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Resumen

Las semillas de los cultivares de alfalfa son morfolégicamente similares, por ello, el ana-
lisis de proteinas en semillas y plantulas podria resultar adecuado para diferenciar los
cultivares. El objetivo de este trabajo fue caracterizar cultivares de alfalfa, provenientes
de dos cosechas, a nivel de proteinas de las semillas a través de SDS PAGE y A PAGE, y
en estado de protrusion y cotiledonar por el analisis de la isoenzima Alcohol Deshidroge-
nasa (ADH). El tamano muestral adecuado para electroforesis fue de 0,5g de semillas en
5,00ml de buffer de extracciony el volumen de siembra apropiado fue de 10ul. En ambos
métodos, SDS PAGE y A PAGE, se logro el fraccionamiento proteico, aunque no fue posible
la diferenciacion entre cultivares; las escasas diferencias halladas no fueron repetibles
en muestras de diferentes afos de cosecha. El sistema ADH manifest6 diferencias entre
cultivares, lograndose mayor diferenciacion en el estado de protrusion.
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Identification of Medicago sativa L. cultivars by its biochemical
characteristics in seeds and seedlings

Abstract

Since alfalfa cultivar seeds are morphologically similar, seed and seedling protein analy-
sis would be adequate to differentiate both cultivars. The purpose of this study was to
characterize alfalfa cultivars from two different harvests according to seed protein level
determined through SDS PAGE and A PAGE, and in protrusion and cotyledonar state
through dehidrogenase alcohol isoenzyme. The adequate sample size for electrophoresis
was 0.5g of seeds in 5.00ml of extraction buffer and the appropriate sowing volume was
10ul. In both SDS PAGE and A PAGE methods, protein fractioning was carried out though
it was not possible to differentiate among cultivars; the slight differences found were not
repeated in samples from different harvest years. The ADH system showed differences
among cultivars getting a higher differentiation at the protrusion state.

Keywords: botany, alfalfa, electrophoresis, proteins, isoenzymes

Identificacao de cultivares de Medicago sativa L. por caracteres
bioquimicos em sementes e plantulas

Resumo

As sementes dos cultivares de alfafa sdo morfologicamente similares, por isso, a anali-
se de proteinas em sementes e plantula poderia resultar adequada para diferencgar os
cultivares. O objetivo deste trabalho foi caracterizar cultivares de alfafa, provindas de
duas colheitas, a nivel de proteinas das sementes através de SDS PAGE e A PAGE, e em
estado de protrusao e cotiledonar pela anélise da isoenzima Alcool Deshidrogenada. O
tamanho de amostra adequado para electroforese foi de 0,5g de sementes em 5,00m|
de buffer de extracdo e o volume de semeadura apropriado foi de 10ul. Em ambos
os métodos, SDS PAGE e A PAGE, logrou-se o fracionamento proteico, porém nao foi
possivel a diferenciagao entre cultivares; as escassas diferengas achadas nao foram
repetiveis em amostras de diferentes anos de colheita. O sistema ADH manifestou
diferencas entre cultivares, logrando-se maior diferenciacao no estado de protrusao.
Palavras chave: botanica, alfafa, eletroforese, proteinas, isoenzimas
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I. Introduccion

La caracterizacion de cultivares de alfalfa, solicitada por el Registro
Nacional de Cultivares de Argentina, actualmente se limita a la reaccion
a plagas y enfermedades. Estos caracteres resultan poco Utiles para
identificar rapidamente el lote a nivel de semillas. Algunas asociaciones
como International Seed Testing Association (ISTA) y Association of Offi-
cial Seed Analysts (AOSA), dedicadas a evaluar la calidad de semillas a
través de diferentes analisis, entre ellos, el de verificacion de la identi-
dad de la semilla, han desarrollado técnicas apropiadas para identificar
los cultivares directamente sobre las semillas en diversas especies. Si
bien estos caracteres bioquimicos no estan requeridos como obligatorios
para la inscripcion de un nuevo cultivar, existen numerosos trabajos en
los que se expresan resultados exitosos, ya sea con proteinas de las
semillas e isoenzimas de plantulas y plantas [1] [2] [3] [4] [5] [6] [7]
para cultivares de trigo, como en arroz [7] [8], [9], en raigras [10] [11]
[12] [13] [14] y en avena [15].

Estudios isoenzimaticos por electroforesis en geles de almiddn, evaluan-
do los sistemas peroxidasa (Perox.), esterasa (Est.), leucine amino peptidasa
(LAP) y alcohol dehidrogenasa (ADH) se mencionan para alfalfa, en semillas,
raices y hojas [4]. También se citan como métodos Utiles para la identifi-
cacion de cultivares a la electroforesis de las proteinas seminales en gel
de poliacrilamida (PAGE) [16], pero sin mayores especificaciones sobre el
tamano muestral, y el de electroforesis de isoenzimas de semilla, raiz y hojas
en geles de almidon. Variedades comerciales de alfalfa, en otros paises se
diferenciaron mediante la utilizacion de las isoenzimas fosfoglucomutasa
(PGM) e isocitrato deshidrogenasa (IDH) [17]. También se mencionan resul-
tados de identificacion en alfalfa y otras leguminosas en [18] y [19].

Estos antecedentes nos indicarian la factibilidad de la identificacion
de cultivares de alfalfa por caracteres bioquimicos. Dichos caracteres
tienen ventajas sobre otros (morfolégicos y agrondmicos) ya que son
precisos, rapidos, estables y de bajo costo; no obstante, debe afirmarse
la estabilidad del resultado en diferentes cosechas y ambientes.

El objetivo del trabajo fue caracterizar cultivares de Medicago sativa L.
por electroforesis de sus proteinas seminales y por el sistema isoenzima-
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tico ADH, para diferenciar los genotipos de alfalfa. El trabajo se llevé a
cabo en el Laboratorio de Identificacion, Caracterizacion, Verificacion de
Especies Vegetales y Cultivares de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad Nacional de Entre Rios.

Il. Metodologia

I.1. Material vegetal

Se utilizaron semillas de Medicago sativa (alfalfa) de 11 cultivares
inscriptos en el Registro Nacional de Cultivares del Instituto Nacional
de Semillas: Sirivier, 5909 T, Baralfa 85, Baralfa 9242, P 30, Monarca
ISP, Barbara ISP, Victoria ISP; Dual; 5808 E; 5606 T. Las muestras de
semillas provenientes de dos cosechas (450g) fueron provistas por los
criaderos obtentores de los cultivares estudiados.

11.2. Analisis de proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida (ss pace)
11.2.1. Extraccion de proteinas seminales

Se us6 una solucion de buffer de extraccion concentrado (Tris CIH pH
6,8, glicerol, SDS y azul de bromofenol), mercaptoetanol y agua, en
relacion 17:3:10 [20].

Las semillas se molieron en mortero de porcelana y posteriormente
se colocaron en tubos de ensayo a los que se anadio la solucion de
extraccién. Se agitaron en vortex y se dejaron reposar durante una
hora a temperatura ambiente. La extraccion se completdé colocando
los tubos en bafno Maria durante diez minutos en agua hirviendo. Una
vez alcanzada la temperatura ambiente, se centrifugaron a 9000 rpm
durante 10 minutos y el sobrenadante fue usado en forma inmediata
0 se guardé en heladera a 4°C durante un lapso de tiempo no superior
a las 48 horas.

11.2.2. Electroforesis

El método sodium dodecyl sulphate -electroforesis en gel de polia-
crilamida (SDS PAGE) se llev6é a cabo en un equipo vertical Bio Rad
Protean I, con geles discontinuos de poliacrilamida (gel superior: 5%
T, 1,75% C; pH 6,8; gel inferior: 13 % T; 1,3% C; pH 8,8) y buffer de
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cubas conteniendo 3g de Tris HCI; 14,1g de glicina y 1g de SDS por litro
de solucion. La misma se efectudé con una intensidad de 60 mA en un
periodo de 4 a 5 horas.

La fijaciéon de las proteinas se realizé con una solucion acuosa de
etanol (40% v/v) y acido acético glacial (10% v/v), durante una hora.
Luego se lavaron los geles y se procedi6 a la tincién con acido acético
al 15% v/v, solucién acuosa y PAGE blue al 1% p/v en metanol durante
24 - 48 horas (200ml solucion de acido acético: 10ml de solucién de
PAGE Blue por gel). Posteriormente se lavaron con agua destilada, se
secaron, digitalizaron en computadora y guardaron en heladera para
su evaluacion.

11.2.3. Evaluacion del peso de la muestra de siembra para identificar

los cultivares

Se evaluaron 4 cultivares con 15 repeticiones de cada muestra de
diferente peso por cultivar. Fueron 12 las variantes ensayadas, conside-
rando los diferentes pesos de semillas molidas, los mililitros de buffer
de extraccion utilizado y los volimenes de muestra de siembra en el
gel, para la corrida electroforética (Tabla 1).

TABLA 1. Variantes de muestras ensayadas para la electroforesis de proteinas
seminales

Pesos de semillas analizados (g) | 0,50 0,20 | 0,10 | 0,060 | 0,040 | 0,020 | 0,010

Buffer de extraccion (ml) 5,00 2,50 | 1,50 | 1,50 1,00 0,50 0,25

Volumen de siembra (ul) 10; 20 15 15; 20

11.2.4. Caracterizacion e identificacion de los cultivares

La caracterizacion se realiz6 sobre 60 muestras de trabajo para los once
cultivares. Para la comparacion de los perfiles proteicos se sembraron
en un mismo gel todos los cultivares, repitiendo el analisis tres veces.
A fin de calibrar los geles, se sembré la calle media de cada uno con
proteinas marcadoras de pesos moleculares conocidos: fosforilasa b - 97
kDa, albumina - 66 kD, ovoalbumina - 45 kD, anhidrasa carbonica - 30
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kD, inhibidor de tripsina - 20,1 kD y o- lactoalbdmina - 14,4 kD (Calibra-
tion Kit LMW for Electrophoresis, de Amersham Biosciences).

A partir de la mejor repeticion obtenida de los geles de comparacion
de los once cultivares, se registraron el ndmero y posicion de las ban-
das y el electroforegrama proteico tipico de cada cultivar. Se construyé
una matriz de datos, asignando el valor 1 a las bandas presentes y el
0 a las ausentes. Tales datos se procesaron con software Infostat [21]
mediante analisis de asociacién con el método de encadenamiento
promedio. El coeficiente de disimilitud entre cultivares se calcul6é de
acuerdo a Jaccard [22] evaluando las distancias segun (1-j).

I1.3. Anadlisis de proteinas seminales por electroforesis en gel de poliacri-
lamida (A PAGE)

11.3.1. Extraccion de proteinas

Se realiz6 la molienda de 0,5g de semilla por muestra en mortero de
porcelana. La harina se trasvaso a tubos Eppendorf a los que se les
agregod 5,0ml de la solucion de extraccion (verde de metilo (0,05% w/v)
en 2 Cloro etanol (25% v/v). Las muestras se agitaron en un Vortex y se
dejaron en reposo toda la noche a temperatura ambiente; luego se las
agité nuevamente y se centrifugaron por 10 minutos a 8000 rpm.

11.3.2. Electroforesis
La electroforesis se llevd a cabo en un equipo vertical Bio Rad Protean
II, utilizdndose una concentracion del gel de 13% T [*%T= (g acrilamida
+ g bisacrilamida) / Vol. total gel x 100)] y 3% C [%C= g bisacrilamida /
(g acrilamida + g bisacrilamida) x 100]. Se sembraron 25ul por calle, del
sobrenadante de la muestra de extraccion. La electroforesis se realiz6
con una intensidad de corriente de 1,0 - 1,2mA/cm (largo del gel). En
la cuba se colocaron dos geles por corrida, lo que signific6 40mA y un
voltaje aproximado de 800 voltios. El tiempo de corrida para dos geles
con 15 muestras cada uno fue de aproximadamente una hora (tiempo
de salida del verde de metilo). La temperatura durante la corrida se
mantuvo entre 15y 20°C.

La fijacion y tincién se realizaron por 48 horas en una solucién acuosa
de 1g de Coomassie Blue G250 en 100ml de etanol (40 cc) y 100ml de
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acido acético en 1 litro de agua destilada (160cc). Luego se lavaron los
geles con agua destilada, se secaron y guardaron en heladera entre ho-
jas de papel celofan cerradas, para su posterior lectura y evaluacion.

11.3.3. Caracterizacion e identificacion

La comparacién de los perfiles proteicos se realiz6 sembrando en un
mismo gel todos los cultivares. Se registraron el nimero y posicién de
las bandas y el electroforegrama proteico tipico de cada cultivar. Se
construyd una matriz de datos, asignando el valor 1 a las bandas pre-
sentes y el O a las ausentes y se procesaron con el software Infostat
[21] mediante analisis de asociacion con el método de encadenamiento
promedio. El coeficiente de disimilitud entre cultivares se calculd eva-
luando las distancias segin (1) [22].

Il.4. Analisis de isoenzimas en las plantulas. Primera y segunda cosecha
Para el andlisis de las isoenzimas vegetales se probé el sistema enzi-
matico alcohol deshidrogenasa (ADH) en los cultivares de alfalfa de 2
anos de cosecha.

La caracterizacion genética se realiz6 mediante la técnica de elec-
troforesis sobre geles de acrilamida [23]. Se llevd a cabo utilizando
semillas en protrusion de 24 a 36 horas de realizada la siembra y en
los cotiledones en el estado plantula de 5 dias de edad. Las semillas se
sembraron sobre papel y se colocaron 4 dias en estufa (20 °C); luego
se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su evaluacion.

1.4.1. Extraccion de las enzimas

La extraccion de enzimas se realizé6 segln el protocolo descripto en
AOSA (1991). Para obtener los homogenatos, cada porcion de cotiledon/
semilla se colocd por separado en tubos de vidrios a los cuales se les
agregaron 50 ul de solucién de extraccion (1,67 g de sucrosa; 0,83 g
de ascorbato sédico, agua destilada hasta 10 ml y azul de bromofenol
como indicador de corrida), y se maceraron con una varilla de vidrio.
Luego se centrifugaron a 9000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante
fue utilizado para la siembra. Los extractos fueron conservados a menos
de 4°C hasta el momento de la corrida electroforética.
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1.4.2. Electroforesis

Se sembraron 15 muestras de 30/40ul de extracto por gel (Imm de
grosor y 20cm de largo), en geles de acrilamida, utilizando una cuba
electroforética vertical Protean Il XI Cell (Bio-Rad). La electroforesis se
realiz6 con una intensidad de 35mA y una temperatura de 10°C durante
aproximadamente 5 horas.

El revelado de los sistemas isoenzimaticos se efectud segiin AOSA
[23]. En ADH se realizé incubando el gel en 200ml de solucién de tincion
(10,5ml de etanol al 95%; 0,0075g de PMS (phenazine methosulfate);
0,0267g NBT (nitro blue tetrazolium) y 0,045g de NAD (b-nicotinamide
adenine dinucleotide), disuelto en 150ml de Na,HPO, (0,05 M, pH 7),
por 1 hora en oscuridad, a 22°C).

Después de la tincién, los geles se lavaron varias veces con agua, se
secaron, escanearon y se evaluaron los zimogramas obtenidos.

lll. Resultados y discusion

lll.1. Analisis de proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS PAGE)

lll.1.1. Evaluacion del peso muestral de siembra para identificar los
cultivares

Se hallé uniformidad de los componentes proteicos en los distintos
pesos de muestras de trabajo estudiados para los cuatro cultivares
ensayados. Como ejemplo, en la Figura 1 se presentan los perfiles pro-
teicos del cultivar P30 (5) obtenidos por la electroforesis de 10, 20, 40
y 60mg de peso y 0,15y de volumen de siembra. En éste, similar a los
otros tres cultivares, no se evidenciaron diferencias entre los electrofo-
regramas provenientes de diferentes pesos de muestras de semillas.
Sin embargo, los menores pesos de muestra para la extraccion proteica
manifestaron menor nimero de componentes proteicos, optandose por
definir para la identificacion de los cultivares un peso de muestra de
0,5g en 5,00ml de buffer de extraccion. Considerando la nitidez de las
bandas presentes, el volumen de siembra seleccionado fue de 10ul. De
esta forma, con dicho peso muestral y volumen de siembra, se evaluaron
los 11 cultivares por electroforesis basica y acida.
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FIGURA 1. Electroforegrama de proteinas seminales de semillas de Medicago
sativa cv. P30 determinado por SDS PAGE
PESO DE SEMILLAS: 60 mg (1y 2); 40 mg (3, 4y 5); 20 mg (7, 8, 9y 10); 10 mg (11, 12, 14 y 15).

PROTEINAS MARCADORAS: Fosforilasa b - 97 kDa; Albumina - 66 kDa; Ovoalblimina - 45 kDa; Anhidrasa
carbonica - 30 kDa; Inhibidor de tripsina - 20,1 kDa y o- lactoalbimina - 14,4 kDa (calles 6 y 13).

FIGURA 2. Electroforegrama de proteinas seminales totales de 11 cultivares de
Medicago sativa determinados por SDS PAGE

CULTIVAR: (1) Sirivier; (2) 5909 T, (3) Baralfa 85; 4) Baralfa 9242; 5) P30; 6) Monarca ISP; 7)
Béarbara ISP; 8) Victoria ISP; 9) Dual; 10) 5808 E; 11) 5606 T. PROTEINAS MARCADORAS: Fosforilasa

b - 97 kDa; Alblmina - 66 kDa; Ovoalblimina - 45 kDa; Anhidrasa carbénica - 30 kDa; Inhibidor
de tripsina - 20,1 kDa y o- lactoalbimina - 14,4 kDa.
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FIGURA 3. Dendrograma de 11 cultivares de Medicago sativa obtenido por encade-
namiento promedio

CULTIVARES: (1) Sirivier; (2) 5909 T; (3) Baralfa 85; (4) Baralfa 9242; (5) P 30; (6) Monarca ISP;
(7) Barbara ISP; (8) Victoria ISP; (9) Dual; (10) 5808 E; (11) 5606 T. Correlacion cofenética
(ccc: 0,776).

Analizando los electroforegramas en los once cultivares, se detecté un
total de 55 componentes proteicos diferentes, de los cuales 24, segln
Su presencia 0 ausencia, contribuyeron a manifestar diferencias entre
algunos de ellos (Figura 2). Tres cultivares (5909 T, Baralfa 9242 y P30)
presentaron un Unico patron de bandas.

El dendrograma obtenido por el encadenamiento promedio con un
coeficiente de correlacion cofenética (ccc) de 0,776 mostré un valor de
disimilitud maximo de 0,25, evidenciando pocas bandas discriminantes
entre cultivares (Figura 3).

Los resultados finales logrados -con un peso muestral de 0,5g en
5,00ml de buffer de extraccion y un volumen de siembra de 10ul- ex-
presaron uniformidad entre los cultivares de un mismo ano de cosecha
y entre los de cosechas diferentes evaluados por electroforesis SDS
PAGE, demostrando un alto grado de uniformidad en los componentes
proteicos. Los perfiles electroforéticos permitieron visualizar 57 compo-
nentes (Figura 4).
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Si bien se establecié el tamano de muestra de siembra conveniente
en los analisis por SDS PAGE, los electroforegramas hallados no permi-
tieron la diferenciacién entre cultivares.

314005 06 17 1R 1% 20 21 21 22 12

Figura 4. Electroforegrama de proteinas seminales totales de 11 cultivares de
Medicago sativa determinados por SDS PAGE. (a) Primera cosecha (1-11); (b)

Segunda cosecha (12-22)

CULTIVARES: (1; 12) Sirivier; (2; 13 ) 5909 T; (3; 14) Baralfa 85; (4; 15) Baralfa 9242; (5; 16) P
30; (6; 17) Monarca ISP; (7; 18) Barbara ISP; (8; 19) Victoria ISP; (9; 20) Dual; (10; 21) 5808 E;
(11; 22) 5606 T.

11.1.2. Analisis de proteinas seminales por electroforesis en gel de
poliacrilamida (A PAGE)

La observacion de los geles correspondientes a las dos cosechas de
alfalfa (Figura 5), muestra escasas diferencias entre cultivares y anos.
El cultivar Victoria ISP (8 y 19) expresa diferencias en ambos anos,
aunque la diferencia no es en la misma banda en cada ano y es en
una sola banda, ya sea presente o ausente. Se observan numerosos
componentes proteicos similares en los cultivares, no evidenciando el
mismo comportamiento en las semillas en la subsiguiente cosecha, con
lo cual no resulté un método exitoso para diferenciar cultivares.
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FIGURA 5. Electroforegramas de proteinas seminales por A PAGE y sus correspon-
dientes dendrogramas en cultivares de alfalfa. (a) Primera cosecha (1-11);
(b) Segunda cosecha (12 - 22)

CULTIVARES: (1; 12) Sirivier; (2; 13) 5909 T; (3; 14) Baralfa 85; (4; 15) Baralfa 9242; (5; 16) P30;
(6; 17) Monarca ISP; (7; 18) Barbara ISP; (8; 19) Victoria ISP; (9; 20) Dual; (10; 21) 5808 E;
(11; 22) 5606 T. (ccc): Correlacion cofenética.

El tamano de la muestra que mejor expreso el fraccionamiento de los
componentes proteicos de las semillas, a través de SDS PAGE y A PAGE,
manifiestd escaso nimero de bandas discriminantes y reproducibilidad
en los electroforegramas.
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1ll.2. Analisis de isoenzimas en las plantulas. Primera y segunda cosecha
El sistema ADH mostré diferencias entre algunos cultivares, en ambas
cosechas, observandose un total de 12 componentes isoenzimaticos. El
ndmero de bandas por cultivar y por momento de extraccion del material
vegetal se detalla en la Tabla 2.

Se observaron 7 bandas (bandas 2, 7, 8, 9, 10, 11y 12) comunes a
todos los patrones independientemente del origen del material vegetal
trabajado. El nimero de patrones distintos obtenidos fue de 7 para los 8
cultivares ensayados en protrusion (cultivar Monarca ISP y Barbara ISP, sin
componentes isoenzimaticos definidos) y de 4 en los 5 cultivares evalua-
dos en el estado de cotiledones, basados en la presencia o0 ausencia de las
primeras bandas del zimograma (1, 3, 4, 5y 6). Respecto de los patrones
isoenzimaticos -obtenidos en los estados de protrusion y plantula- de un
mismo cultivar, fueron diferentes en los cultivares Sirivier, Baralfa 9242 y
Dual, y similares en los cultivares Baralfa 85 y 5808 E (Figuras 6 y 7).

TABLA 2. Componentes isoenzimaticos de ADH en cultivares de Medicago sativa L.
en diferentes estructuras y estados: pt: protrusion, ct: cotiledones

Banda (componente)

Cultivar 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | total
Siriver pt 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 8
5909 T pt 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 8
Baralfa 85 pt 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 10
Bar 9242 pt 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 9
P 30 pt 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1

Dual pt 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1
5808 E pt 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 7
5606 T pt 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 10
Sirivier ct 0 1 1 1 o|lo0| 1|1 1 11111 9
Baralfa 85 ct 0 1 1 1 o| 1|11 1 1111 10
Bar 9242 ct 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1

Dual ct 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1

5808 ct 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 7
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FIGURA 6. Patrones isoenzimaticos de ADH. (a): Semillas en estado de protrusion;
(b): En cotiledones de plantulas de 5 dias

CULTIVARES: (1) Sirivier; (2) 5909 T; (3) Baralfa 85; (4) Baralfa 9242; (5) P 30; (6) Monarca ISP;
(7) Barbara ISP; (8) Dual; (9) 5808 E; (10) 5606 T.

a Distancia: {Jaccam (1-S)) b Distancia; (Jaccard (1-5)
F30p Sirivier ¢t
. N
Haral £ 85 pt Baralla 85 ot
Par 9242 pt :'_ _—
Srver pt
SH0E Ept SE08 o1

606 T pr

r T T T 1 .00 0.08 010 15 0.0
LR 0,07 013 020 026

cec = (0,858 cee= 0,884

FIGURA 7. Dendrograma de isoenzimas ADH en cultivares de Medicago sativa (a)
Semillas en estado de protrusion y (b) en cotiledones de plantulas de 5 dias.
(ccc): Correlacion cofenética

IV. Conclusiones

Las proteinas de reservas de las semillas de alfalfa no expresan polimor-
fismo entre cultivares, y si bien se logra claramente el fraccionamiento
de los componentes proteicos, el mismo no resultd estable, lograndose

214 CIENCIA, DOCENCIA Y TECNOLOGIA | ANO XXII | N° 43 | NOVIEMBRE DE 2011 | (201 - 216)



IDENTIFICACION DE CULTIVARES DE MEDICAGO SATIVA L. POR CARACTERES BIOQUIMICOS...

similitud en los patrones electroforéticos sin clara diferenciacion entre

genotipos.

Las proteinas especificas (sistema ADH) permiten, por sus diferentes
modelos isoenzimaticos, diferenciar los cultivares analizados.
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