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Resumen

Los estudios en especies leguminosas son importantes debido a que en esta familia,
se encuentran algunos de los cultivos de mayor importancia agronémica a nivel mundial.
M. truncatula es un sistema modelo para estudiar la biologia de las leguminosas. Para
obtener plantas de M. truncatula 2HA, las semillas se escarificaron mecénica y
quimicamente y germinaron en placas de Petri. Con la escarificaciéon quimica se obtuvo un
60% de semillas germinadas y se establecieron plantas in vitro e in vivo. Se evalu6 la
induccion de la embriogénesis somaética indirecta, utilizando como explantes hojas y raices
de plantas cultivadas in vitro y hojas de plantas in vivo. Las hojas fueron cultivadas en
medio SH3 (16 uM de 2-4 D, 2 uM de, 3% de sacarosa), los callos obtenidos fueron
transferidos a medio solido SH9 (2% de sacarosa, 0,7% de agar-agar) para la formacion de
embriones y medio ¥2 SHg para regeneracion. Para inducir embriogénesis somatica in
vitro a partir de raices se utilizé el medio MTR-2 (20 uM de 2-4D, 2 uM de 6-BAP, 3% de
sacarosa, 0,8% de agar-agar) y MTR-3 (2% sacarosa, 0,8% de agar-agar). Concluyendo
que hojas y raices de M. truncatula, 2Ha son explantes competentes para inducir
embriogénesis somética indirecta.

Palabras clave: M. truncatula, escarificacién, embriogénesis somatica, explantes
hoja y raiz.

In vitro induction of somatic embryogenesis in Medicago
Truncatula 2HA

Abstract

Micropropagation studies in leguminous species are relevant because the most
important crops in the world belong to this family. M. truncatula is a model plant for
studies of leguminous biology. Seeds of M. truncatula Jemalong 2HA were mechanical
and chemical scarified to germinate it in Petri dishes. With chemical scarification sixty
percent of seeds were germinated and plants were stablished in vivo and in vitro.
Induction of indirect somatic embryogenesis was evaluated using as explants leaves and
roots of in vitro and leaves of in vivo plants. Leaves were culture in SH3 media (16 uM 2-4
D, 2 uM 6-BAP, 3%, sucrose). Calli obtained from leaves were transferred to SH9 solid
media (2% sucrose, 0,7% agar-agar) to induce embryo development. Embryo regeneration
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was in 2 SH9 media. MTR-2 (20 uM 2,4-D, 2 uM 6-BAP, 3% sucrose, 0,8% agar-agar)
and MTR-3 (2% sucrose, 0,8% agar-agar) were used to induce somatic embryogenesis
from roots. In conclusion, leaves and roots of M. truncatula 2Ha were competent explants

to induce somatic embryogenesis.

Key words: M. truncatula, scarification, somatic embryogenesis, leaves and roots

plants.

Introduccién

Las leguminosas son
fundamentales en el desarrollo de
sistemas agrarios sostenibles debido a su
capacidad de fijacion de nitrogeno
atmosférico, a través de simbiosis con el
género de bacterias Rhizobium, lo que les
permite producir proteinas en ausencia
de fertilizantes nitrogenados. Este
potencial, convierte a las leguminosas en
una fuente importante de proteinas y
lipidos para la alimentacion humana y
animal (forrajera) (1).

Las especies de Medicago producen
metabolitos secundarios de gran interés
como saponinas, triterpenos,
isoflavonoides, alcaloides, compuestos
fendlicos y aminodcidos no proteicos.
Gholami y col. (1) reportan el papel de estos
metabolitos en la planta y su potencial
aplicacién en la industria agricola o en la
salud animal y humana. M. truncatula se
ha convertido en un sistema modelo (2),
debido a su pequeno genoma (500 Mb/1C,
diploide 2n=16), es aut6gama y presenta un
ciclo de vida corto (aproximadamente 6
meses) (3, 4). Esto ha permitido el
desarrollo de estudios en diferentes campos
de la biologia de las leguminosas, entre los
que destacan  particularmente, la
investigacion sobre la asociaciéon
endosimbiotica con Sinorhizobium
meliloti, incluyendo la nodulaciéon vy
colonizacion micorrizal (5).

Otro campo a resaltar también son
los estudios a nivel del control genético
molecular de diversos aspectos de la

biologia del desarrollo de las leguminosas
como: la floracion y el desarrollo del
fruto. Datos que pueden ser extrapolados
a otras especies de interés agricolas
estrechamente relacionadas como los
guisantes y frijoles y contribuir asi a
mejorar la productividad agricola de
estas especies (6, 7). Adicionalmente, en
esta planta modelo se han desarrollado
un amplio banco de mutantes que en
conjunto con la aplicacion de las
tecnologias 6micas (transcriptémica,
protedmica, metabolomica) ha permitido
el desarrollo de modelos en fisiologia
vegetal, conocimiento clave para el
mejoramiento a  futuro de las
leguminosas como fuente de alimento.

Las semillas de M. truncatula
presentan un periodo de 3-4 meses de
dormancia, ademas de wuna cubierta
protectora dura, que dificulta su
germinaciéon, por lo que necesitan
escarificacion para germinar (8, 9).

Por otra parte, la embriogénesis
somatica es una herramienta de gran
utilidad en el cultivo de tejidos vegetales
debido a que facilita el estudio, la
propagacion, mejoramiento y
conservacion de diferentes especies. El
establecimiento de protocolos para
desarrollar la embriogénesis somatica
permite aplicar diferentes métodos de
transformacion genética, aspecto esencial
para estudiar la genémica funcional de la
especie. Generalmente, los protocolos
estan basados en una fase de inducciéon de
callos seguido por embriogénesis somatica
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y regeneracion de plantas. Los genotipos
de M. truncatula, 2HA (10) y R-108 (11),
son lineas altamente embriogénicas que
han sido logradas por seleccion
recurrente de su capacidad de
regeneracion en cultivo in vitro. El
genotipo 2HA se derivada del cultivar
Jemalong, en donde se han realizado los
mayores  esfuerzos a nivel de
secuenciacion del genoma y bibliotecas
de expresion EST (por sus siglas en inglés
“Expressed Sequence Tag”) (12)

En este trabajo se describe la
regeneracion de plantas por
embriogénesis somatica indirecta a partir
de hojas y raiz de M. truncatula 2HA.

Materiales y métodos
Material vegetal

Semillas de M. truncatula 2HA,
donadas por el Instituto de Biologia
Molecular y Celular de Plantas (IBMCP)
de la Universidad Politécnica de Valencia,
Espafa.

Germinacion de semillas

Para obtener plantas in vitro e in
vivo, las semillas a germinar fueron
escarificadas mecénica y quimicamente. Se
utilizaron 60 semillas para cada uno de los
siguientes tratamientos: T1, control; T2,
escarificacion mecénica utilizando papel
lija N° 120, hasta observar degradacion de
la cubierta seminal., T3, escarificaciéon
quimica por inmersion en acido sulfarico
96% durante 7 min, con agitaciéon suave e
inmediatamente 5 lavados con abundante
agua. Para el desarrollo in vitro, las
semillas se desinfectaron con 3%
hipoclorito de sodio (NaClO), mezclando
cada minuto, durante 10 min. Luego se
enjuagaron 5 veces con agua estéril en
una camara de flujo laminar.

Los grupos de semillas control,
escarificadas mecénica o quimicamente,
se colocaron en placas de Petri y papel

filtro con 10 ml de agua estéril,
mantenidas en oscuridad durante 48 h a
25°C. Se registr6 el nimero de semillas
germinadas al cabo de 7 dias, observando
la emergencia de la radicula.

Las semillas germinadas a
desarrollarse in vitro fueron transferidas
a medio de cultivo ¥2 SH9 (13) (Tabla 1),
con fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad a
24/18 °C £ 2 con una intensidad luminica
de 200 pE/m2/s, con subcultivo cada 4
semanas. A partir de la cuarta semana se
comienza a utilizar sus hojas y raices
como explantes.

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo
SH3, SHoy Y2 SH9 (13)

SH3 SHg9 12 SHg

Sacarosa 3% 2% 1%
2-4D 16 _
uM
BAP 2 uM _ _
CaCl,-2 H20 1.1 mM 0.55 mM
KH.PO, 3 mM 1.5 mM
MnSO,-H.O 6 UM 3 1M
H;BO, 8o uM 40 UM
ZnS0,7 H.O 3.5 WM 1.75 WM
KI 6 uM 3 uM
Na.MoO,-2 1uM 0.5 UM
H.O
CuSO,4:5 H.O 0.8 UM 0.4 UM
COC12'6 HzO 0.4 ].lM 0.2 ]JM
Acido 40 UM 20 UM
Nicotinico
Tiamina HCI 15 uM 7.5 UM
Pyridoxina HCI 24 UM 12 uM
EDFS 0.38 mM 0.19 mM
Myo-inositol 0.55 mM 0.275
mM
pH 5.8

EDFS: Sal sodica de Hierro (III) EDTA

Las semillas a crecer in vivo fueron
transferidas a envases pléasticos en una
mezcla de arena: tierra (1:3), fotoperiodo
16/8 h luz/oscuridad a 24/18 °C + 2,
cubiertas con plastico transparente para
mantener una elevada humedad relativa,
con una intensidad luminica de 200
pE/m2/s, durante una semana.
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Progresivamente  se eliminé la
cubierta plastica y crecieron por 2 meses
antes de comenzar a utilizarlas como
fuente de explante.

Los ensayos de germinacién se
realizaron con 4 repeticiones de 15 semillas
cada uno. Los datos presentaron una
distribucién normal y fueron examinados
estadisticamente aplicando anélisis de
varianza y comparacion de medias a través
de la prueba de Tukey con confianza del
95% (p<0,05).

Induccién de formacion de callos,
embriogénesis y regeneracion de
plantas a partir de hojas

Se utiliz6 la metodologia reportada
para M. truncatula R108 (13, 14), con
algunas modificaciones. Se seleccionaron
hojas de 4 a 6 semanas (plantas in vitro o
in vivo). Para desinfectar las hojas de
plantas in vivo, se colocaron en tubos de 50
ml (alrededor de 20 hojas) con agua y 3
gotas de jabon liquido comercial, con
agitacion del tubo por inversion varias
veces. Luego se lavaron con agua destilada
hasta eliminar la espuma del detergente.
Posteriormente se les agreg6 hipoclorito de
sodio a una concentraciéon final de 2,5%,
mezclando cada minuto, durante 16 min.
Luego las hojas se lavaron con agua estéril
por lo menos 4 veces en camara de flujo
laminar.

Cultivo in vitro de secciones de hojas
de plantas in vivo e in vitro

Las hojas esterilizadas con
hipoclorito de sodio y las obtenidas de las
plantas in vitro se colocaron en placas de
Petri de 9 cm con 10 ml de agua estéril y
seguidamente  fueron cortadas en
cuadros, de maximo 8 mm?2, eliminando
los bordes con una hoja de bisturi estéril.
Las hojas cortadas se colocaron en medio
de cultivo SH3 (13, 14) (Tabla 1), con el
lado abaxial en contacto con el medio
(Figura 1A), en oscuridad a 24°C, durante
4 a 6 semanas.

Para inducir la formaciéon de
embriones, el callo obtenido se transfirid
a un medio sin hormonas (medio SHo,
Tabla 1) y con 12 h luz (130 pE/m?2s). Estos
callos fueron transferidos a medio fresco
cada 3 semanas.

Figura 1. Obtencién de callos, embriones y
plantas de M. truncatula 2HA, a partir de hojas.
A. explante foliar después de cortar y colocar en
el medio de cultivo SH3, B. Callo formado
luego de 4 semanas en SH3, C y D. formacioén
de callo embriogénico con embriones globulares
(EG) luego de 3 semanas en SH9 y luz, E.
Embriones germinando en diferentes estadios
del desarrollo (crecimiento del 4pice radical (R),
formacion de foliolos) F. planta obtenida in
vitro, individualizada

Los embriones germinados que han
desarrollado su brote apical o apice radical
se transfirieron a medio Y2 SH9 (Tabla 1),
para promover su completo desarrollo. Las
plantas enraizadas fueron transferidas a
envases con sustrato esterilizado y
cultivadas en condiciones de alta humedad
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relativa, 12 h luz fluorescente (200 puE/m?2s)
y 25 °C, durante unas 2 semanas.

Induccién de formacion de callos,
embriogénesis y regeneracion de
plantas a partir de raices

Las plantas fueron removidas con
cuidado del medio de cultivo (Y2 SH9) y se
limpi6 el exceso de medio so6lido adherido a
las raices, siguiendo la metodologia reportada
para M. truncatula R108 (15, 16). Se
cortaron las raices en segmentos de maximo 1
cm, luego fueron transferidas a medio MTR-2
(Sales Murashige y Skoog, (17) MS,
suplementado con 16 uM de 2,4-D; 2 uM de 6-
BAP, 3% sacarosa, solidificado con 0,8%, pH
5,8) en placas de Petri (Figura 2A) selladas
con Parafilm® y mantenidas en oscuridad a
25 +£2°C.

Los segmentos fueron subcultivados en
medio nuevo MTR-2 cada 3 semanas.

A partir de la cuarta semana el callo
formado en MTR-2 (Figura 2B) se transfirio
a medio MTR-3 (sales MS con 2% sacarosa y
solidificado con 0,8% agar, pH 5,8), con
fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad a 40
pE/m2s, para inducir la formacion de
embriones. Se subcultivd cada 3 semanas en
medio fresco MTR-3.

Los embriones (Figura 2C) se
cultivaron en medio MTR-3 hasta el
desarrollo del brote. Luego los brotes

obtenidos (Figura 2E) se transfirieron a
medio MSO (sales de MS con 1% sacarosa,
solidificado con 0,25% Gelrite®, pH 5,8)
para inducir el enraizamiento. Estas plantas
enraizadas se aclimatan igual a las
provenientes de hojas.

Figura 2. Obtencién de callos, embriones y plantas de M. truncatula 2HA a partir de raices. A) Raices como explantes

después de cortar y colocar en el medio de cultivo MTR-2,

B) Callo formado luego de 3 semanas en MTR-2, C)

Formacion de callo embriogénico con embriones globulares (EG) luego de 3 semanas en MTR-3 y luz, D) Plantas con 5
semanas de establecidas en tierra. E) Desarrollo de embriones, iniciando la regeneracion de plantas F) Plantas creciendo

in vivo bajo condiciones controladas luego de 4 meses
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Resultados y discusion
Germinacion de semillas

En la tabla 2, se presentan los
porcentajes de geminacion de las semillas
aplicando distintos tratamientos, se
observd que la escarificacion mecénica
(T2) increment6 significativamente (p <
0,05) la germinacion de las semillas. Es
importante destacar que posterior a la
escarificacion (mecénica o quimica), las
semillas que se cultivaron in vitro, fueron
sometidas a un proceso previo de
desinfecciéon con 3% hipoclorito de sodio.
Esto pudo afectar la viabilidad vy
disminuir la germinacion (40%) (Tabla 2)
en las semillas sometidas escarificacion
mecanica. Cuando las semillas no pasan
por este procedimiento de desinfecciéon y
directamente se colocan en envases con
substrato (arena: tierra 1:3) con las
condiciones adecuadas se obtiene el
mayor porcentaje de germinacién (81%)
(Tabla 2). Esto indica que la desinfecciéon
afecta la viabilidad de la semilla, por lo
que se recomienda ensayar
modificaciones en el procedimiento,
como disminuir la concentracion del
NaClO o del tiempo de exposicion, o
aplicar otro método.

Tabla 2. Porcentaje de germinacion de
semillas de Medicago truncatula 2HA, con
diferentes tratamientos de escarificacion.
Letras distintas  indican diferencias
significativas (test de Tukey, p < 0,05)

Porcentaje de Germinacion

Sin Desinfeccion
Tratamiento desinfecciéon con NaClO
Tic 3d o]
T2m 812 40°¢
T3 q 61P 60P

C: control, Escarificacién m: mecanica, q: quimica

Los mayores porcentajes de
germinacion (81%) se obtuvieron para la
escarificacion  mecanica (T2) sin
desinfeccion de la semilla. Sin embargo,
la escarificacién mecanica (T2) manual es

dificil estandarizar si no se cuenta con un
escarificador mecanico, debido a que
depende de la observacion de quien la
ejecute.

Con la escarificacion quimica (T3),
no hubo diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de
germinacion de semillas con o sin
desinfeccibn con NaClO (Tabla 2).
Ademas, la escarificacion quimica (T3) es
el procedimiento mas estandar y
reproducible, convirtiéndola en el
método mas recomendable cuando se
requieren manejar grandes cantidades de
semillas en menor tiempo, sin embargo,
produce desechos quimicos que hay que
manejar con cuidado.

Las semillas de M. truncatula se
caracterizan por poseer una gran
cantidad de ceras que la hacen
extremadamente hidrofobica. Por ello, es
obligatorio escarificarlas para permitir
que penetre el agua y el oxigeno necesario
para la germinacién, lo que permite
romper el estado de dormancia de las
semillas (8, 9).

Las semillas germinadas vy
transferidas a medio de cultivo Y2 SHo,
desarrollaron hojas y raices que
mostraron respuesta in vitro al ser
utilizadas como explantes a partir de la
cuarta semana. Las semillas germinadas,
plantadas en la mezcla arena:tierra (1:3),
muestran sus primeras hojas a partir de
la segunda semana. Las plantas
creciendo en tierra, para utilizar sus hojas
como explantes para cultivo in vitro
(ensayos de embriogénesis 0
transformaciéon genética) deben tener al
menos 15 cm de altura.

Formacion de callos, embriones
somaticos y desarrollo de plantas a
partir de hojas

A partir de la segunda semana se
observo el inicio de la formacion de callo
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en los bordes cortados de la hoja,
aumentando progresivamente hacia la
cuarta semana de cultivo (Figura 1 B).
Wang y col. (18), reporté que estos callos
se originan de la desdiferenciacion y
proliferacion de las células del mesoéfilo.

Segin su morfologia se observo la
formacion de diferentes tipos de callos:
friable de color amarillo ocre claro,
compacto y blanco. La formacién de callo
continu6 hasta la séptima semana, con
subcultivo en el mismo medio SHS3.
Luego, de los tres tipos de callos
descritos, solo en el callo friable de color
amarillo ocre claro (Figura 1B), al
transferirlo a un medio sin hormonas
(SH9) y en presencia de luz, se logré la
induccion de embriogénesis apareciendo
los proembriones a las 2 semanas y
maduracion de embriones a las 4
semanas de cultivo (Figura 1C y D),
seguido del desarrollo de brotes (Figura
1E) a partir de los 2 meses, desde el inicio
del cultivo.

Luego de iniciar su crecimiento el
brote apical, se transfieren a medio 12
SHo, para inducir el desarrollo del apice
radical., Sin embargo, se observo
deficiencia en el enraizamiento en un
porcentaje aproximado del 40% de los
embriones. En M. truncatula R108, la
germinacion del embri6on completo se
logra en el medio Y2 SH9 (13). Sin
embargo, estudios histologicos de la
formacién de raiz en explantes foliares de
M. truncatula 2HA, indican que las
auxinas son necesarias para inducir el
desarrollo de primordios de raiz,
activando la division de las células del
periciclo (19). Para regular la iniciacion
de raices in vitro de M. truncatula fue
esencial agregar hormonas (auxinas,
citoquininas, etileno) y otros compuestos
bioactivos (flavonoides, glutation) (20).
Para inducir el enraizamiento de
embriones somaéticos a partir de callos de
hojas M. truncatula 2HA, fue necesario
afiadir 10 uM acido 1-naftalenacético (18).

Esto explica por qué los embriones
somaticos diferenciados a partir de M.
truncatula 2HA, al aplicar el protocolo de
M. truncatula R108, tienen dificultades
en desarrollar el eje radicular del
embrion, mostrando dependencia el
protocolo de embriogénesis con el
genotipo de la planta.

En M. truncatula 2HA, también se
ha reportado la induccion de embriogénesis
somatica a partir de hojas, utilizando otros
medios de cultivo mas complejos que
incluyen la fitohormona zeatina como
inductor (21); este protocolo se aplica para

la transformacion genética con
Agrobacterium tumefaciens, presentando
también enraizamiento limitado. Sin

embargo, el protocolo descrito en este
trabajo  utiliza  fitohormonas  mas
econémicas (2,4-D, ANA y 6-BAP) y
modificando el medio de enraizamiento, se
podria aumentar la eficiencia en el
desarrollo de los embriones.

Induccion de formacion de callos,
embriones somaticos y desarrollo
de plantas a partir de raices

Para la induccién de callos, las raices
debian tener como minimo 3 semanas y
hasta 2 meses de desarrollo para obtener
buena respuesta. Los callos comenzaron a
formarse a partir de la segunda semana de
cultivo de las raices en oscuridad en MTR-2
(Figura 2B). Se observé la formacion de
callo embriogénico a partir de la cuarta
semana en MTR-3 (Figura 2C), para la
sexta semana se observd embriones
torpedos e iniciando el desarrollo de
foliolos (Figura 2E). Los callos
permanecieron en MTR-3 hasta 8 semanas
con subcultivo cada 3 semanas. Algunos
embriones al ser transferidos a medio
MSO, desarrollaron raices en 2 semanas,
mientras que otros requirieron mas tiempo,
e incluso algunos no las formaron.
Adicionalmente, se observo que los brotes
sobre la superficie del medio desarrollaron
raices, mientras que los brotes cuyo eje
radicular quedaba dentro del medio no
enraizaban.
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Este fendmeno ha sido reportado para la
linea R108 de M. truncatula, incluso a nivel
del cultivo de microesquejes los cuales no
enraizan si el extremo polar basal se sumerge
en el medio, enraizando solo si se cultiva sobre
el medio (14).

Tomando en cuenta este efecto, se
cultivaron las plantas sobre la superficie en /2
SH9 con una inclinacién de 45° de manera de
mantener el eje apical y radical de las plantas
lo mas paralelo al vector de la fuerza de
gravedad, favoreciendo el crecimiento de la
raiz sobre el medio. Este paso fue esencial
para obtener suficientes raices y asegurar la
mayor sobrevivencia de las plantas en la fase
de endurecimiento en tierra.

Se concluye con este trabajo que las
hojas y raices de M. truncatula 2Ha son
explantes = competentes  para  obtener
embriogénesis somatica indirecta. También es
importante destacar que para M. truncatula
2Ha este es el primer reporte de
embriogénesis somatica a partir de raices.
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