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I. INTRODUCCION

La biotecnolaogia es un Area de la biologia que ha
tenido un desarrcllo importante en los ultimos afcs. Esta
d&rea tiene que ver <con cualqguier procesos de tipo productivae
que se efectue atraves de la accié4n de un crganisac vivea,
desde las bacterias hasta 1uas animales superiares,. £l
ambito de acci4n de 1la bictecnalaogia es gFénde y 1o
vemis diariamente en actividades relacionadas caon  la

alimentacién, satud, agricultura etc. (Rcbert y Loyola, 198S5;
Sanchez, 1'385; Wuintero, 1385; Strach, 1383; Rodriguez-—
Garay y Fubluo, 1332), Algunas de las aplicaciones practicas
en la agricultura destacan 1la preservacidn de germzpl asma,
chtencidn de ‘metabxlitas secundariacs, caobtenci4n  de plantas
libres de wmicroorganismos patdagenoss, mejoramiento genetico,
propagacidn masiva de plantas entre atraos. Algunas de estas
aplicacicnes se han lagrado a partir de la clonacidn, el cultivae
de células haploides, el cultiva Y fusiin de pratoplasta,
formacidn de embriones somaticos eto. (Binwell, 1983; Quintera,
1984; Fobert y Loyala, 1985; Hartmann y kKester, 1383).

La formacidn de embrianes samdaticas afrece la posibilidad

de abtener variacicnes geneticas deseables y poder seleccionar

genatipos  gque reunan caracteristicas necesarias para afraontar
problemas gque en la actualidad afectan las actividades
agropecuarias, coms el estrés, la sequia, heladas,enfermedades,

plagas y salinidad entre otras. Es por esto, que se propusc un



estudic de embricpénesis somatica coh una especie forrajera
Como alfalfa, como una alternativa para tratar de wobtener
alguna linea con  caracteristicas deseables y sclucicnar

algunos  problemas de salinidad.



I1. ANTECEDENTES

La variacifn gené&tica constituye la materia prima de 1las

organismos  vivos  scbre  las cuales ha influido la evelucidn

natural y/= la evolucién dirigida de las vegetales que el haombre

ha realizades para su beneficio (Rodr iguez~Garay y Publuo, 1932).

La variacidn somaclornal se ha constituido en una alternativa

que pueds ser aprovechada en el mejoramiento g=néticz, Este

fendmens ha sido estudiade en un gran namera dJde especies

dependiznda dal tejidc de ar igen sg  dononinas
p g ’

proboclonal (clovroplastasy,

variaci4n gamstoclonal (gametaos),
mer i lanal {mor istemoss? 4 somaclanal teslulas somaticas?,

(Yillalobeos, 1385; Yartmann y Kester, 1983 Rodr iguez-Garay 7

cublac, 1392).

Las compleios  eventeos  gue  conducen A la formacidn de

ambr iones somAticos, requieren una exprasi4n ordenada de diverzas

estimulos  mor fogenética.  ESstas evantss incluyen la induscidn y

activacién de células totipotentes, ern un pracess de deszarvalla

=n el -ual se praduce un embrifn a partir de una célula, el «cual

finalment

guarda bipclaridad como acurce en la embricg#n=sis y

produce  una planta completa, (Tisserat e al. 1979; Hartmann y

Nester, 1987).



C.isten 2 factores al intentar cobterer embricnes sandticos

a) £ fa:tur genotipics, el sual es Cecisivo en muchas espelies

~ara leograr la embricgéresis scmAtica, comoe ocurre en la

alfalfa (Sauncders et al. 1975; Fhillips, 1932; PBrown ¥y

Ztanazsov, 13%5; Meijer y Brown, 1385), en wmaixz y ctros

cereales (Lu et al. 1982; Ammiratc, 1339).

b)Y rfondiciosnes ambientales y de cultive, indispensables para

tagrar este tipo de regeneracidn.

Lta embr icgénesis somatica pasa  por tres estadiocs de

desirvolla bien definidos: globular, forma de coraczén, torpeds  y

fi~alnenta ura planta (Figura 5.2).

Ls embrisgéresis somatica sigue dos rutas embricgénicas.

&

a) TA la enbricgénesis directa, 1los embr iores s2 inician

alla (lograrmdose

r

directamente de tejidos en ausencia de

fide

[

idad zlonal)d.

BY En la embricgénesis indirecta, se presenta iniiialmente

proliferacidn de células (celle) 3 ~nctericrmente la
Y <

formacidn del embridn (Tisserat et al. 1973; Ammirato, 1583Z;

©.dr iguez~Caray y Rubluo, 19%2)

El fendmens de embriogénesis somatica se chservd por primera

ve: en cultivos de zamahoria (Daucus carcta). De tejidos de



ranaharia se tomaron explanies que fueron colocades en un  medio

suplementadc con agua de cooo, lo cual indujo la diferenciacidén

celular, a partir de la cual se generdt una masa de células

desorganizadas (callas). El tejido de calle fué paosteriormente a

un segundo medic de cultivo para la iniciacién de embricnes,

(Tisserat et al. 157%2; Hartmann y Kester, 13290,

La induccién de embricnes somaticos genevalmente ocurre  en

tze concentracicnes de auxinas y la ausencia o baja

medios con &l

. permite el desarrclla y germinaci4én de

concentracidn de estas
emby iones (Walker et &l. 1372; Ammirato, 192Z; Stuart v
=2t zi. 13255

Strickland, 1383a; Meijer y Brownn,

Nolanm et al. 198%; Rodriguez~Garay y Rubluc, 19

Lz chservacitn de embricgénesis somAticas en cultive de

teiidas veoetales es un fendmens relativamente reciente. Se han
propovcionads evidencias de ia formacidn de embr iones sométicos

- o suspersidn  celular vy cultivos de protaplastaos,

Pod o5 de embyiones inmatur oS, inflarecencia jovenes u  hojas

de distintas especies d2 momocntiledoneas y dicotiledoneas.

Como eiempla destacan el maixz

1982y, el girasol ( Helianthus)

Se reparta 1la regeneraciin de plantas por embr icgénesis

somatica en diferentes especies de legumincsas fovrajeras,

Trifolium pratense, Stylosanthes guyanensis).

(Medicags sativa,

w



nivel de nitrégens reducide adicionado al cultivo es  unc

de los  factores mAds importantes en 21 contraol in wvitrg de

ambr ingénesis somdtica. Segun revisidn de Walker y Sato (1381),

Halperin y weetherell fueron los- primeros en reconocoer la

importancia del! amonio en el desarrollo de cultive de :zanahaoria,

el i4n amonio y varios amincacidos, particularmente la alanina vy

glutamina inducen la formacién de embricnes somdticos en cultiveos

2rn suspensidin de zanahoria.

2 ha establecido que la alanina y la glutamina son

)

superiores a amonia en presencia de nitrato y glutamina es mejor

nitrégeno suplemerntada. En cultivas de alfalfa 1a

Fodruty 1 I} TS Pl w’ o
.
formazidn de 2mbricnes somdticos es dptima a (2.5 M de  amonico
PR
FOotS

(Walker y Zato, 12331; Skokut gl al. 1

o

La embricgénesis somatica en alfslfa acurre bajo gl estric

ormar 2mbricnes

-

contyal d=2l i4n amoniz en células inducidas para
(Stuart y Strickland, 198%b; Skokut et al. 139890,

Se ha ocbservade que los amincacides ajercen dos efsc

sobre la embricgénesis:

acidn en 21 ndamerc de smbricnes somaticos

bt

1.- La 2stimu

~alidad estructural de =sas embriones (Etuart vy

Strickland, 1933a)d.

tos amincdacidos son compuestos orgdnicos que contienen  un

grups amine (NHpY y un grupe carboxilo (COOH).

A la fecha el papel de los compuestas de nitrégeno reducido

en la formacidén de embriones samdticos no se conace.



Stuart y Strickland reportaron la respuesta de cultives
celulares de ¥, sz2tive & adicicones de amincdcidos en el medio de
regeneracidn, utilizando un genotips altamente regenevante como

es el clon RAR-2 . E! tamafco y convercsidén de embriones a plantas

se incrementa por la wutilizacién de amincdcidos, Leos

uy

aminadcidaos, praline, e&lanina, glutamina, argining, lisin

wlan el ndmerc de embricnecs

3

serina, asparagina y ortinina ssti

somdticos  formados en cultivos de &l falfas (Stuart y Strickland,

1384a).
La orzlins fug el amincdcido gus
emby iogénesics = ize en cultivos de alfalfe

28
I}

aminadcidos.  Ern particular, la estimo
somdtica por prolinag muaestra une interaccidén sinergistica con el

amonic. Lo ambricnes pueden ser ipcrementados con L-prolina en

el medio ds cultiva Schenk e Hildebrant I[3HI, resultads de
cptimizarién d2 la czncentracidn de amcois y simultaneaments de

1z prolina {Btuart y Btricklen



I111. HIPOQTESIS

EL AMINOACIDO L-PROLINA ESTIMULA LA DIFERENCIACION
DE EMBRIONES SOMATICOS EN DIFERENTES ESPECIES
VEGETALES POR LO TANTO, ES DE ESPERARSE ESTIMULO
EN LA CANTIDAD Y CALIDAD DE EMBRIONES QUE SE

FORMEN EN TEJIDOS SOMATICOS in vitro DE

Medicago sativa.



Iv. OBJETIVO

EVALUAR EL EFECTO CUALITATIVO Y CUANTITATIVO DE LA
ADICION DE L-PROLINA EN LA EHBRIDGENESIS SOMATICA DE 3
VARIEDADES Y UNA LINEA EXPERIMENTAL DE Medicago sativa

L. ADAPTADAS A DIFERENTES CONDICIONES CLIMATOLOGICAS.



V.1 Material Riclégico

Ce utilizaran semillas de alfalfa {Mediczagx

sativa) ce las varjiedades: * Mesilla", * Florida", " Atoyac®
Yy la lirnea evperimental 7-8-32. Las primeras dos  wvarisdad
Yy la linea experimental provieren de laos Estados Unidos
Norteamdrica, mientras gue la variedad Atcyac previene,

la regidn de Sayula, Jaliconm,

V.2 Medics de Cultive
Se utilizéd el medio de cultivo basal SH desarrcllade par
Schenk y Hildebrant (1%72) medificade por Walker y Sato (13321)
complemenitads Ccon B8 g/lt de agar y pH ajustado a S.8 ¢+ 0.0%
¢on NaOH y HCI IN. En la tabla S.1 se sumarizran los medicas de
cultivo utilizados,
Los medics de cultivo asi come la cristaleria, agua,

frascos, papel, etcétera fueron esterilizadas en autoeclave

auvrtomatica a 121°C, a 15 libras (e presién, durante 15

minutos. Los medios de cultivo esterilizados se vaciaron en cajas
petri de plistica de 90 x 15 mm. en una campana de flujo

laminar horizantal mérc; VEKOD.

10
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TABLA 5.1.~- Concentraciones de

los regul adores de

de crecimiento en los medios de cultivo.

Medio de cultivo Reguladores de crecimiento
(mg\1lt.>
8H G Germinacidén Sin regul adores
de crecimiento

SH A FProduccién de 0.06 Pic. + 0.1 Ba. (Phillips, 13583
callo

SH B Induccién em— 2, 2,4-d +2 ANA + (Phillips, 1983
bricgeénica 2 ¥in.

SH C Induccién em— 0.01 2,4-d + 2 Ade. (Phillips, 1983)
bricgénica

SH D Expresién de Sin reguladores . (Phillips, 19833
embriones de crecimientno Stuart y Strick-

land, 19845

SH DF Exprecsién de =  -—=—— + 50 mM de (Phillips, 19383;

embricnes L-prolina Stuart y Strick-
land, 1984)

2,4~d = Acido 2,4- Diclorcfencxiacético

FPic. = Picloram

Ba. = 6~-Benziladenina

Ade. = Adenina

¥in. = Cinetina

ANA. = Acido—-naftalenacéticno

Sin reguladores de crecimiento



V.3 Disefia Experimental

El presente trabajc se planed partiendo de las siguientes

hipitesis:

a' Ho: psp = ucp HI:psp + pnop

HSHE Hi:lgue$ HsHe

En donde la hipitesis nula significa , que el namerc mecdic d=
embricnes en cultivo ein el aminmadcida L-FPralina es igual al

niamerc medic  de emb- icnes en cultiva con el amincdcids

v
N
w
..

n
]
-
—-
’

L-Przolirna. La segunda hipétesis nu iza ue el namera
= ?

medi> de embricnes en cultive de  induccidrn SHE es igual &l

name-o medic de esbriczrnes en cultivae de induzcidn SHI,

tos erperimentas se arganizarcn mediant2 un disefo de 2

viag, con 2 factaores, completarenta aleatorio, balanceada y
con efectas fijos. El andlisic se realizd wutilizand:s el
andlisis de varianza en un equip: IEM-compatible mediante
el prcgrama  Statgrafics 1.0, en el gque se caonsideraran leos

giguientes elementos de andlisis:

Namero de factores: 2
Nimero de niveles por factor: 2
Nﬂme?o de réglicas por tratamientao: 1S
En la FigQura S.1 se expresa la intera:zcidn entre las "medios

de ewpresidn” y "los medics de induccidn®,

i
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V.d.3 Siembra.

Ze oolacaron 10 szmillas por cada caja petyi pléstica
st ica,

e e 3 - ) -t -~ = 3
comteEnlienda 1710 de las componentes  argdnicos e inorgédnmicos
2=l medic de cultive SH modificads por  Walker v Sato r1=8l:,

n reguladores de crecimiento. Cada caja de petri fué rvotul ada



y sellada con una pelicula pléastica autcadherible.
Foasteriormente se incubaran en una cé&mara de  incubacidn  en
la se manmtuvo un fotopericda de 16 hr luz y una temperatura de
Z7°C + 2 por un lapsc de 7 dias.
La manipulaciénm de las semillas y explantes, se realizé
con pinzas  y  bisturi, gue fueron esterilizados exponiendslos a
la flama de un mecherc antes de cada aperacidn para eliminar

microcrgarnismos indeszables en los instrumenteos de trabaje.

V.S Produccidn y Mantenimiernto de Calles

La incubacidn de laz resiembras se vrealizd ba.jw las
condiciones antes men-icnadas,
A las plantulas germinadas in vitros, se les disectd el

hipooatilo (Figura 5.2 ), los que fueron sembrandos en medio de
cultive SHA (Tabla S.1Y, conm el fin de inducir la formacidn de
callo. 8e realizaron 3 vresiembvas cada 30 dias a medis de cultiva

frescos, para inducir  la proliferacidn de callos, En este medic

se conservaron durante el tiempo de observaciin. Se tuve ezpecial

cuidado de marcar cada calla, para identificar el gerctipo del

cual provenian.
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. PRODUCCION .
2 DE CALLO 4
' INDUCCION
INOCULO EMBRIOGENICA
ORIGINAL _
O :

1

SEMILLA
DESINFECTADA EXPRESION /\

EMBRIOGENICA

PLANTA & D
ESTADO
10 GLOBULAR
PLANTULA 73
ESTADO DE ESTADO I3
TORPEDO 3 DE CORAZON

Fl6.5.2 - SECUENCIA DE EVENTOS EN LA EMBRIOGENESIS SOMATICA DE ALFALFA




Cada

las gue fueron seleccionados al

tratamiento.

con el fin de

experimento; 1
lags secciones
medios para

(Figura 2.32

V.

Al teérmin
callos e
expreziin de
crecimientog
a tratamiento

Con el
de embricgéne
pracedid  a

tercera y

LinG

La

oropébésita
sig somética e incrementar el nimerco de embricnes,
una

cuarta

V.S5.1 Fase de induccién 1

de los callos fué dividide en cinca secciones,

azar para su posterior

primera seccidn del callo se ceolocd en medic SHA,

manterner linea celular durante todo el

=
o

as seccicones se colacaraen en  medio SHE;

=
-

4y se colocarcon en medio SHID, estos dltimos dos

irnduccidn  embricgénica y se incubaron por 30 dias

S.2 Fase de expresidédn 1

o del tiempo de induccidn embriogénica, log

trancfirieron a medic de «cultivo SHD para

embricnes en ausencia total de reguladores de

lo mieme se hizao para las secciones destinadas

con L-prolina (SHDF), ¢ Figura S.3 ).

de intentar una vez m&s el proceso

se

segunda induccidn y expresidn,asi coms & una

exprecidn para permitir la manifestacidn

completa del proceso embricgénico.

17



FIGURA S.3. ESQUEMA DE FLUJO UTILIZADO PARA
LA OBTENCION EMBRIONES SOMATICOS

DE ALFALFA

Semillas
Atoyac, Mesilla, Florida y 7-S-92

|

Desinfeccidn

l

Germinacidén
en 1/10 de medic SH

Obtencién de explantes
asépticos (hipacotilos)

prceduccién de callo

i

Divisién de callo
en 5 secciones

Tratamientos
Medio de induccién Medio de induccidén edioc de
embr iaogénico SHB embr iogénico SHC manptenimiento
de callo SHA
Medio de expresién Medio de expresidn Mantenimiento
SHD Y SHDP SHDP Y SHDP de callo en

SHA

An4dlisis de resultados

18
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V.5.2 Fase de induccidn =

Los callos provenientes de la fase de expresisen 1,

se transfiriercn a las medics de cultive para induccién SHE y SHD
de las cuales provenian inicialmente (Figura 5.3 vy se

mantuvieron en estos medios de sultive durante 20 dias.

V.5.4 Fase de expresién 2
Los  callos gue estuvieron en la segunda fase de‘induccibn,
fueron transfgridos a loz medics de expresién SHD y SHDP  (Tabla
D10 Les callos que en la primera expresidn ectuviersn en  GSHD
se valvieron a  resembrar en el medis SHD igual sucedi4 con laos
zallos  que estuvieron en SHDF (Figura 5.2).

~

V.5.5 y V.5.6 Fase de ewpresién 3 y 4

Se continud con las fases de expresiin 3 y 4, transfiriendase
1o cAllos a media SHD enrn  ausencia totazl  de requladores  de
crecimienta con  adicif: de 15 a/lt de «carbén activade con el
fin de evitar la cwidaci“n por fenocles del tejida. Asi mismo, se
transfirieron callos al medic de cultive SHDFP  con adicidn de
SO mM de L-preolina y 15 a’/lt de
carbén activado; ésto par un lapsa de €0 dias en ambos medics de
cultivo., Se efectuarean dos reziembras de 30 dias en este lapsao.

(Figura 5.3).

1y



El tamaso de 1los callos resembrados fué similar en tadas

las fases del procesa embr izgénice fcuands el calle tuve un tamafo

mayoyr al resto, se procedid a eliminar al arar el exceso de masa

celular, mediante cortes con la ayuda de un bisturi).

20



Vi RESULTADOS

Las semillas de las variedades "Atoyac", "Mesilla”,

“"Florida" y la linea experimental "7-5-32", presentarcn altao

parcentaje de germinacidn. Se cbtuvieron pléantulas de

aproximadamente 4.5 cm de longitud en un lapsoc de 7 dias.

El tiempo para la formacién de callos de aproximadamente

3 cm de didmetro fué de 90 dies, siends de buen aspecto y
manejables (friahles), presentando urn color paja y verde clara.

En las primeras tres fases del experimenta, los callos

mantuvieron su ccolor inicial, sin embargo, a partir de 1la

fase dos cambiaron el cclor verde paja y verde clare al ccolor

amarillo mostacza. En la fase tres y cuatro este color se

incrementé adquiriend> un color negruzao, que se acompadnd
por muerte celular (senescencia). Este proceso de senescencia no

fué posidble detenerloc con la adicidén de carbén activada., El
estadio de desarrcllo de los embricides fué globular y corazén.

El crecimiento celular se incrementd notablemente durante
las primcras tres fases del experimento, por 10 que {fué
eliminando

necesarin eliminar al arzar parte del exceso de callo,

en esta porcién algunos embrioides. En las fases tres y cuatro

el crecimiento de los callos fué disminuyendo gradualmente.



Los genotipgs que se mantuvieron en el medioc de cultivo

SHA al final del experimentc presentaron embricides en las tres

variedades y la linea experimental "7-5-92", el estadic de estos
fué glaobular. El cclor de los calles fué amarillo mostaza.

A continuacidén se presenta 1la respuesta embriogénica

observada en las tres variedades comerciales y 1la linea

exper imental de alfalfa.

VI.1 Variedad "Atoyac™.

En la primera fase de induccién (fase A) embriocgénica se
abservaron pequefas formaciones globulares no bien definidas,
en ambos medios de induccién de embriones. Algunas de estas
formaciones globulares chservadas en la fase A se transformaron
a embrioides en la primera fase de expresiin.

El anélicis de varianza realizade en la primera fase de
expresidn reveld diferencia estadisticamente significativa entre

los medics de induccién, hecho que no cocurrié entre los medios

de expresidn (Tablas 6.1 y A-1). SHC presentd mayor respuesta
embriogénica, que el medic SHR (Figura A-1). S8Sin embargo,
entre los medios de expresidén no existe diferencia

estadisticamente significativa (Figura A-2).
En el sepunde intento de induccién embr icgénica se
presentaron estructuras glcbulares en el medio de cultive SHC y

estructuras .de tipo globular y pubescentes en el medio de cultivo

22
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SHB. En la segunda‘fase de expresiisn algunas estructuras
globulares se transformaron a embricides.

El andlisis de varianza realizadc en la segunda fase de
expresién de expresién, reveld diferencias estadisticamente
significativas entre los medics de induccién. Entre los medics de
expresidn no se encontréd diferencia estadistica significativa
(Tablas 6.1 y A-2). SHC presentd mayor respuesta embriogénica
comparade con el medic SHE (Figura A-3); Sin embargo entre los
medios de expresidén no se vegistréd diferencia estadistica

significativa ton y sin praolina (Figura A-4). En la tercera fase

de expresién se presentaron estructuras globulares y pubescentes

en la mayaria de los genotipos en ambos medios de induccidn. En

esta fase el aspecto visual de los embricides fué mejor con
regpecto a colar y estructura en presencia de prolina. Alguncs
embrioides pubescentes y pocos glabulares diferenciarcon radicula

en ambos medicos de expresidén., Esta tendencia se abservéd en

mayor praporcidn en callos provenientes del medic de induccidn

SHB.

El analisis de varianza realizado reveldé que no existe

diferencia estadistica significativa entre 1los medios de

induccién, esto mismo se presentd para los medicos de expresidn
(Tablas 6.1 y €.2). SHC presento mayor respuesta embriocgénica
con respecta al medio SHE (Figura 6€.1) y numéricamente el mejor

medic ce expresidn se presentdé en ausencia de prolina



(Figura 6.2). Sin

es significativa

TABLA 6.2.

embargo, estadisticamente esta diferencia no

(Tabla 6.1).

Tabla de andlisis de varianza para la respuesta
embricgénica en la fase de expresién 3 en 1la
variedad "Atoyac".

FUENTE VARIACION 5.5. a.l. M3 F FoF)
PROVENIENCIA 15. 000 1 15.000 2.8 .054

EXFRESION 32.266 1 3.26 .B41 .3272
ERROR 217.466 a6 3.88

TOTAL (CORR.2

245.333 59
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El an&lisis de varianza realizado en la cuarta fase de

expresién, revelé que no existe diferencia estadistica

significativa entre 1los medios de induccién y expresién

(Tablas 6.1 y A-3). En las Figuras A~5 y A-E se presenta el
namero promedio de embricides que se diferenciaron en los dos

medios de induccidén (SHB y SHC), la cual revela gque no existe

diferencia estadistica significativa entre ambos medios.

Tendencia cimilar se cbservd entre los medics de expresidn

con y sin la suplementacién de prolina.
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VI.2. Variedad "Mesilla"

€n la primera fase de induccién se presentd formaciones de

tipo globular en los genctipos que estuvieron en el medio de

cultivo SHC. En 1la primera fase de expresidn el andlisis

de varianza muestra que existe diferencia significativa en los

medions de induccidn, no asi entre los medios de expresidn.

Esto puede abservarse en las Tablas E€.1 y A-4. Entre 1los
medios de induccidn SHRB presenta mayor respuesta
embr iogénica con respecto  al medio SHC  (Figure A-7). Entre

las madias de expresidén tanto en ausencia coms

en presencia de preolina no se presentan cdiferencia estadistices

significativa (Figura A-3). En el segunds intento ce induccién

de embr iones se presentaron estructuras globulares y

pubescentes en los genotipos en ambos medics de induccidn

(GHE  y SHO)Y. E algunos genotipos  las estructuras globulares

e Lo Taranar “Yrinides en los dos medios de induccién.

€En la segunda fase de expresiién de embriones se observé la
g P

transformacién de algunas estructuras pubescentes en raices las

cuales provenian de ambos medics de induccién SHR ¥y SHC.

Asi mismo, algumas estructuras globulares se transformaron a

embricides.
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El andlisis de varianza realizado en la segunda fase de
expresidn de embricides, reveld diferencias estadisticas
significativas entre lcs medios de induccién. Entre 1los medios
de expresién no se encontré diferencia estadistica (Tablas 6.1 y
A- 5). SHC presenté mayor respuesta embriogénica, que el medio
SHE <(Figura A-32). Sin embargc, entre los medios de expresidn
no existe diferencia estadistica significativa (Figura A-10).
En la tercera fase de expresién embriogénica élgunas estructuras
globulares y pubescentes se transformaron a embricides y otras
mas emitieron rai;es; esto en mayor proporcidén en los genctipos

provenientes del medio de induccidén SHB. Los resul tados del

an&lisis de varianza muentran la influencia estadistica
significativa del medic de induccién en la expresidén de los
embricides esto = observa en las tablas 6.1 y E&.2.

TABLA 6.3. Tabkla de andlisis de wvariarnza para la
respuesta embricgénica en lza fase de
expresidén 3 en la variedad "Mesilla".

FUENTE DE var:ial. Ss. g.l -ME F F{FD)
INDUCCION 138.016 1 138.0:€ 5.148 .027
EXPRESION 10.418 1 10.416 .389 .542
ERROR 1528.150 Sé& 2€.809

TOTAL (CORR.D 1676.583 S9

%]
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El premedio cel nimero de embrioides registrades en lus medios

de induccién embricgénica, rvrevelan que el medio SHC fué mejor

con respecto al medio SHB (Figura 6.3). Entre los medicos de

evpresién no se presentd diferencia estadistica significativa

(Figura 5.4).
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El aspecto visual de los embricides fué 1ligeramente mejor en

cuanto a estructura en el medio con prolina, ya que en
algunos emkbriones se observé un mayor tamafo.
El andlisis de varianza realizado en la cuarta fase de

expresidén, reveld que ne exicte diferencia estadistica

significativa entre los medios de induccién y expresién (Tablas

€.1 y A-6). En las Figuras A-11 y A-12 se presenta el namero

‘promedic de embricides que se diferenciaron en los dos medics de

induccidén (SHB y SHT), lo cual revela que no eriste diferencia

estadistica signifizativa entre ambos medics. Tendencia similar
4
se observé entre los medios de expresidén con y sin la

suplementacidon de prolina.

También se manifestd gran crecimienta de raices expresadas

en fases anteriocres. El aspecto de los embrioides fué de

adelgazamianto.

()
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VI.3 Variedad "Florida"

En la primera fase de induccién se presentaron formacicnes
de tipo globular en ambos medios de induccién (SHE y SHC). En
la primera fase de expresién se manifestaron ademds de estructuras
globulares, estructuras de tipo pubescentes principalmente de
gencotipas provenientes del medic SHC. El1 aspecto de los
embricides globulares se cbservéd vigoroso mientras que,

pubescentes fué delgado y alargados.
El andalisis de varianza realizado en la primera fase de

expresidn revel é que no existe diferencia estadistica

significativa entre los medics de induccién y expresién (Tablas

€.1 y A-7). En las Figuras A-13Z y A-14 se presenta el namerc

promedic de embricides que se diferenciaron en los dos medics de

induccién (SHB y SHLC)Y, 1o cual revela que noe existe diferencia

ectadistica significativa entre ambos medios. Tendencia csimilar

se observéd entre los medics de expresién con y sin la

suplementacién de prclina. En el segundc intente de induccién

de embricones se incrementarcon las estructuras globulares y

pubescentes principalmente en el medic de cultivae SHC. Algunas

estructuras glocbulares se diferenciaron a embricides en esta fase

en ambos medios de induccidén . En la segunda fase de expresién

algunas estructuras pubescentes manifestadas en la fase anterior,

ce diferenciaron en radiculzs, en el medio sin prelina.

az
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El andlisis de varianza realirado en la segunda fase de

expresidon reveld diferencia estadistica sigrnificativa entre 1las

medics de {nduccidén, no asi entre los medics de expresién (Tablas

€.1 y A-8). SHC present$ mayor respuesta embriogénica, que el

medio SHB (Figura A-1%). Sin embargo, entre los medios de
expresidén no existe diferencia estadistica significativa (Figura
A-16). En la tercera fase de expresidén se presentaron

estructuras globulares y pubescentes en la mayoria de genctipos

en ambecs medios de induccién. Algunas estructuras globulares se

Ciferenciaron a embricides mientras que algunas pubescentes se

diferenciarcn a radiculas, esta tendencia se cbservd en mayor

proporcitn en callos provenientes del medic de induccién SHE.

£1 andlisis de varianza relizado an la tercera fasz de

expresitén reveld la diferencia estacistica eignificativa entre

los mediss de induccidn, no asi entre lcos medics ca2 expresiin

rTaxles E.1 y &£.4). SHC presentd meycr respuesta embricgénica
respecte al medio SKB (Figura 6.5). Sin embarge, entre los

medios de expresiin no existe c¢iferencia estadistica

significativa (Figura 6.56).

e
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TARLA £€.4. Tabla de andlisis de varianca para la
) respuesta embricgénica en la fase de
en la variedad "Fleorida®.

expresidn

o
-

FUENTE VARIAC. SS 9.1 MS F F(F)
FROVENIENCIA 48. 60 1 48.60 4.33 .04
EXFRESION Z.40 1 Z.40 .214 €S

ERFOR €£38.72 57 1:.20
TOTAL (CORR.)> £38B.73 352

35



X A CeArCY: oY

3 ey

! . : : : : ]

2.5F. - ]

X o ) 1

Nimer hshoo ]
promedio de

embricides 1 : : : : ]

&5:“.€ .......... o L i

o o
o,'s.'.:.u..;_i.._;g “LLLLL_I.J.LLM.{_LU.LI.

SHE SHC
%+ Nivel del factor induccidn

FISURA E.5. Intervalaes de diferencia minima
significativa para el factar inducoidn
en la fase 2 en la variedad "Fluwrida”.

2.4 prrrrprrer eI e

U SUUP NS SO
2, : T : : ]
1.6¢
Namer o LZ

promedis de
embr icides

0.8

(LI} ST R Pl LN g”.j
[ - M : :
r ~L. i

oL LLAj_xu'xlnuniLLuiuullnux

SHD SHDF
** Nivel del factor expresisn
FIGURA E.E. Intervalaos de diferencia minima
significativa para el factor expresidn
en la fase 3 en la var iedad "Florida®.

* Medio de cultive SHB y SHC (ver Tabla S.1)
** Medio de cultiwvs SHD Yy SHDP (Tabla S.1)

36



Las vraices expresadas anteriormente continuaron

decarrclland=se en la cuarta fase de expresidén,

El analisis de varianza realizado en la cuarta fase de

expresidn, reveld que no existe diferencia estadistica

significativa ertre los medios de induccidn y expresidin (Tablas

€.1 y A-9). En lsas Figuras A-17 y A-138 se precenta el ndmerc

promedic de embricides que se diferernciaron en lzs dos medics de

induccidén (SHE y SHCYY, 1o cuel revels gue no sxiste diferencia
sigrifizativa enire ambos medics. Tendencia similar

se ocbservé entre los medics de expresid4n zon y sin suplementacidn

de prolina.

B e My e e




V1.4 Linea experimental "7-5-92"

En la primera fase de induccién de embriones, 1los callos

presentarcon formaciones globosas dGnicamente en el medio de

induccién SHB. En la primera fase de expresién se manifestaron

formaciones globularess y pubescentes en ambxs medics de

induccidén (SHE y SHC).

El andlisis de varianca realizado en la primera fase de

expresidén reveld que existe diferencia estadistica significativa

entre 1las medios de induccién y expresisn (Tablas E.1 y A-10>.

Entre los medics de induccidén  SHE presentd mayor respuesta

embr ingénica con respecto al medic SHC (Figura A-13). Entre 1los

medios de expresién SHD presentd maydr respuecsta embricgénica con

respecto al medic SHDP (Figura A-20). En la scegunda fase de

induccidn, se incremertaron las estructuras cgiacbulares y
pubescentes en mayar proporcidén  en el medio SHC. Algunas

estru-zturas globulares se diferenciaron a embricides en esta fase.

El andlisis de varianza realizado en la segunda fase de
expresidn de embriones, revelé que nNo existe diferencia
estadistica entre los medios de induccién y expresién (Tablas €.1

y A-11). En las Figuras A-21 y A-22 se presenta el nimero
promed:io de embr icides qde ce diferenciaron en lcs dos medics de

induccidén (SHB y SHO), 1o cual revela que no
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existe diferencia estadistica significativa entre ambos mediocs.
Tendencia similar se cbservé entre los medics de expresidn con Yy
sin la suplementacidén de prolina.

El andlisis de varianza realizads en la tercera fase de
expresidn de embricnes reveld la diferencia estadistica
significativa entre 1los medios de induccidn, no asi entre los

medics de expresién (Tablas E.1 y E.5).

TNRRLA €.5.~ Tabla de andlisis de varianza de respuesta

embr icgénica en la fase de expresidn 3
en 1la linea experimental "7-5-92".
FUENTE VARIAC. S5 g.i MS F P(F)
INDUCCION 107.330 1 103.330 E£.665 .012
EXPRESION 2.750 1 3.750 229 .633
INTERACCION 3.750 1 3.750 L2239 .BZ9
INDUCC. X EXFRES. 2.750 1 3.750 229,633
ERROFR 91E.800 S€ 1€.407
TOTAL (CORR.) 1035.650 29

El promedio del namerc de embricides registrades en los medios de
induccidn embriogénica, revelan que el medic SHC fugd mejor con
respecto al medic SHB (Figura 6.7). Entre los medios de expresidén
no se pre;entﬁ diferencia estadistica significativa (Figura 6.8).
En esta fase el aspe;to visual fué ligeramente mejor en cuantoe a

estructura en el medio con preolina, ya que en algunos embricides

se observé mayor tamafo y grosor.
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El analisis de varianza realizado en la cuarta fase de expresién,
reveléd que no existe diferencia estadistica significativa entre
los medicos de induccién y expresién (Tablas 6.1 y A-12). El
namero  promedio de embricides que se diferenciaron en los
medios de induccién SHB y SHC, revelé gue noc existe diferencia
estadistica significativa entre ambos medice (Figura A-23).
Tendencia similar se observéd entre los medios de expresidn con  y
cin la suplementacidén de prolina (Figura A-2Z4). En esta fase los

embricides murieron.



VII. DISCUSION

Un factor importante para el inicic de cultivos celulares es
la seleccidn de la fuente de evplante (Ammiratec, 198%).
Saunders et al. (1%75) y Meijer y Brown (1%85), mencicnan que el

hipocotila es una buena fuente de explante para el inicic de

cultives celulares en alfalfa, lo cual concuerda con los
resultaedcs obtenidos en este trabajo. Aei micme, el medic de
cultive Shenck e MHildebrant c¢on adicidn de piclaram y

benziladenina es Sptime para produccidn de calleos de al falfa, 1o
cual ceincide ¢con los resultades obtenidas por Phillips 19e3),
Quieri utiliczé este medic de cultive para la formacicn de callco.
La respuesta mids favorable para inducir embricnes scmatices
“turre ern un medic de cultive con concentracidn baja de  auxinas,
Sin embarqge, esta no concuerda con 1o encontrado para alfalfa
por Saunders (1975): Walker et al. (1978); Walker et al. (1579);
Fhillips, (19B3); Meijer y Brown (1%8%) y FRodriguez -~Garay vy
Rubluo (19%2), Estos autores encontraron que la fase de induccién
generalmente se obtiene cuandoe se adicicnan al medic
concentracisnes relativamente 2altas de auxiras. FEste puede
atribuirse al hecho de la presencia de una maycr sensibilidad
fisiclégica del tejide a ser inducide, lo cusl puede atribuirse a
que los niveles endlégencs en lcs tejidos de al fal fa empleados son

altas,
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Generalmente la expresidn de embricnes samaticos courve en
medias basales libres de reguladores de crecimiento (Walker et
al. (19791; Walker y Satc (1981); Ammivatce (13B3); Phillips
19837; Stuart y Strickland (13B4a); Skokut et al. (1988); Fujiij;
et al. (1989); Kamada, et al. (1989%) y Rodriguez~ Garay y Rubluo
199232, Esto coincide cen los resultados aobtenidas en  este
trabajc. La expresidn de embricides somaticos dependid del
tratamientes de induccidn y &1 haber efecto acumulative en  las
fases de expresi&n ne se presentd diferencia significativa en el
medic de expresién. Los embricides expresados alcanzaron los
ectadics de desarrcllao temprancs en foy ma alobular N
pubescentes, aunque la respuesta cbtenida es variable y presenta
un  efecta genctipico impartante, la cual fué evidente por los
resultados cbtenidos en las diferentes especies de Medicago.

La adicidn de L-pralina &l medic de evpresidn sip
reguladores de crecimients no estimuld la embricgénesis somatica
en las variedades "Atoyac”, "Mesilla”, "Fleorida” y la linea
experimental "7-5~3Z" como se  reportd para la linea RA-2 (Stuart
y Strickland (1984b) y Skokut et al. (198%S)), en la cual este
amincécido estimuld un 40 % el numeroc de embricnes somdticos.
Esto puede explicarse & que se utilizé un genotipo con alto
potencial o sensibilidad embriocgénica y regenerante para su
estudic . Otros genctipics altamente embricgénicos y regenerantes

son "Falcata” y "RA-RX4". En los genotipos utiliradeos en  este
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trabajo no se repartan estudics previas utilizando amincdcidos
para incrementar el ndmers de embricnes somdticas ademas
generalmente existe variacidén entre y dentro de las variedades
(Meijer y Brown, 13830,

La embricgénesis samatica depende también del genctipo de
alfalfa y de la fuente de nitragenc (Skokut et al. 19832, a su

ver el amincdcido L- pralina es altamente dependiente de amonino

para la respuesta embricgénica; esto puede atribuirse a la /
regspuesta  sinergista gque se presenta cuands amboas se  cambinan
tStuart vy Strickland, 1384b)., En este estudia la caoncentracidn

del i4én amznio fue mencr al que se empled en este trabajo, 1o

zual puede ayudar, en parte a explicar los resultados abtenidaos.

La wcalidad estructural de los embricides se incrementa  caon
adicidén de L-praolina en la variedad "Mesilla" y la linea
evperimental "7-5-32"; sin embargz, el tamafa y canversidn a
platulas no se incrementa con L-prolina. En las trabajos

vreportados para alfalfa por Stuart y  Strickland (1984a), se
encontrd que la adicidn de L-prolina y atros Amincdcidos bdsicaos (
(glutamina y arginina’) y &alanina, incrementan el efecta
embricgénico, La muerte de la mayoria de los genctipas en las
iltimas fases del experimento, puede atribuirse al tiempo de

exposicidn a L-prolina, o bien a la cantidad de carbdn utilizada.
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VIII. CONCLUSIONES

El medic de proveniencia influye en 1la respuesta

embr icgénica

El a.a L-pralina no incrementa la embricgénesis en las

variedades "Atoyac”, "Florida", "Mesilla" y la lines
experimental "7-8-32",
L& embricgénesis depende del antecesor gengético  del

material bicldgico.

La sensibilidad fisioldégica del tejide es importante

para la respuesta embriocgénica.
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TABLA A-14 Tabla de andlisis de varianza de respuesta
embr icgénica en la (ase de expresidén 1 en
la variedad "Atoyac".

FUENTE DE VARIACION S.S g.1 MS F P(F)
INDUZCION 36.816 1 36.81& 4,438 .439
EXFRESION Zz.Ble 1 2Z.Ble 2.751 .10Z
INTERACCION Z.016 1 Z.016 .243 .629
INDUCC. X EXPRES. Z.016 1 2.016 .243 .6eZ9
ERFOR 464.333 56 B8.%235

TOTAL 526.183 59
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TAELA A-Z. Tabla de andlisis de varianza de la respuesta

embricsgdénica en

variedad "Atoyac

la fase de expresidin 2 en

la

FUENTE DE VARIACION 8.5 g.l MS F P(F)
INDUCCION 6.666 1 C.666 5.957 L0017
EXFRESION . 000 1 L 000 . Q00 1.000
INTERAZIZION . OO0 1 . Q00 . OO0 1,000
INDUCC, EXFRES. L 000 1 L 000 . 000 1.0Q00
ERROR 6Z.666 S6 1.113

TOTAL C(CORFE.?» £3.323 T3

TAELA A-32. Tabla de andlisis de varianza en la respuesta
la fase de expresidin 4 an
la variedad "Atoyac".

embricgénica en

FUENTE DE VARIACION 8.5 g.l MS F P(F)
INDUCTION . DEG 1 .066 .0S3 -a1
EXFRESION . 266 1 266 236 .654
INTERACCION S.400 | S.400 4,785 032
INDUZC. X EXFRES. S.400 1 5,400 4.78% 032
ERROR £3.200 56 1.128

TOTAL (CORR.) 68.332 53
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\ TABLA A-4. Tabla de andlisis de varianza de respuesta
\ embricgénica en la fase de expresidin | en la
var iedad "Mesilla".

‘ FUENTE DE VARIACION S.85 g.1 MS F P (F)
| INDUZCTION 25.266 1 35.266 6.213 ,0032
| EXFRESION 3.699 1 2.659 2.660 108
INTERACCION 15.000 1 15. 000 4.1586 ,046
INDUZZ. X EXFRES. 15.000 1 15. 000 4,136 L046
ERFOR 202,133 S6 3.609
( TOTAL ¢ CORR. 2 ZEZ. 000 53
TARLA A-5, fabla de analisis de varianza de respuesta
embriogénica en la fase de expresidn = en la

variedad “"Mesilla™,

FUENTE DE VARIACION 5.5 g.l1 MS
IMNDUZCTION 31. 266 1 31, 2GE
EXFRESTION 3. 266 1 3. 266
INTERACCION 2. ZE6 1 2. 266
INDUCC, X EXFRES. 3. ZE8 1 3.266
ERFROR Y04, 06 G7 14,106
\ TOTAL ¢ CORR. 7 398.E00 T3
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TABLA A-6+ Tabla de analisis de varianza de respuesta
embrixgénica en la fase de expresiin 4 en la
variedad "Mesilla".

FUENTE DE VARIACION S.5 g.l MS F P (F)
INDUCCION 28,400 1 38. 400 Z.111 151
EXFRESION 2,266 1 3. ZEE . 180 .677
INTERACTION 4,266 1 4. 266 23 837
INDUD:. X EXFRES. 4.266 1 4. 266 £23 . 637
ERFROF: 1032, 400 6 18.435
TOTAL ¢ CORR. 1078.667 53
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TABLA A-7. Tabla de andlisis de varianza de la
respuesta embriocgénica en la fase de
eyxpresién 1 en la variedad "Florida".

FUENTE DE VARIACION 5.5 g.l. MS F P
INDUCCION ' 2.016 1 2.016 3.322 .073
EXPRESION . 150 1 . 150 .247 .626
INTERACCIDN .016 1 016 027  .B70
INDUCC. X EXPRES. .Qle 1 .016 .027 .870
ERROR ' 24.000 1) .607

TOTAL (CORR.) 36.183 S9

TABLA A-B. Tabla de &n&alisis de varianza de la
respuesta embricogénica en la fase de
expresién 2 en la variedad “Florida®.

FUENTE DE VARIACION §.S5 g.l MS F PCF)
INDUCCION 68.266 1 68.266 8.871 .004
EXFRESION 4.266 1 4.266 .554 467
INTERACCION : 4.266 1 4.266 .554 .467
INDUCZ. X EXPRES. 4,266 1 4.266 .554 .467
ERROR . 430.3933 36 7.695

TOTAL (CORR.) S07.733 59
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TABLA A-9. l1abla de

andlisis

de varianza de

la

respuesta embr izgénica en la fase

de expyasidén 4 en la var iedad

“Flaorida™,
FUENTE DE VARIACION S.S g.1 MS F ‘P(F)
INDUCIZION 12.086 1 3.066 3.638 .0593
EXFRESICN i.666 1 1.666 .472 .S0Z
INTERACCION 2,900 1 2,400 L,673 422
INDUCC., X EXFRES. Z.400 1 2.400 673 422
EFFROR 137.866 56 3.332

215.000 53

!IPTAL (CARRF. )
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TRBLA A~10. Tabla de anAdlisis de varianza de

respuest a

embricgénica en la fase de exprecsiin 1 en

la linea ewperimental "7-8-327,
FUENTE DE VARIACION S.S g.1 MS F . P (F2
INDUICN 86. 400 1 55,400 7,274 L QDY
=XFRESION 123,266 1 122.266 10.377 L QG2
INTEFRACCION 123,266 1 123,266 10.377 . 003
IMDUCC. x EXFRES. 123.26¢C 1 12Z.286 10.377 L0072
EREOR &£77.066 S7 11.878
TOTAL (IQRF. 836.722 3

| e |
TRRLA A-11. Tabla de arnilisis de varianze de respuesta

embricgénica en la fase ds2 s2xpresidn I en

la linea e-perimental "7-5-3Z7.
FUENTE DE VARIACION S.S g.1 MS F P (F) ;
INDUCT 10N 34.016 1 €1.016 2.237 .077 |
EXFRESION 2,016 1 2.016 .078  .784
INTERACZCION 30.816 1 za.816  1.187 . 200
INDUCC. X EXFRES 30.81¢ 1 30,816 1,187 . 280
ERROR 1453.333 S6 £5.9332
TOTAL (CORR.) 1570.183 53
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TABLA A-12, Tabla de analisis de varianza de respuesta
embricgéniza en la fase de expresiin 4 en
la linea experimental “7-5-3z".

FUENTE DE VARIACION 8.8 9.1 MS F P (F)
INDUZCION . 150 1 . 150 L0579 .811

EXFRESION Z.016 1 Z.016 .798 .305Z2
INTERACCION B.816 1 8.81& 3.487 .07

INDUZC., X EXFRES. 8.81¢ 1 8.816 32.487 .07

ERROR 241,600 e 2.952B

TOTAL (COFRF.? 152.583 oY
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