celular no es-
td bien coordinada y se manifiesta una polaridad desigual del
embrién. Este autor piensa que en estados tempranos de desa-
rrollo del embrién es posible controlar estas anormalidades
con algunas manipulaciones en los medios de cultivo. La em-
briogénesis somdtica de alfalfa en variedades que se cultivan
ampliamente en Mé&xico 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-
generacidn.
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VII, CONCLUSIONES

Considerando los aspectos involucrados en la obtencifn

de plantas de alfalfa por cultivo de tejidos y los resulta-
dos de este estudio con observaciones cualitativas y la de

terminacién de respuesta y rendimiento de nueve variedades

de Medicagu sativy, se enuncian las siguientes conclusiones:

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

Se coorrobora que la aplicacibén de esta metodologia en al-
falfa es genotipo-dependiente. Conocer de antemano el geno
tipo con que se trabaja constiituye una garantia 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 genética de M. s1tiva cuya respues
ta embriogénica fu& del orden del 4% al 10%.

Se observé la formacibén de callo en los cuatro tipos de i-
néculo, aunque en sus caracteristicas como tamafio relativo,
color y consistencia se observaron diferencias de variedad
a variedad y entre plantas de una misma variedad.

El sistema de regeneracibn 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 incubacifn. Nuestros re-
sultados con las variedades que se cultivan en México, in-
dican que el mejor protocolo para monitoreo de capacidad de
regeneracibén fué& el protocolo D con un medio basal B1li2y,
seguido del protocolo A con un medio MS modificado.

Dentro de las nueve variedades gque se cultivan en Mé&xico

y empleadas para este trabajo, agquellas que mostraron res-
puesta embriog®nica fueront Velluda Peruana, Moapa 69, Sin
tético II Hidalgo, Valenciana y Sintético I Jardin. Las
dos primeras mostraron mayor rendimiento que las tres Glti
mas.

Aguellas variedades gue mostraron induccién positiva hacia
la embriogénesis somdtica fueron: Puebla 76, INIA 76, Bajio
76, Sintético I Jardin, Sint&tico II Hidalgo, Velluda Perua
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na y Valenciana. Esto nos indica que los protocolos de
cultivo resultaron favorecedores hacia la induccibn a em-
briogénesis y el punto critico se centra en el medio de
regeneracién de embriogénesis somitica.

Para las variedades Moapa 69 y Velluda Peruana gue en pre-
vios trabajos se habia logrado regeneracifn a embriogéne-
sis escasa o nula, en este trabajo si se logré observar
varios embriones somidticos en los cultivos.

Para las variedades Sintético II Hidalgo, Valenciana y Sin
tético I Jardin, este es el primer trabajo en el que se
prueba este material en cultivo y en el que se registra la
observacifn de embriones sométicos de sus cultivos.

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

La calidad de los embriones somfticos obtenidos fué& defi-
ciente lo cual practicamente imposibilitdé la obtenci6n de
plantas regeneradas de alfalfa.

Como algunas consideraciones a futuro sobre este trabajo
se plantea seleccionar a aguel material que mostrd respues
ta embriogénica mayor, esto es, que en las variedades comer
ciales Moapa 69 y Velluda Peruana bajo los protocolos D y A,
debe intensificarse el prop6sito de establecer el sistema
de embriogénesis somdtica. Por una parte, es necesario au-
mentar el nlmero de plantas a trabajar por variedad, a fin
de elevar el nfimero de aquellas que manifiesten el evento
de embriogénesis somdtica; tambi&n es necesario modificar
el medio de regeneracibn, verificar que 1o niveles de ni-~
tr6geno total no sean inferiores a 50mM y que este suple-
mento se dé tanto como sales inorgénicas reducida, lo cual
hace disponible el nitr6geno a largo plazo a la planta, co
mo bajo la forma org&nica (amino&cidos) que hacen disponi-
ble este elemento de manera inmediata a los cultivos. Para
tratar de mejorar la calidad de los embriones sométicos,y
retomando algunas ideas de la sincronizacifn de la embrio-
génesis, se deberd hacer pruebas con aminoidcidos 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 somdticos se pueden someter
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a tratamientos con bajas temperaturas (10°C a 15°C), du-
rante un corto periodo de tiempo: o bien modificando la
osmolaridad de los medios de cultivo probando diferentes
niveles de sacarosa, o suplementar el medioc de germinacibn
con &cido abscisico (0.25uM a 1.5uM). Una vez establecido
este sistema de regeneracifn por la via de embriogénesis
somdtica en alfalfa, se podrdn realizar investigaciones a
nivel bioquimico o molecular que nos permitan dilucidar
los procesos fisiolofgicos de los cultivos que nos permi-
tan proponer la solucifn a algunas de las limitaciones de
este cultivo en México.
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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 Bajio y en los estados de México y Puebla. Se adap
ta bien en Guanajuato, México, Puebla y Aguascalientes.

La variedad "Puebla 76" se formS del ecotipo de alfalfa
denominado "Atlixco", el cual por seleccién natural, a tra-
vés de varias décadas se adapt6 a la zona alfalfera del esta
do de Puebla, Originalmente este ecotipo fu& colectado en la
regidn 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 Bajio, Aguascalientes, Chapingo y Tecamachalco. En
el &rea de El Bajio durante la &poca invernal sus rendimien-
tos son superiores al material importado; su precocidad per-
mite darle de 9 a 10 cortes al ano 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 raiz se considera que es similar al del material introdu-
cido.

INIA 76 (Aguirre, 1976; Castro, 1982)

Esta variedad se selecciondé por sus altos rendimientos
y por su amplia adaptabilidad en las zonas alfalferas del
centro del pais. desarrolléndose bien en los estados de Gua-
najuato, Michoacdn, México, Puebla y Aguascalientes.

INIA 76 se form6 del ecotipo de alfalfa denominado "Tan
huato" , el cual por seleccifn natural y a través de varias
décadas se adaptd a la zona alfalfera de Tanhuato, Michoacén.
Originalmente este ecotipo fué colectado en esta misma re-
gidén 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 pais. Du-
rante la é&poca invernal, en regiones como El Bajio, 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 centimetros; con abundante follaje
y su grado de resistencia al ataque de Peroncapora trifofionum
o mildiG velloso es superior al de la variedad Moapa.
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BAJIO 76 (Aguirre, 1976; Castro, 1982)

Esta variedad se formd a partir del ecotipo denominado
"San Miguelito", el cual por seleccibn natural y despuéds de
varias décadas se adaptd a la zona alfalfera de El Bajio. O
riginalmente este ecotipo fu& colectado en la regién de San
Miguel Octapan, Guanajuato y fué& sometido a ensayos compara
tivos de rendimiento con respecto a variedades comerciales
en diferentes localidades del pais.

Es una variedad con rendimientos superiores a las va-
riedades comerciales utilizadas en El Bajio y en el estado
de Puebla. Durante la &poca invernal, en regiones como El
Bajio, ha superado a las variedades lmportadas, su precoci
dad permite darle de 9 a 10 cortes al ano; 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 raiz es similar al del mate-
rial importado.

SINTETICO I JARDIN Y SINTETICO II HIDALGO

Este material estd siendo evaluado alin por investiga-
dores del INIFAP-SARH, por lo gque solo se mencinaré&n los
datos concernientes al origen de cada variedad. Esta valio
sa informacibén fué proporcionada en comunicacifn personal”
por el Ing. Luis Castro Acero investigador de dicho centro.

Sintético I Jardin.

Estd 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 (Aragbn) y Sn Joaquin II.

Sintético II Hidalgo.

Este material estd 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 comparnia Ne-
vada AES & ARS a partir de la variedad "Africana", la cual
fué introducida de Egipto a los Estado Unidos en 1924.

Poblacidén de M, sativa pura, de floracién temprana.
No es resistente al frio. Es de crecimiento erecto y buena
recuperacidn después del corte. Sobresale su resistencia a
el ataque del &fido Tendlnaghisy maculata. Se suelen obtener
muy buenos rendimientos con esta variedad, sobretodo duran
te los dos primeros afnos.
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SAN JOAQUIN II (Castro Acero, comunicacién personal).

Esta variedad fué& sintetizada en San Joaquin, Califor-
nia por la compania Security Seed Company mediante la se-
leccidn de 7 clones cuyo origen proviene de las variedades
"Afganistan" y "Africana".

De acuerdo a sus caracteristicas, es muy parecida a
Moapa. Sobresale su resistencia al pulgén manchado y a la
pudricidén de la corona y de la raiz, ocasionadas por plagas
y enfermedades. Su rendimiento es similar al de la variedad
Moapa y practicamente 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
caracteristica principal es que sus hojas y tallos suelen
ser velludos o pilosos. Es una poblacifn pura de M., saldiva
de precocidad temprana, rdpido desarrollo, buena recupera
cidn después de cada corte, habilidad de crecimientoc en
dias de corto fotoperiodo, aunque se la considera de me-
nor rendimiento y menor calidad gue la variedad Moapa.

VALENCIANA (Del Pozo, 1977)

Su origen se centra en el Valle medio del Ebro, al
sur de Navarra, Espafla por 1o qgue en ocasiones se le encuen
tra igualmente nominada como "Aragén". Tolera climas de ve-
rano c8lido 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 ano, sin embargo, a
los 4 o 5 anos su produccibn declina considerablemente. La
calidad de su forraje es buena. Se ha observado gque menos
del 7% de sus flores son variegadas.

A 70-34 (Villegas Garrido, comunicacifn personal)

Esta variedad ha sido seleccionada de la variedad cana-
diense Rangelander, poblacifn de M. media con fuerte aporta-
ci6n de M. falcata. Algunas de sus caracteristicas son: flo
res de color morado; presenta en ocasiones brotes en puntos
hinchados de la raiz fen6meno tambi&n conocido como habito
radicular rastrero; resistencia a heladas y dormancia duran
te la época invernal.
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