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Resumen

RESUMEN

El pino pifionero (Pinus pinea L.) es una de las especies arboreas mas caracteristicas
de la flora mediterranea, con gran importancia ecologica, social y econdmica. Debido a su
rusticidad y porte aparasolado puede considerarse como especie destinada a usos
paisajisticos y recreativos, pero su aprovechamiento principal es el fruto (pifiones
comestibles), siendo Espafia uno de los paises con mayor produccién. La mejora genética
de esta especie va orientada fundamentalmente a una utilizacion agrondmica y requiere la
identificacion de individuos buenos productores de pifia y pifion. El pino pifionero se
muestra recalcitrante en su capacidad morfogénica, por lo que es necesario desarrollar

técnicas de propagacion vegetativa eficaces que permitan la mejora de esta especie.

La embriogénesis somatica es un proceso in vitro que incluye el desarrollo de masas
embriogénicas en embriones bipolares capaces de madurar, germinar y aclimatarse a
condiciones ex vitro. Hoy se considera como la via mas adecuada para Ia
micropropagacion clonal de especies forestales, alcanzdndose recientemente grandes
progresos en las coniferas. Este trabajo se ha centrado en el estudio de determinados
aspectos de la embriogénesis somadtica, utilizada como via para la regeneracion clonal de
arboles selectos de pino pinonero, siendo la primera vez que se ha abordado esta técnica de
micropropagacion en esta especie. La memoria de tesis se ha dividido en varios capitulos,
que se corresponden con las sucesivas fases del proceso: induccion de la respuesta
embriogénica, proliferacion y mantenimiento del material embriogénico inducido,
maduracion de los embriones somaticos, germinacion y conversion de los embriones en
plantas. Ademas se ha evaluado el efecto de la crioconservacion sobre la recuperacion del

crecimiento de distintas lineas embriogénicas.

Se ha estudiado la respuesta embriogénica de diferentes tipos de explantos, tanto
embrionarios (embriones cigdticos maduros e inmaduros) como no embrionarios
(estrobilos femeninos, estrobilos masculinos, aciculas en expansion, yemas y hojas de
insercion aislada). Para ello se han ensayado distintas condiciones de induccion, donde se
ha evaluado la influencia de factores como el genotipo, la composicion del medio nutritivo,
y tipos y niveles de reguladores del crecimiento. Unicamente se ha conseguido la respuesta
embriogénica a partir de explantos embrionarios, aunque con los no embrionarios se han

obtenido respuestas prometedoras. Las mayores frecuencias de induccion se han obtenido
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con los embriones cigoéticos inmaduros. El protocolo de induccion se ha basado en el
cultivo de megagametofitos completos, la aplicacion de los reguladores del crecimiento
2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) y BAP (6-bencilaminopurina), y un aporte de
nitrégeno organico. El tejido embriogénico aparece en forma de extrusion en el extremo
del micropilo del megagametofito. La proliferacion del material embriogénico se ha
llevado a cabo en el medio de induccion modificado, manteniéndose ésta capacidad
proliferativa con el tiempo, siendo su potencial multiplicativo muy alto. Para el
mantenimiento de las lineas embriogénicas se han realizado subcultivos bisemanales a
medio de cultivo fresco. La diferenciacion de los embriones somaticos ha requerido un
precultivo de las masas embriogénicas en medio con los nutrientes reducidos y bajas
concentraciones de reguladores; posteriormente, las masas se han disgregado en medio con
carbon activo, cultivindose en presencia de ABA (4cido abscisico) y alto contenido
osmotico. La desecacion parcial de las masas embriogénicas ha favorecido la maduracion.
Cuando los embriones alcanzan el estado cotiledonar se ha procedido a su germinacion, y a

la transferencia a condiciones ex Vitro de las plantas somaticas para su aclimatacion.

Las frecuencias de iniciacion de tejido embriogénico en el pino pifionero han sido
relativamente bajas, pero similares a las obtenidas inicialmente en otras especies del
género Pinus. Se sugiere la existencia de una ventana en el desarrollo del embrion cigdtico
mas sensible a la induccidn, pues las mayores respuestas se han obtenido cuando el
embrion se encontraba entre el estado de poliembrionia de particion y el estado cotiledonar
inicial. El medio de cultivo y los reguladores del crecimiento también han influido en las
frecuencias de iniciacion, obteniéndose los mejores resultados con el medio Litvay
modificado, suplementado con L-glutamina e hidrolizado de caseina y la combinacion de 9
uM de 2,4-D y 4,5uM de BAP. Se ha observado una fuerte influencia del genotipo en las
fases de induccion, proliferacion y maduracion de los embriones somaticos. La maduracion
de los embriones somaticos se ha visto afectada por la elevada de proliferacion de los
cultivos, no obstante se han obtenido tasas de maduracién similares a las de otras especies
de pinos. La germinacion de los embriones somaticos se ha mejorado realizando un
tratamiento pregerminativo de los cultivos en frio. La germinacién de los embriones se ha
visto influida por su posicion en los medios de cultivo, obteniéndose mayores frecuencias
cuando se disponen en las placas en posicion horizontal y éstas se inclinan 40°. El

desarrollo de las plantulas se ha estimulado modificando el medio de cultivo y la
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intensidad luminosa. Se ha logrado la regeneracion de plantas a partir de los embriones

germinados, a través de la optimizacion de las fases de maduracion y germinacion.

Se ha desarrollado un protocolo de crioconservacion de lineas embriogénicas de pino
pifionero, lo que evitaria la pérdida de vigor y capacidad morfogénica de las masas
embriogénicas por el cultivo prolongado. Se ha evaluado la influencia de los agentes
crioprotectores (sorbitol y DMSO) en la viabilidad del material embriogénico,
observandose un cierto grado de toxicidad que revierte con los subcultivos ademds de la
influencia del genotipo en la respuesta. La recuperacion del crecimiento de las lineas
embriogénicas crioconservadas pasa por una fase de latencia, igualandose al crecimiento
de las lineas no crioconservadas con los subcultivos. La mezcla de 0,4 M de sorbitol y 15
% de DMSO ha proporcionado la mayor tasa de recuperacion. Ha sido posible la
maduracion y germinacion de los embriones somaticos procedentes del material

crioconservado, obteniéndose embriones capaces de convertirse en plantas.
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Summary

SUMMARY

Stone pine (Pinus pinea L.) is one of the most characteristic tree species of the
Mediterranean basin because of its ecological, social and economical importance. Due to
its rusticity and its singular umbrella shape, it can be used for ornamental planting and
recreational purposes, but edible seeds (pine nuts) are its main product, being Spain one of
the countries with major production. Stone pine breeding program is mainly focused on
giving an agronomic value to this species and needs the identification of high productive
genotypes. Stone pine is a recalcitrant species for morphogenic ability. Therefore, developing
vegetative propagation technologies for the improvement of this species is of paramount

importance.

Somatic embryogenesis is an In Vitro process that includes the development of
embryogenic masses into bipolar embryos that are able to differentiate, germinate and
acclimatize to ex vitro conditions. At present, it is considered as the most suitable way for
clonal micropropagation of forest species, having conifers achieved great progresses recently.
This study focuses on some aspects of somatic embryogenesis for clonal regeneration of
selected Stone pine trees. This thesis has been divided into several chapters, related to the
consecutive phases of the process: induction of the embryogenic response, proliferation and
maintenance of embryogenic cultures, maturation of somatic embryos, somatic embryo
germination and conversion. The effect of cryopreservation on growth recovery of different

embryogenic lines has also been studied.

The embryogenic response has been studied in explants of different origins,
embryonic (mature and inmature zygotic embryos) and non embryonic (male and female
strobili, expanding needles, shoot apices and brachiblasts leaves). Different induction
conditions have been tested evaluating the influence of factors like genotype, basal
medium components, and types and levels of plant growth regulators. Embyogenic
response has only been achieved on embryonic explants, although promising responses
have been obtained in non embryonic. The highest induction frequencies have been
achieved on inmature zygotic embryos. For induction, whole megagametophytes have been
cultured and the application of 2.4-D (2.4-dichlorophenoxiacetic acid), BAP (6-
benzylaminopurine) and organic nitrogen has been necessary. The embryogenic tissue is
produced from the micropylar end of megagametophytes and its proliferation has been

carried out in the induction media with slight modifications, without declining the
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multiplication ability with time. The embryogenic lines have been subcultured biweekly
onto fresh maintenance medium. A preculture of embryogenic masses in a medium with
reduced components and low concentrations of growth regulators has been required for
somatic embryos differentiation; then, masses have been suspendend in liquid medium with
activated charcoal and the suspension has been cultivated in the maturation media
supplemented with ABA (abscisic acid). Once somatic embryos reach the cotiledonary stage

germination is carried out.

Although the induction of somatic embryogenesis in Stone pine is achieved at very
low frequency, it has been very similar to those obtained in initial studies of other species of
pines. It is suggested the existence of a developmental window that could be more prone to
induction, as the highest frequencies of SE induction occurred when zygotic embryos were in
the cleavage polyembryony to initial cotyledonary stages. The culture medium composition
and plant growth regulators have also influenced on induction frequencies, being a modified
Litvay’s medium supplemented with L-glutamine, casein hydrolysate, 9 uM 2.4-D and 4.5uM
BAP the most suitable one. A strong influence of genotype has been observed on induction,
proliferation and maintenance phases. Vigorous proliferation of embryogenic tissue has
hampered differentiation and maturation of somatic embryos, even though similar maturation
rates to other pine species have been obtained. The culture of somatic embryos at low
temperature has improved their germination. Embryo position in the culture medium also has
influenced its germination, having higher frecuencies when embryos are placed horizontally on
medium and tilting the Petri dishes to a slanted position at an angle of approximately 40°.
Regeneration of plants from somatic embryos has been achieved, through the optimization of

maturation and germination phases.

A cryopreservation protocol for embryogenic lines of Stone pine has been developed,
which would avoid the loss of vigour and morphogenic ability of embryogenic lines due to
prolonged cultures. The influence of cryoprotective agents on the viability of embryogenic
tissue (sorbitol and DMSO) has been evaluated, noticing a slight degree of toxicity that
reverts with subcultures, an influence of genotype in the response has also been observed.
The regrowth of cryopreserved embryogenic lines goes through a lag phase. The
combination of 0.4 M sorbitol and 15 % de DMSO has proportioned the highest recovery
rates. Maturation of somatic embryos from cryopreservation and its germination has been

possible.
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1. INTRODUCCION

1.1. DESCRIPCION Y DISTRIBUCION DE LA ESPECIE

El pino pinonero (Pinus pinea L.) pertenece a la familia Pinaceae, subgénero Pinus y
es el Gnico representante de la seccion Pinea. Unicamente se conocen dos variedades:
correvoniana Hornib., de forma enana, y fragilis Duhamel, o también conocida como
variedad de testa blanda por tener una cubierta muy porosa, caracteristica que permite

partir los pifiones con los dedos (Prada y col., 1997).

Su temperatura media anual debe ser de 9-21° C, aunque soporta puntualmente
temperaturas desde —20° hasta +41° C. Esta termofilia establece su limite altitudinal en los
1.000 m; encontrandose el 50% de la masa forestal peninsular entre los 0-400 m, el 40%
entre los 400-800 m y el 10% restante corresponde a altitudes superiores a los 800 metros

(Montoya, 1989).

El pino pifionero es propio de climas mediterraneos y como tal, resiste bien las
condiciones de sequia estival, aunque requiera precipitaciones anuales de 250-300 mm y
en ocasiones, se presenta en zonas con 1.500 mm anuales. En zonas de sequia estival,
requiere al menos precipitaciones de 50 mm si el nivel freatico es accesible; si no lo es,
necesita al menos de 75-100 mm. Puede clasificarse como heliofilo, xerofilo y
relativamente termofilo. Es muy poco exigente en cuanto a nutrientes, sin embargo,
presentan claras exigencias en cuanto al nivel de aireacion del suelo. Tiene preferencia por
los suelos arenosos, sueltos, profundos y algo frescos con un pH que varia de 4 a 9, lo que
da idea de la gran adaptabilidad de esta especie (Ceballos y Ruiz de la Torre, 1971;
Montoya, 1989).

El pifionero rechaza los suelos pesados y arcillosos que pueden sufrir
encharcamientos, prefiriendo los granitos, gneis y arenas. Su perfecta adaptacion a las
arenas ha permitido su utilizacion en trabajos de contencién de dunas, en los que se
muestra muy superior al pino resinero y a la mayor parte del resto de las especies arboreas.

Esta especie puede competir con €xito, a cambio de disminuir su porte arboreo, en climas
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demasiado secos y continentales, o con presencia de las anteriormente mencionadas arenas

0 dunas.

La longevidad de sus individuos oscila entre los 200-250 afios, llegando al estado
adulto a los 15-20 afios. Puede alcanzar alturas de 20-25 m en condiciones Optimas de
suelo y clima. Presenta un tronco robusto, recto, cilindrico y corto, con ramificacion
abundante. En la juventud la copa es esférica y en arboles adultos aislados ésta es
aparasolada. La forma aparasolada es consecuencia de su escasa dominancia apical, es
decir, la yema terminal del arbol no domina con su crecimiento a las yemas terminales de
las ramas, que crecen tanto como ella misma. El diametro de la copa alcanza normalmente
unos 15 metros, llegando de forma excepcional hasta los treinta en pinos que crecen
aislados. Sin embargo, en espesura el didmetro de la copa se reduce alcanzando unos 3-5

metros.

Las aciculas se disponen en fasciculos de dos insertos en braquiblastos, que surgen
de yemas axilares de las escamas que cubren la yema terminal en reposo (Fig.1). Las hojas

juveniles son de insercion aislada y directa sobre el tallo, de color verde-azulado.

Figura 1: Braquiblastos del pino pifionero.

Tras procesos de poda, es frecuente encontrar ramillos con aciculas de insercion
aislada en arboles jovenes y en pies adultos. Los cotiledones se presentan normalmente en
numero de 10 a 13; son de seccion triangular, con borde aserrado y apice agudo. Las yemas

son gruesas, de 6 a 12 mm de largo, aovadas y agudas en su extremo, no resinosas, con
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escamas de color pardo, franjeadas de blanco. Los brotes son delgados de color pardo a

verde grisaceo (Prada y col., 1997).

El pino pifionero se extiende por la cuenca mediterranea, desde Portugal hasta el
Libano (Fig. 2). Es en Espana donde esta especie ocupa mayor superficie (316.746 has)
seguida de Portugal (78.188 has). Se ha introducido con éxito en el Norte de Africa,

principalmente en Tunez, Argelia y Marruecos.

Figura 2: Distribucion del pino pifionero (Fady y col., 2004).

En Espafia aparece en Andalucia, Catalufia, en las dos Mesetas, asi como pies sueltos
o pequefios rodales en Baleares y el litoral levantino. Segiin datos extraidos del Anuario de
Estadistica Forestal (MARM, 2006), la superficie por comunidades auténomas es la
siguiente: Andalucia 159.846 has, Castilla Ledn 49.718 has, Castilla La Mancha 53.521
has, Catalufia 39.542 has y Madrid 14.119 has.

Prada y col., (1997) delimitan siete regiones de procedencia para esta especie y
cuatro procedencias de area restringida (ambientes alejados de su Optimo ecoldgico,

suponiéndose que mantienen una estructura genética peculiar que deberia conservarse)

(Fig.3).
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REGIONES DE PROCEDENCIA DE

Finus pinea L.
1 MESETA NORTE 5 SIERRA MORENA
2VALLES DEL TIETAR Y DELALBERCHE & CATALUNA LITORAL
3 LA MANCHA T CATALUNA INTERIOR

4 DEPRESION DEL GUADALQUIVIR

de area restringida

A Biar C Gamovillas.
B Siefra de Begarra D Marbela

Figura 3: Regiones de procedencia y procedencias de area restringida delimitadas para el pino pifionero.

Montero y Caiiellas (2000) consideran que, en base a su condicion de arbol frutal, el
factor humano podria haber influido en su actual distribucion geografica siendo por ello
mas dificil situar su origen. Algunos autores lo citan como originario de la isla de Chipre,
pero la idea de que el centro difusor se encuentra en la Peninsula Ibérica cada vez gana

mas fuerza debido a que en ella existe mas del 60% de las masas consideradas naturales.

1.2. REPRODUCCION

Los 6rganos reproductores se denominan estrébilos, son unisexuales y se presentan
de forma independiente en el mismo arbol. Los estrobilos masculinos se sitian en las
ramas del tercio inferior de la copa, generalmente en posicion horizontal, y los femeninos
aparecen erguidos y dominando a la yema apical, insertdndose en ramas vigorosas del
tercio superior de la copa. Los estrébilos masculinos aparecen de marzo a mayo y son
oblongo-cilindricos, numerosos y pequefios (Fig. 4A). Estan constituidos por escamas
membranosas que se ordenan helicoidalmente sobre un eje central, en espigas alargadas
que albergan los microesporangios, que a su vez contienen cada uno de ellos dos sacos

polinicos. Los estrobilos femeninos en el momento de la polinizacién estan constituidos
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por numerosas bracteas, en las axilas de las cuales aparecen las escamas ovuliferas, cada
una de ellas con dos 6vulos o megaesporangio en su base. Estas estructuras forman las

inflorescencias estrobiliformes o pifias. (Fig. 4B).

Figura 4: Floracion en pino pifionero a principios de mayo. A: Estrobilos masculinos B: Estrobilo femenino,
donde se aprecian las escamas abiertas.

A diferencia de otros pinos el desarrollo completo del ciclo en el pifionero, desde la
iniciacion de los primordios florales en la yema hasta la maduracién de las semillas,
comprende tres periodos vegetativos para madurar (Fig. 5). La fecundacion de las
ovocélulas se produce dos afios después de la polinizacion, por lo que ese afio de mas se

invierte en el desarrollo del gametofito.
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Figura 5: Desarrollo de las pifias a lo largo de la polinizacion-fecundacion.

Durante el primer periodo vegetativo, los estrobilos femeninos aparecen sobre un
pedunculo erecto en la parte mas alta del arbol. En este momento, las escamas ovuliferas
que constituyen el estrobilo femenino permanecen abiertas, preparandose de este modo
para el proceso de polinizacion (Fig.4). La polinizacion consiste en el desplazamiento del
polen por el viento desde los estrobilos masculinos (situados en la parte mas baja de la
copa del arbol) hasta el interior de las escamas ovuliferas, de manera que éstas se hinchan
y se cierran. Una vez que ha entrado el polen, éste germina formando los tubos polinicos,
cuya funcioén serd la de conducir los dos ntcleos espermaticos hasta los arquegonios donde

se producird la fecundacion en el tercer afo.

Durante ¢l segundo periodo vegetativo los tubos polinicos se alargan y ademas, se
sintetizan sustancias de reserva necesarias para nutrir al futuro embrion, iniciandose el

desarrollo del megagametofito aunque la pifia aumenta muy poco su tamafio.
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En el tercer periodo vegetativo los tubos polinicos penetran dentro del 6vulo
produciéndose la fecundacién. Segun la descripcion de Abellanas (1990), al comienzo de
la embriogénesis el cigoto sufre dos divisiones mitdticas, de manera que los cuatro nucleos
pre-embrionarios emigran a la base de la ovocélula, pero sin haber formado ain paredes
divisorias entre ellos. Los nucleos se sitian aqui formando una sola capa y cada nucleo
vuelve a dividirse. Se forman paredes celulares entre los ocho nucleos dando lugar a dos
capas de cuatro células cada una. Cada célula se divide de nuevo constituyéndose un pre-
embrion de dieciséis células y cuatro capas. La capa proximal permanece abierta hacia el
citoplasma de la ovocélula y aparentemente absorbe nutrientes de ésta. La capa adyacente a
ésta no tiene funcion conocida. La siguiente capa constituye el suspensor primario, que se
alarga y transporta la capa distal hacia el interior del gametofito, donde se empieza a
formar una cavidad de corrosién que permite el paso y el crecimiento del embrion. Las
células de la capa apical se dividen nuevamente formando células apicales distales que dan
lugar al embrion, y células cuyo alargamiento provoca la emigracion del embrion a mayor
profundidad del gametofito, constituyendo los suspensores secundarios multicelulares.
Durante este tercer afio, se completa el crecimiento de los 6vulos asi como del cono,

adoptando una forma globosa de unos 10-14 x 7- 9 cm (Fig. 6).

Aunque se ha descrito que es genéticamente muy uniforme, en parte basado en el
analisis de diversidad de ADN de cloroplastos de un gran niimero de origenes (Fady y col.,
2004; Prada y Mutke, 2008), se ha indicado la existencia de una variacion clonal en la
floracion y una heredabilidad en sentido amplio de este caracter, lo que podria permitir su

utilizacion en programas de mejora (Abellanas, 1990).

Figura 6: Pina de tercer aflo, imagen tomada en el mes de mayo.
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La dehiscencia de las pifias y la caida del pifién se produce en la primavera del cuarto
afo desde la formacion de la flor. Las semillas o pifiones presentan un tamafio medio de
15-20 x 6-11 mm, con una cubierta externa no estructurada que da lugar a un polvillo
marron oscuro, una cubierta media lefiosa de color marron claro y una cubierta interna,
papiracea, castafio lustrosa, que recubre a un megagametofito color crema que encierra en
su interior al embridn. Su ala es rudimentaria, articulada y rapidamente caduca por lo que
la diseminacion de esta especie por el viento no es muy eficaz, alejandose muy poco de su
progenitor; esta limitacion se ve contrarrestada por el movimiento de las semillas realizada

por pequefios animales (Prada y col., 1997).

Figura 7: Pifia de cuarto afio mostrando dos pifiones por escama ovulifera. Pifiones con cubierta externa y
pifiones con cubierta papiracea.

La embriogénesis cigotica en coniferas se caracteriza por la existencia de
poliembrionia, que puede ser simple o de particion. La poliembrionia simple o
arquegonial, consiste en la fecundacion de mas de un arquegonio por semilla y ocurre tanto
en Picea como en Pinus (Singh, 1978). En la poliembrionia simple, cada pre-embrion es el
resultado de la fecundacion de los arquegonios por diferentes granos de polen, y por tanto,
se producen pre-embriones genéticamente diferentes. Generalmente en la maduracion, solo
uno de ellos contintia el desarrollo mientras que los otros abortan. En el género Pinus
también se puede producir la poliembrionia de particion o «cleavage» (Bucholz, 1926;

Owens y Molder, 1984b) (Fig. 8). Los embriones son el resultado de la division de la capa
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apical de células de un pre-embridn en cuatro filas de células, cada una de las cuales puede
desarrollarse en un embrién, por lo tanto son genéticamente idénticos. Durante la
maduracion también uno de estos embriones se desarrolla como dominante, y el resto
degeneran. El embrion dominante es empujado por el suspensor hacia la region central de
megagametofito, donde rapidamente aumenta de tamafio ocupando el espacio de la cavidad
de corrosion (Owens y Molder, 1984a y b). Generalmente, el suspensor se considera como
el nexo entre el embrion y el tejido materno, siendo su principal funciéon proporcionar
nutrientes y reguladores del crecimiento al embrion durante las primeras fases de la
embriogénesis. Una vez que el embrion ha completado su desarrollo el suspensor degenera

(Umehara y Kamada, 2005).

Proembrionia Embriogénesis temprana Embriogénesis tardia Maduracién

Cubierta

= Meristemo semilla

megagametofite Cotiledones apical

" | g r:f‘%’
| « e lu
g i) | {

4 niclecs 8 cils. 16 cils.

arquegonio

ovocilula polen

micropile -
Peliembrionia de particién Megagametofito

“eleavage”

Figura 8: Desarrollo embrionario en el género Pinus. (Adaptacion de von Arnold y col., 2002)

Filonova y col., (2002) muestran que, en semillas en desarrollo de Pinus sylvestris, el
mecanismo responsable del desarrollo del embrion y la inhibicién del desarrollo de los
embriones subordinados procedentes del proceso de poliembrionia es la muerte celular
programada de distintas estructuras. Estos autores describen la existencia de dos programas
de muerte celular coordinados. Durante las primeras fases del desarrollo, los multiples
embriones comienzan a competir por las reservas, convirtiéndose en un factor limitante, y
por el espacio dentro del megagametofito que necesitaria el embrion dominante. Esta
competencia desencadena la muerte celular en determinadas regiones del megagametofito,
de manera que las células resultantes se convierten en depdsitos de nutrientes. El segundo

programa de muerte celular elimina los embriones subordinados a través de su autolisis

(Fig. 9).

11
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00000000

Estadio 1 I VIII
|:| Estructuras vivas E’ Depésitos de nutrientes en megagametofito

- Fragmentacion ADN nuclear |:’ Lisis celular

Figura 9: Modelo que muestra los dos programas de muerte celular durante el desarrollo de la semilla del
género Pinus. El embrion cigético (I) se divide formando multiples embriones (II) que compiten por los
reguladores y el espacio dentro del megagametofito, dispardndose el primer programa de muerte celular en su
interior (III). Este programa rapidamente progresa por todo el megagametofito (IV), convirtiéndose las
células muertas resultantes en depositos de nutrientes. A continuacion, se dispara el segundo programa de
muerte celular con el propodsito de eliminar los embriones subordinados (V, VI y VII). (Adaptacion de
Filonova y col., 2002)

Se ha postulado que la poliembrionia es un caracter primitivo de las gimnospermas
que actia como mecanismo de seleccion postfecundacion de los embriones en funcion de
su vigor (Bucholz, 1926); y también como mecanismo adaptativo para la eliminacion de

los efectos de los embriones procedentes de autopolinizacion (Sorensen, 1982).

1.3. APROVECHAMIENTO

Se considera al pino pifionero como una especie frutal siendo la produccion de
pifiones comestibles su principal aprovechamiento. Caracteristicas tales como su alto
contenido en 4cido linoleico, aroma y sabor les convierten en parte de la dieta del hombre

desde la antigliedad.

Los pifiones presentan un alto contenido en grasas (43-51%) y un escaso contenido
en agua (menos del 50% de su peso). Debido a esto, su aporte energético es elevado: 100 g
de pifiones aportan aproximadamente 600 Kcal. A pesar del alto contenido en grasa, el
perfil nutricional de los pifiones es excepcional pues la mayor parte de los compuestos
lipidicos son 4cidos grasos insaturados, representando el 4cido oleico y el linoleico mas del
84% de los acidos grasos totales. Su concentracion en proteinas es elevada (33-38%) si se

compara con el resto de alimentos de origen vegetal, siendo la arginina el aminoéacido que

12
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aparece en mayor medida. También son fuente de hidratos de carbono y micronutrientes
como el calcio, magnesio, cobre, manganeso, zinc, potasio, hierro, sodio, vitamina Bl y
acido folico. El alto contenido en acidos grasos insaturados potencia la disminucién de los
niveles de colesterol total y colesterol LDL, mejorando la salud cardiovascular siendo
recomendable el uso del pifién en la nutricion humana. (Cafiellas y col., 2000; Fundacioén

Nucis, 2004).

Los principales paises productores de pifion son Espafia, Portugal, Italia, Tunez y
Turquia. El comercio de pifion en Espafia presenta una importancia creciente, asi como la
demanda de este producto a nivel mundial. Paises europeos como Francia o Suiza importan
grandes cantidades de producto de nuestro pais, asi como Oriente Medio y Norteamérica
(Barranco y Ortufio, 2004). La competencia directa con el pifion mediterraneo es el pifion
chino, procedente de otras especies de pino como P. korainesis, P. bungeana y P.
armandii, de menor precio pero de peor calidad debido a su facil enranciamiento (Prada y
col,, 1997). La alta produccion de pindn se logra mediante la instalacion de huertos
clonales injertados y técnicas clasicas de produccion de frutos secos. Se han establecido
numerosos bancos clonales y plantaciones de evaluacion de genotipos de interés para la
produccion de pifia, principalmente en Castilla Ledén, Andalucia y la Comunidad
Valenciana, asumiendo una funcion de conservacion ex Situ de individuos de interés para
programas de mejora genética y de genotipos con pifiones de testa blanda (Prada y Mutke,

2008).

1.4. MEJORA GENETICA DE LA ESPECIE

En la actualidad muchos sectores consideran que la produccion forestal no es una
mera actividad extractiva, siendo util desarrollar una silvicultura altamente productiva en
areas especificas usando practicas agricolas. Las actividades forestales deberian enfocarse

en dos areas: los bosques naturales, considerados como reservas de biodiversidad para usos

tales como proteccion medioambiental, produccion sostenible, actividades de ocio, etc.; y

plantaciones forestales, donde se utiliza la variabilidad genética para incrementar el

rendimiento de productos forestales (madera, corcho, semillas, frutos, etc.), siendo estas

una garantia para evitar la presion en las areas naturales. Las practicas intensivas de mejora
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cultural y genética estan plenamente justificadas en la optimizacion de las producciones
por unidad de superficie de las plantaciones, tanto las de interés agronémico como forestal.
Los programas de mejora genética en especies forestales se complican, entre otras razones,
por sus largos ciclos bioldgicos (crecimiento lento, floracion tardia), la fuerte influencia de
los procesos de maduracion y las pobres correlaciones de los caracteres entre individuos
jovenes y adultos. Segun la revisiéon de Toribio (2001), el desarrollo de herramientas
biotecnoldgicas esta permitiendo en la actualidad acelerar la mejora genética de las
especies forestales; considerando la regeneracion de plantas mediante técnicas de cultivo
de tejidos, la biotecnologia que es capaz de dar una significacion practica a otras
herramientas biotecnologicas (por ejemplo la biologia molecular). Aunque las especies
forestales se las considera recalcitrantes para las técnicas de cultivo in vitro, en la
actualidad se han podido regenerar plantas a partir del cultivo de tejidos en muchas de
ellas; convirtiéndose la regeneracion clonal de arboles adultos via embriogénesis somatica,

una realidad para algunas especies.

La heterocigosidad de las especies forestales unida al alto componente genético no
aditivo que controla diversos caracteres de interés, hace necesaria la propagacion
vegetativa para la obtencion de ganancias genéticas adecuadas (Zobel y Talbert, 1984),
aplicandose en la actualidad con fines operativos en especies de los géneros Cryptomeria,

Populus, Salix y Eucalyptus.

Las especies forestales poseen unas caracteristicas bioldgicas que condicionan la

mejora genética, como:

e Dificil accesibilidad por su gran porte, lo que dificulta el muestreo y las
polinizaciones controladas.

e (Crecimiento lento, y maduracion y floracién tardia, lo que determina largos
ciclos de regeneracion y por tanto la dificultad de evaluar las progenies.

e Produccion irregular de semillas, dificultando el establecimiento de huertos
semilleros.

e Falta de buena correlacion entre el estado juvenil y adulto, lo que impide la

seleccion precoz.

14
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e Fuerte influencia del cambio de fase (ciclofisis y topofisis), que se traduce en la

recalcitrancia a las respuestas morfogénicas in vivo e in vitro.

Las técnicas de propagacion vegetativa a partir de células, tejidos o porciones de la
planta donante deben ser fiables, reproducibles, aplicables a distintos genotipos, y
altamente productivas. Es necesario que las plantas regeneradas sean fieles al individuo
donante, no generandose variabilidad intraclonal, y ademads, que la técnica sea susceptible

de automatizacion con el fin de reducir los costes de produccion del sector forestal.

El pino pifionero es una especie de interés en el marco de programas de desarrollo
rural y de forestacion de tierras agricolas abandonadas en la Peninsula Ibérica. Los pinares
de pifionero (puros o en mezcla con Pinus pinaster) estan considerados como habitat
prioritario para su conservacion en Europa por la Directiva Habitats (1992/43/CEE de 21
de mayo de 1992). Actualmente se planta ampliamente en el area mediterranea para
proteccion ambiental: fijacion de dunas, conservacion de suelos y proteccion de cultivos
agricolas en zonas costeras. Ademas, por su gran valor ornamental se planta en parques y
jardines de todo el mundo (California, Escocia y sur de Inglaterra), por ejemplo en Italia es
un elemento tradicional del paisaje y en el sur de Francia fue un simbolo de libertad
durante el Renacimiento (Fady y col., 2004). Sin embargo, su principal interés es el
econémico basado en la produccion de pifidn, incluyéndose en la lista de especies de

comercializacion de materiales forestales de reproduccion.

Se han establecido programas de mejora genética en Castilla y Leon y en Andalucia
basados en el establecimiento de bancos clonales y huertos semilleros, para la obtenciéon de
mayores rendimientos en la produccidon de pifion, ya que existe una gran variacién entre
individuos para este caracter (Abellanas y col., 2000; Gordo y col., 2000). El Ministerio de
Medio Ambiente y Medio Rural y Marino gestiona el banco clonal establecido en el Centro
Nacional de Mejora Genética Forestal (CNMGF) "Puerta de Hierro", perteneciente a la
Direccion General de Medio Natural y Politica Forestal, del que se han establecido réplicas
en el CNMGF "El Serranillo"(Guadalajara), asi como en fincas de otras instituciones tales
como el IMIDRA en la finca "La Isla" (Arganda del Rey -Madrid), el IRTA en "Torre
Marimoén" (Caldes de Montbui-Barcelona) y la Junta de Castilla y Le6én en Tordesillas

(Sven Mutke, comunicacion personal).
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El pino pifionero se muestra recalcitrante para su propagacion mediante estaquillado,
asociandose principalmente con los efectos de ciclofisis y topoéfisis (Fig. 10). En estos
programas se utiliza el injerto tradicional con el fin de reducir el tiempo de entrada en
produccion y facilitar la recoleccion en arboles de gran altura. Sin embargo, su desventaja
mas destacable es la variabilidad en la produccion, debida a la interaccion pua-patrén

portainjerto y sus limitaciones estacionales.

Figura 10: Crecimiento ortotropico y plagiotropico observado tras el enraizamiento de brotes axilares de
pino pifionero.

La regeneracion basada en la tecnologia del cultivo in vitro se considera el nucleo
central de la biotecnologia vegetal, a través del control de la capacidad morfogénica de los
explantos mediante determinadas condiciones de cultivo, completando el potencial
agrondmico de otras técnicas biotecnologicas. Se ha descrito un protocolo de microinjerto
en pino pifionero donde se evalua la interaccion pua-patrén (Cortizo y col., 2004). Los
autores indican que con ésta técnica se salvan las limitaciones estacionales que impone el
injerto tradicional, proporcionando mayores rendimientos y reduccién en los costes

tradicionales.

Entre las vias de regeneracion por cultivo in Vitro se encuentran la organogénesis
(axilar y adventicia) y la embriogénesis somatica. Se ha promovido la elongacion de brotes
axilares o preformados en tallos epicotilos en pino pinonero (Carneros y col., 2001). Se ha

descrito la organogénesis adventicia, induciéndose la formacién de brotes adventicios en
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cotiledones de embriones cigoticos, y el enraizamiento posterior de dichos brotes
(Diamantoglou y col., 1990; Garcia-Férriz y col.,, 1994; Capuana y Giannini, 1995;
Gonzalez y col., 1998; Carneros y col., 2001; Valdés y col., 2001; Oliveira y col., 2003;
Alonso y col., 2006; Cuesta y col., 2008). Sin embargo, el proceso organogénico tiene
como limitaciones unas tasas de propagacion bajas, la generacion de variabilidad

intraclonal, y la pérdida de capacidad morfogénica con la maduracion.

En la actualidad, la biotecnologia proporciona nuevas herramientas, afiadidas a las
convencionales, para la mejora genética de especies forestales. Entre estas herramientas se
encuentra la embriogénesis somatica (ES), la cual requiere un profundo conocimiento de la
biologia celular, sefiales bioquimicas, multiplicacion, diferenciacion y produccion de
clones; todo ello a partir de una célula simple o de un grupo de células diferenciadas o

indiferenciadas via cultivo in vitro (El-Kassaby 2004).

Las ventajas que proporciona la propagaciéon por embriogénesis somatica son la
produccion de un elevado nimero de plantas y la posibilidad de crioconservar a largo plazo
las lineas embriogénicas, mientras que los arboles correspondientes son evaluados en
campo (Merkle y Nairn 2005; Nehra y col., 2005). Estas dos técnicas combinadas permiten
el desarrollo de programas de silvicultura multivarietal (Fig. 11), es decir, el uso en
silvicultura de variedades forestales testadas (Park, 2002; Park y col., 2006). Existen
muchas ventajas para la practica de estos programas, incluyendo la produccion de los
mismos genotipos de forma continua a lo largo del tiempo, la captura de mayores
ganancias genéticas, la flexibilidad de utilizar de forma rapida clones apropiados en
funcion de los objetivos de mejora y/o las condiciones ambientales, y la capacidad de

gestionar la diversidad y la ganancia genética en las plantaciones forestales (Park, 2002).
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Figura 11: Estrategia de silvicultura multivarietal mediante embriogénesis somatica.
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1.5. EMBRIOGENESIS SOMATICA

Cuando los embriones no proceden de la fusién de gametos sino que se diferencian a
partir de células somadticas, se denomina embriogénesis somdtica. Los embriones
somaticos, al igual que los cigdticos, son capaces de germinar y convertirse en plantas. El
fenémeno de embriogénesis asexual es posible encontrarlo en la naturaleza, sobre todo en
angiospermas, como una forma de apomixis denominada embriogénesis adventicia,
descrita por primera vez por Strasburger en 1878. A comienzos del siglo XX, Haberlandt
(1902) predijo que si todas las células de un organismo tenian la misma informacion
genética que la célula inicial o cigoto, seria posible revertir su expresion génica, de manera
que volvieran a expresar el patron de desarrollo embriogénico hasta formar auténticos
embriones de origen somatico. Los primeros trabajos en los que se logrd esta expresion de
la totipotencia de las células fueron publicados en zanahoria por Levine (1947), Reinert
(1958) y Steward (1958). Desde entonces se han desarrollo protocolos para esta via de

regeneracion en numerosas especies.

La embriogénesis somatica presenta una serie de ventajas para considerarla como la
via mas apropiada para la propagacion clonal de especies forestales (Merkle y Dean, 2000;

Sutton, 2002):

% La perfecta conexion vascular entre raiz y tallo, implica la ausencia de posible
variacion intraclonal generada por la conexion diferencial que se da entre distintas
estaquillas enraizadas; y por otra parte, garantiza una mayor estabilidad en el desarrollo
a largo plazo.

% La gran capacidad proliferativa garantiza la produccion masiva de propagulos a lo
largo del tiempo y sin condicionantes estacionales.

¢+ La crioconservacion del material embriogénico permite la evaluacion de los clones
mientras se conserva el potencial regenerativo, posibilitando el desarrollo de las
denominadas estrategias de mejora-clonacion («breeding-cloning strategies») y la
aplicacion practica de una silvicultura clonal de alto valor («high value clonal
forestry») (Park y col., 1998; Park, 2002).

+ Los embriones somaticos pueden ser encapsulados, dando Ilugar a semillas

artificiales que permitan, por ejemplo, forestaciones a gran escala.
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% La posibilidad de desarrollar a nivel industrial el cultivo en biorreactores, en base a
su elevado potencial multiplicativo y su posibilidad de automatizacion.

*¢ Los cultivos embriogénicos se muestran como un elemento imprescindible en
estudios de transformacion genética (Tang y Newton, 2003), y de gendmica funcional,

a fin de validar genes relacionados con procesos determinados (Campbell y col., 2003).

En la familia Pinaceae, se ha descrito la obtencion de embriogénesis somatica en
mas de cuarenta especies e hibridos, pertenecientes a cinco géneros (Abies, Larix, Picea,
Pinus y Pseudotsuga). No obstante, la mayoria de los estudios sobre el desarrollo del
proceso se han realizado en Picea, particularmente en P. abies, P. glauca, P. glauca x P.
engelmannii, y P. mariana, debido principalmente a la facilidad en la obtencion de

respuestas embriogénicas.

En coniferas, la embriogénesis somatica se describid por primera vez en Picea abies
(Chalupa, 1985; Hakman y col., 1985) a partir de embriones cigoticos. En el mismo afio, se
describio la obtencion de ES en Larix decidua a partir del megagametofito (Nagmani y
Bonga, 1985) y en Pinus radiata en embriones cigéticos (Smith y col., 1985). Después del
primer trabajo de embriogénsis somatica en P. radiata, el nimero de especies del género

Pinus en los que se ha logrado inducir ES ha ido aumentando (Tabla 1).

Las coniferas son una fuente importante de madera y fibra para las industrias
forestales y papeleras, donde la mayor actividad se realiza a nivel de empresas privadas
como BioForest y GenFor (Chile), Rayonier, Rubicon, Carter-Holt-Harvey (Nueva
Zelanda), Internacional Paper, Westvaco y Weyerhaeuser (USA), AFOCEL (Francia), JD
Irving, Arborgen y CellFor (Canada), que estdn produciendo miles de brinzales clonales
para plantaciones; fundamentalmente con Picea abies, Picea glauca, Picea mariana, Picea
sitchensis, Pinus elliottii, Pinus pinaster, Pinus radiata, Pinus strobus, Pinus sylvestris,
Pinus taeda y Pseudotsuga menziesii (Cyr y Klimaszewska, 2002; Celestino y col., 2005;

Klimaszewska y col., 2007).
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Tabla 1: Fechas de inicio y primeros resultados de induccion de embriogénesis somatica obtenidos en
diferentes especies de pino.

Especie Respuesta® Referencia

P. radiata D.Don ES Smith y col., 1985

P. lambertiana Lamb. ES, PL Gupta y Durzan, 1986

P. taeda L. ES, PL Gupta y Durzan, 1987

P. elliottii Engelm. ES Jain y col., 1989

P. strobus L. ES Finer y col., 1989

P. caribaea Morelet ES, PL Lainé y David, 1990

P. nigra Arn. ES Salajova y Salaj, 1992

P. palustris ES Nagmani y col., 1993

P. patula Schiede et Deppe ES, PL Jones y van Staden, 1995
P. pinaster Ait. ES Bercetche y Paques, 1995
P. sylvestris L. ES Keinonen-Mettdld y col.,1996
P. koraiensis Sieb et Zucc. ES Bozhkov y col., 1997

P. banksiana Lamb. ES, PL Park y col., 1999

P. monticola Dougl. ES, PL Percy y col., 2000

P. roxburghii Sarg. ES Aryay col., 2000

P. kesiya ES Deb y Tandon, 2002

P. brutia Ten. ES Yildrim y col., 2006

P. armandii Franch. ES, PL Maruyama y col., 2007
P. rigida x P. taeda ES, PL Kim y Moon, 2007

* ES: embriones somaticos; PL: plantas

1.5.1.0RIGEN Y DESCRIPCION DEL MATERIAL EMBRIOGENICO DE
CONIFERAS

Generalmente, para la iniciacion de ES en coniferas se utilizan como explantos las
semillas inmaduras, cuando el embrién cigético dominante estd en un estado de desarrollo
precotiledonar y ain quedan embriones subordinados, habiendo transcurrido entre 3-6
semanas después de la fecundacion (Becwar y col., 1990). El tejido embriogénico aparece
en el extremo del micropilo del megagametofito. Si se disecciona el megagametofito, se
observa que el tejido extruye de la regiéon del suspensor del embrién, no del
megagametofito. Segiin Becwar y col., (1991), la iniciacién del tejido embriogénico puede
originarse a partir de uno o mas de los embriones subordinados resultantes del proceso de

«cleavage».

Gupta y Durzan (1987) describieron similitudes entre los estados tempranos de la
embriogénesis somatica con la poliembrionia de particion que tiene lugar in vivo. Estos

autores sugirieron que los embriones somaticos iniciales pueden formarse via des-
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diferenciacion de células del embrion cigético, donde la poliembriogénesis juega un papel
importante en la multiplicacion de los embriones somaticos, y por tanto en la proliferacion
de los cultivos. También von Arnold y Hakman (1988) indicaron que los embriones
somaticos pueden desarrollarse a partir de células meristematicas presentes en el
suspensor, o a partir de una division asimétrica inicial de una tnica célula o de pequefios
agregados celulares presentes en la region intermedia entre la cabeza embrionaria y el

Suspensor.

El tejido embriogénico de coniferas tiene una morfologia diferente a las masas
embriogénicas inducidas en angiospermas, describiéndose como un tejido blanco,
translucido, hidratado y de consistencia mucilaginosa, con un alto grado de organizacion
de células embrion-suspensor (MES) (Gupta y Durzan, 1987). Estas proliferaciones estan
constituidas por multiples embriones en un estado de desarrollo muy inicial, que presentan
una cabeza embrionaria con células meristematicas de citoplasma denso, adherida a una
region de células alargadas y altamente vacuoladas que corresponden a las células del
suspensor. Estas zonas se diferencian en su afinidad para ser tefiidas con acetocarmin y
azul de Evans: las células embrionarias se tifien de rojo mientras que las células vacuoladas

del suspensor se tifien de azul.

Filonova y col., (2000a y b) consideran que la mayoria de las células presentes en los
cultivos embriogénicos en proliferacion de Picea abies se agrupan en agregados, referidos
como masas pre-embriogénicas (PEMs). Seglin estos autores, una PEM individual pasa por
tres estados de desarrollo caracteristicos (I, IT y III) hasta su diferenciacion en un embrion
somatico (Fig. 12). En el estado de desarrollo PEM 1, el agregado celular se compone de un
grupo compacto de células densamente citoplasmaticas adyacente a una unica célula
vacuolada. Agregados celulares similares, pero constituidos por mas de una célula
vacuolada se han clasificado como PEM II. En el estado de PEM III, se observa un
agregado de mayor tamafio, y menos compacto, de células densamente citoplasmaticas con
la polaridad distorsionada. La retirada de los reguladores del crecimiento (auxinas y
citoquininas) desencadena la formacion del embrion desde el estado de PEM III, mientras
que el acido abscisico (ABA) es necesario para promover la maduracién de los embriones

somaticos.
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PEM 111

AUXINA
+
CITOQUININA

PEM 1

f‘:‘:

Figura 12: Desarrollo de los embriones somaticos en Picea abies. En rojo se representan las células
embrionales tefiidas con acetocarmin y en azul las células del suspensor tefiidas con azul de Evans. PGRs:
reguladores del crecimiento. (Adaptacion de Filonova y col., 2000b).

1.5.2. FASES DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

El proceso de regeneracion por embriogénesis somadtica consta de una serie de
etapas: induccion de la respuesta embriogénica, mantenimiento y proliferacion de las lineas
embriogénicas, maduracioén de los embriones somaticos, germinacion y conversion de los

embriones en plantas.
INDUCCION:

Ya que las células somaticas contienen toda la informacidén genética necesaria para
crear un organismo completo y funcional, la inducciéon de embriogénesis somadtica se
basaria en la reprogramacién de un patrén de expresion somatico hacia un patron de

expresion embriogénico.

Se ha descrito que las condiciones de cultivo, la inclusion de PGRs (reguladores del
crecimiento) y el estrés provocado por el cultivo, juegan un papel importante en la
reprogramacion del patrén de expresion génica (von Arnold y col., 2002; Fehér y col.,
2003). El requerimiento de reguladores como las auxinas y las citoquininas en la iniciacién
de las respuestas embriogénicas, vendria determinado por el tipo de explanto inicial y su

grado de desarrollo (von Arnold y col., 2002). Sin embargo, se ha indicado que en algunas
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especies forestales es posible desencadenar la respuesta embriogénica en explantos
cigdticos muy inmaduros sin la presencia de reguladores; entre estas especies encontramos
tanto angiospermas, Quercus suber (Fernandez-Guijarro, 1997), como gimnospermas,
Pinus sylvestris y Pinus pinaster (Lelu y col., 1999) y Araucaria angustifolia (Silveira y
col., 2000).

La seleccion adecuada de los explantos es critica para conseguir con éxito la
induccion de ES (Tautorus y col., 1991), asumiéndose que la posibilidad de obtener la
respuesta disminuye con la edad ontogénica del explanto (Lelu y col., 1987). Los
embriones cigoticos inmaduros son el material idoneo para la induccion de ES en Pinus,
Larix y Pseudotsuga (Tautorus y col., 1991; Attree y Fowke, 1993; Bonga y col., 1995;
Gupta y col., 1995; Jasik y col., 1999; Park y col., 1999; Klimaszewska y Cyr, 2002),
obteniendo frecuencias mucho menores en embriones cigéticos maduros. Sin embargo, en
algunas especies de Picea y Abies se han obtenido mejores resultados con semillas

maduras (Zoglauer y col., 2003).

La determinacion precisa del estado de desarrollo del embrion cigoético en el género
Pinus es un factor critico en la iniciacion de la embriogénesis somatica (Lelu y col., 1999).
Keinonen-Mettdld y col., (1996), describieron en P. sylvestris, una ventana de respuesta
comprendida desde el momento de la fecundacion hasta el establecimiento del embrion
dominante, aunque las mayores frecuencias de induccion se obtenian en embriones en sus
primeras fases del desarrollo, coincidiendo con el proceso de poliembrionia de particion
(Lelu y col., 1999). Un patron similar se ha descrito en P. strobus (Klimaszewska y col.,
2001). En P. pinaster, las mayores frecuencias de iniciacion se obtenian en embriones
cigdticos en estado precotiledonar (Bercetche y Paques, 1995; Lelu y col., 1999; Miguel y
col., 2004).

Por regla general, cuando se utilizan semillas inmaduras se cultivan los
megagametofitos completos, sugiriéndose que el megagametofito suministra nutrientes y/o
fitohormonas endodgenas al embrion cigdtico, cuando las concentraciones en el medio de
cultivo resultan suboptimas para la induccion. Becwar y Pullman (1995) describieron en
Pinus taeda que las frecuencias de induccién eran mas bajas cuando se empleaban

embriones cigdticos aislados de los megagametofitos frente a completos.
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La utilizacion de embriones cigdticos inmaduros en la induccion presenta una serie
de inconvenientes: su disponibilidad se restringe a un periodo anual determinado y corto, y
la posible heterogeneidad genética en los cultivos embriogénicos causada por la
poliembrionia. Este tipo de poliembrionia se basa en la fecundacion de mas de un
arquegonio por semilla, pudiendo variar el numero de arquegonios entre uno y siete en
algunas especies de pinos (Klimaszewska y col., 2007). La fecundaciéon de multiples
arquegonios por diferentes granos de polen origina multiples embriones cigdticos
genéticamente diferentes. Conjuntamente, la poliembrionia de particion ocurre en las
especies de pino, donde el embrion procedente de cada fecundaciéon produce cuatro
embriones genéticamente idénticos. La ES en muchas especies de coniferas esta restringida
a embriones cigdticos inmaduros, siendo su posible origen los embriones cigoticos
subordinados (Becwar y col., 1991; Percy y col., 2000; Pullman y Johnson, 2002), por lo
que podrian generarse cultivos con mezcla de genotipos (Park, 2002). La fidelidad genética
es un factor muy importante para la aplicacion de ES en silvicultura clonal, por lo que seria
necesario el empleo de marcadores genéticos para verificar la posible heterogeneidad de
genotipos. Si existiese evidencia de heterogeneidad genética dentro de una linea
seleccionada, habria que iniciar lineas isogénicas a partir de embriones somaticos maduros,

mediante embriogéneis secundaria, para asegurarnos la fidelidad genética (Park, 2002).

La utilizacion de semillas maduras evitaria el inconveniente de obtener mezcla de
genotipos al proceder de un tGnico embrion. Ademds, pueden almacenarse durante largos
periodos de tiempo sin cambios apreciables en la respuesta embriogénica, y asi permitir
una independencia sobre la floracion irregular y las restricciones ocasionadas por la
ventana de respuesta de los embriones inmaduros durante el afio (Garin y col., 1998;
Klimaszewska y Cyr, 2002; Zoglauer y col.,, 2003). Se ha descrito la obtencion de
embriogénsis somatica en embriones cigoticos maduros aislados en Pinus sylvestris
(Hohtola, 1995), Pinus nigra (Salajova y col., 1995; Radojevic y col., 1999), Pinus
koraiensis (Bozhkov y col., 1997), Pinus strobus (Garin y col., 1998), Pinus taeda (Tang y
col., 2001), Pinus kesiya (Deb y Tandon, 2002), Picea glauca (Tremblay, 1990), Picea
mariana (Cheliak y Klimaszewska, 1991), Picea abies (Ramarosandratana y van Staden,
2003) o Abies fraseri (Guevin y Kirby, 1997).
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Las frecuencias de induccion suelen ser inferiores a las obtenidas en embriones
cigdticos inmaduros, lo que podria estar relacionado con el pequefio nimero de embriones
subordinados que sobreviven a la maduracion de las semillas (Gupta y Durzan, 1986; Tang
y col., 2001; Bozhkov y col., 1997). Se ha descrito que el tejido embriogénico se origina
predominantemente a partir de la region de transicion entre el hipocétilo y los cotiledones,
asi como en restos de suspensor que pudieran permanecer. En Picea abies, se estudi6 la
respuesta embriogénica de diferentes secciones transversales del embrion cigdtico maduro,
observandose que dicha region de transicion proporcionaba las mayores frecuencias de
induccion en presencia de reguladores, indicandose una gran actividad meristematica en

esta region (Ramarosandratana y van Staden, 2003).

Nagmani y Bonga (1985) obtuvieron cultivos embriogénicos haploides en Larix

decidua a partir de la induccion de ES en tejido del megagametofito.

Existen trabajos referidos a la formacién de embriones somaticos a partir de tejido no
embrionario. En Picea glauca a partir de cotiledones de plantulas de 12 y de 30 dias en
Picea mariana (Attree y col., 1990). En Pinus caribaea se obtuvieron respuestas
embriogénicas a partir de aciculas de plantulas de 3 meses (Berlyn y col., 1991), de 6
meses en Pinus kesiya (Deb y Tandon 2002) y de 1 afio en Picea abies (Ruaud y col.,
1992).

Nagmani y col., (1995), sefialaron que habria que determinar el potencial
embriogénico existente en tejidos meristematicos en arboles adultos, como por ejemplo el
cambium, brotes vegetativos y reproductivos, estrobilos femeninos inmaduros. Bonga
(1996) describio el desarrollo de estructuras similares a embriones a partir de yemas
apicales de arboles adultos de Larix decidua y L. x eurolepis. También se ha descrito la
obtencion de embriones somaticos a partir de nédulos inducidos en yemas de L. decidua,
siendo estos embriones incapaces de formar raices funcionales (Bonga, 2004). Las
referencias de induccion de embriogénesis somatica en material adulto en el género Pinus
son todavia escasas, como la patente sobre Pinus pinaster, citada en Ramarosandratana y
col., (1999), y la induccioén en apices vegetativos de arboles adultos en Pinus radiata
(Smith, 1999), Pinus kesiya (Malabadi y col., 2004) y Pinus patula (Malabadi y van
Staden, 2005a).
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Los componentes del medio nutritivo y las condiciones de cultivo también
influyen en la respuesta embriogénica. En coniferas, los medios de cultivo mas utilizados
se basan en las siguientes formulaciones: DCR (Gupta y Durzan, 1985); BM3 (Gupta y
Durzan, 1985), MSG (Becwar y col., 1990); P6 (Teasdale y col., 1986) modificado por
Pullman y Johnson (2002) y denominado 505; WVS5 (Coke, 1996); LV (Litvay y col.,
1985) modificado por Klimaszewska y col., (2001) y denominado mLV; LP (Lepoivre
mod. por Aitken-Christie, 1984); y VE (von Arnold y Eriksson, 1981). Estos medios
pueden suplementarse con fuentes de nitrogeno orgédnico (L-glutamina, hidrolizado de
caseina o mezcla de diferentes aminodcidos), PGRs, y otros aditivos como carbdn activo
(CA), nitrato de plata, biotina, acido folico, inhibidores de giberelinas, 4cidos orgénicos o
vitaminas E y B12 (Klimaszewska y col., 2007; Pullman y Johnson, 2002; Pullman y col.,
2003b, 2005a y b, 2006; Toering y Pullman, 2005). La fuente de carbono utilizada
habitualmente es la sacarosa, a una concentracion entre el 1 y el 3%. En coniferas,
generalmente, se utilizan medios de cultivo solidos para la iniciacion de cultivos
embriogénicos siendo el agente gelificante mas utilizado el «gellan gum», comercializado
como Gerlite® o Phytagel™, aunque algunos autores han iniciado respuestas

embriogénicas en medios de cultivo liquidos (van Winkle y Pullman, 2005; Pullman y

Skryabina, 2007).

Los reguladores del crecimiento empleados normalmente son las auxinas 2,4-D
(4cido 2,4-diclorofenoxiacético) y NAA (acido 1-naftalenacético), y la citoquinina BAP (6-
bencilaminopurina), aunque existen trabajos en los que se ha empleado otro tipo de
reguladores como el CPPU (N-(2-cloro-4-piridil)-N’-fenilurea) (Park y col., 2006), TDZ
(Guevin y Kirby, 1997), brasinoesteroides (Pullman y col.,, 2003¢c) e incluso ABA
(Pullman y col., 2003b).

La extrusiéon del tejido embriogénico tiene lugar a partir del micropilo del
megagametofito completo, entre las 2 y las 16 semanas de cultivo. Durante este tiempo, el
material permanece en el mismo medio de iniciacién y puede, o no, ser subcultivado a

medio fresco. Los cultivos se mantienen en oscuridad a 23-25°C durante todo el proceso.

Se han estudiado en varias especies el control genético de la iniciacion de ES y sus

implicaciones en los programas de mejora (MacKay y col., 2006). Las frecuencias de
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iniciacion muestran gran variabilidad entre las distintas familias de semillas (Cheliak y
Klimaszewska 1991; Park y col., 1993; Percy y col., 2000; Klimaszewska y col., 2001;
Miguel y col., 2004; Niskanen y col., 2004; MacKay y col., 2006; Lelu-Walter y col.,
2008), en funcién de los medios de cultivo y procedimientos. Estos estudios proporcionan
una evidencia del fuerte efecto genético aditivo en la iniciacion de ES (Park y col., 1993,
1994; MacKay y col., 2006), apoyando la hipdtesis de que las tasas de iniciacion pueden
ser mejoradas en los planes de mejora. Hay evidencia del fuerte control materno en la
iniciacion de las respuestas embriogénicas. La seleccion del arbol madre mas favorable ha
sido propuesta para mejorar la respuesta de iniciacion de ES (Niskanen y col., 2004;
MacKay y col., 2006). La seleccion de genotipos de amplio espectro para la capacidad de
iniciacion, como darboles madre en cruzamientos controlados, podria ser util para

incrementar el nimero de genotipos capturados en programas de mejora.

PROLIFERACION Y MANTENIMIENTO:

La formacion continua de estructuras pre-embriogénicas mediante el proceso de

poliembrionia de particion permite la multiplicacion del material embriogénico.

Algunos investigadores no discriminan entre la extrusion de material embriogénico y
la iniciacion de la respuesta embriogénica, comunicando altos porcentajes de iniciacion.
Frecuentemente, las masas embriogénicas iniciadas pierden su capacidad proliferativa con
el tiempo en cultivo; por lo tanto, hay que diferenciar entre la extrusion inicial y el

crecimiento continuo en el tiempo de las masas extruidas. (Becwar y Pullman, 1995).

Una vez se ha iniciado la respuesta embriogénica, las MES se transfieren a medio de
cultivo fresco para su proliferacion, con diversas frecuencias segun autores. El medio de
cultivo de proliferacion puede tener la misma composicion que el medio de iniciacion o
variar su composicion, reduciéndose a menudo la concentracion de auxinas y citoquininas.
La frecuencia del subcultivo del material embriogénico se realiza generalmente cada dos

semanas, manteniéndose los cultivos en oscuridad a 23-25°C.

Con la aplicacién de una técnica de dispersion de las masas embriogénicas mediante

la agitacion vigorosa en medio de cultivo liquido (aproximadamente 50-300 mg en 4-5 ml
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de medio) y posterior filtrado con vacio de la suspension a través de disco de papel de
filtro, se consigue incrementar el peso fresco del cultivo embriogénico en menor tiempo
(Klimaszewska y Smith, 1997; Percy y col., 2000; Lelu-Walter y col., 2006). El cultivo del
disco de papel con las células adheridas a su superficie rinde del orden de 2 a 4 g de masa

embriogénica fresca después de dos semanas de cultivo (Klimaszewska y col., 2007).

Las masas embriogénicas se caracterizan atendiendo a diferentes morfotipos en
funciéon del ntimero de agregados celulares presentes en las masas, las estructuras
embrionarias que muestran, y el desarrollo y organizacion de los suspensores
(Ramarosandratana y col., 2001a; Breton y col., 2005). Breton y col., (2002) distingue tres
morfotipos: el liso, como masas con cabezas embrionarias poco desarrolladas; el granular,
como masas nodulares con embriones con cabezas mas desarrolladas y suspensores cortos
y gruesos; el picudo, como masas con embriones con cabezas desarrolladas y suspensores
largos y gruesos; definiéndose también morfotipos intermedios. El desarrollo de estos
morfotipos parece depender del genotipo, aunque en ocasiones pueden observarse cambios

no controlados de morfotipo en determinados genotipos a lo largo del cultivo.

Se ha observado que el subcultivo prolongado de los tejidos embriogénicos puede
ocasionar la perdida de su capacidad embriogénica (Breton y col., 2006), generar
variaciones somaclonales (cambios genéticos o epigenéticos) (Berlyn y col., 1986, Fourré
y col.,, 1997; Tremblay y col.,, 1999), afectar la integridad del embrién durante el
desarrollo, ademas del riesgo de perder los cultivos por contaminacion. Una solucién a
estos problemas se consigue con la crioconservacion del material nada mas iniciarse la

respuesta embriogénica (Cyr, 2000; Higman y col., 2000).

También se han descrito trabajos en los que el establecimiento y crecimiento de
cultivos embriogénicos se realizan en suspension en medio liquido: Picea abies (Boulay y
col., 1988; Find y col., 1998a), Picea glauca (Hakman y von Arnold, 1988; Dong y
Dunstan, 1994), Picea sitchensis (Krogstrup, 1990), Picea glauca-engelmannii y Picea
mariana (Lulsdorf y col., 1992; Klimaszewska, 1995), Pinus nigra (Salaj y col., 2007a),
Pinus pinaster (Miguel y col., 2001), Pinus strobus (Finer y col., 1989), Pinus taeda
(Silveira y col., 2004; Pullman y Skryabina, 2007), Pseudotsuga menziesii (Gupta y
Timmis, 2005) y Abies nordmanniana (Nergaard y col., 1992).
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MADURACION:

Una vez definida la polaridad del embrién somatico, se inicia su desarrollo hasta el
estado cotiledonar. Durante la maduracion, los embriones somaticos experimentan una
serie de cambios morfoldgicos y bioquimicos, entre los que se desatacan el equilibrio
hormonal, el almacenamiento de sustancias de reserva y la adquisicion de la tolerancia a la
desecacion (von Arnold y col., 2002). Merkle y col., (1995), hacen especial hincapié en la
prevencion de la germinacién precoz de los embriones somaticos en los medios de
maduracion. Segun estos autores la germinacion precoz podria verse controlada mediante
la manipulacion de las condiciones de cultivo, asi como la monitorizacién de los niveles de

compuestos de reserva de los embriones somaticos.

El desarrollo de los embriones cigoticos y los somaticos, se diferencia
principalmente por las condiciones ambientales impuestas durante su desarrollo. Mientras
que en la semilla los embriones cigoticos se desarrollan en el interior del tejido materno,
los embriones somadticos crecen aislados de estas estructuras estando sujetos a las
condiciones impuestas por el cultivo. Segun la revision de Yeung (1995), tanto el ambiente
fisico como el quimico dentro de la semilla afecta al crecimiento y desarrollo de los
embriones cigoticos. Por el contrario, el ambiente en el que los embriones somaticos se
desarrollan no es el Optimo para su desarrollo, teniendo esto que ver con la baja frecuencia
de conversion y la baja calidad de los embriones observada en muchas especies. Esto
anima a reproducir in vitro las caracteristicas unicas del ambiente in ovulo, incluyendo la
composicion hormonal y la osmolaridad, dando como resultado la formulacion de medios

de maduracion adecuados para mejorar el desarrollo de los embriones.

El desarrollo de los embriones en coniferas se inicia con la parada de la capacidad
proliferativa celular, mediante la retirada de auxinas y citoquininas del medio de cultivo y
la aplicacion de ABA (Stasolla y col.,, 2002). La proliferacion excesiva del tejido
embriogénico durante los tratamientos de maduracion es el principal impedimento para que
se complete la diferenciacion de los embriones somaticos (Lelu y col., 1999; Harvengt,
2005). Algunos protocolos aplican tratamientos premadurativos en los que el material,
antes de ser transferido a las condiciones de maduracion, se subcultiva durante una semana
en medios suplementados con CA y sin PGRs (Klimaszewska y Cyr, 2002). El CA altera

las caracteristicas fisico-quimicas del medio de cultivo. Estas alteraciones incluyen el
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oscurecimiento del medio, la adsorcidon de sustancias toxicas o inhibitorias y la adsorcion
de PGRs. Durante la embriogénesis somatica de coniferas, el CA se utiliza generalmente
para adsorber los restos de auxinas y citoquininas procedentes de la fase de proliferacion

(von Aderkas y col., 2002).

En general, la maduracion de los embriones somaticos se logra en medio de cultivo
solido, aunque existen algunos trabajos en los que se cita la obtencidon de la maduracion en
medio de cultivo liquido (Attree y col., 1994; Gupta y Timmis, 1999; Gorbatenko y
Hakman, 2001). Los cultivos se mantienen en condiciones de oscuridad o de baja

intensidad luminosa durante 16 h (aprox. 5 pmol m?s™).

El ABA juega un papel importante en la diferenciacion y maduracion de los
embriones somaticos en coniferas (von Arnold y col., 2002). El crecimiento normal de los
embriones somaticos requiere del aporte exdégeno de ABA, dependiendo su concentracion
de las especies y del genotipo. En las semillas, la mayor fuente de ABA la proporciona el
megagametofito (Kong y col., 1999). A pesar del uso intensivo de este regulador de
crecimiento durante el proceso embriogénico, no se conoce muy bien el papel en la

estimulacion del crecimiento del embrion in vitro (Stasolla y Yeung, 2003).

Se ha propuesto que la aplicacion exodgena de ABA podria:

a) Parar la proliferacion del tejido e iniciar el crecimiento del embrion a través de
alteraciones en la sintesis de nucle6tidos (Ashihara y col., 2001).

b) Disparar cambios en el metabolismo del acido ascérbico. Muchos estudios
muestran que en semillas en desarrollo se requieren altos niveles de acido ascorbico
durante la morfogénesis (Arrigoni y col., 1992).

c) Incrementar la concentraciéon de acido glutamico, glutamina y arginina. La
presencia de estos aminoacidos es necesaria para la acumulacion de sustancias de
reserva durante la embriogénesis somatica (Hakman y col., 1990; Flinn y col., 1991;

Joy y col., 1991).
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d) Promover la acumulacion de lipidos (Hakman y von Arnold, 1988; Feirer y col.,
1989).

e) Promover la sintesis de poliaminas. Altos niveles de poliaminas estan
relacionados con el desarrollo de los embriones somaticos de Picea glauca (Kong y
col., 1999), Picea abies (Santanen y Simola, 1992) y P. glauca x P. englemannii

(Amarasinghe y col., 1996).

Las respuestas del tejido embriogénico en relacion a la aplicacion exodgena de ABA
es genotipo dependiente (Jalonen y von Arnold, 1991; Thompson y von Aderkas, 1992;
Find y col., 1998a; Kong y von Aderkas, 2007). Se ha descrito en Picea glauca x P.
engelmanni que los genotipos con capacidad madurativa mostraron una mayor utilizacion

de ABA exo6geno que los genotipos con menor capacidad (Kong y von Aderkas, 2007).

En la diferenciacion de los embriones somaticos inmaduros hacia un estado
cotiledonar no solo interviene el ABA. La restriccion de la disponibilidad de agua y
nutrientes también juega un papel importante en el desarrollo y la maduracion de los
embriones somaticos de coniferas (Ramarosandratana y col., 2001b). Esta restriccion
puede venir impuesta por el aumento de la osmolaridad del medio de cultivo, el incremento

de la concentracion del agente gelificante o una combinacion de ambos.

El aumento de la osmolaridad en el medio se consigue disminuyendo el potencial
hidrico mediante el empleo de agentes osmoticos. Es comun la aplicacion de altas
concentraciones de carbohidratos en los medios de maduracion, que ademas de
proporcionar una fuente de carbono, actian como osmoticos a dichas concentraciones
(George, 1993; Lipavska y Konradova, 2004). En coniferas, las respuestas de maduracion
varian en funcioén del carbohidrato utilizado segun la especie. Por ejemplo, la sacarosa
ofrecid mejores resultados en Picea glauca, Picea mariana, hibridos de Larix y Larix
laricina (Lelu y col., 1994a; Klimaszewska y col., 1997; Iraqui y Tremblay, 2001). Sin
embargo, la maltosa resulté mejor que la sacarosa en la maduracion de embriones de Abies
nordmanniana y Pinus taeda (Nergaard, 1997; Li y col., 1998). Para la maduracion de los
embriones somaticos también es habitual utilizar un aditivo de alto peso molecular como el
polietilenglicol (PEG), tal es el caso de Picea glauca (Attree y col., 1995); aunque en

algunos casos se han observado efectos adversos en la germinacion, como en Picea abies
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(Bozhkov y col., 1998) y en otras coniferas (Stasolla y col., 2002). Se ha descrito que las
mejores tasas de maduracion se conseguian en Abies nordmanniana, Pinus taeda y Pinus
nigra cuando se empleaba en los medios de maduracion la combinacion de PEG y maltosa

(Nergaard, 1997; Liy col., 1998; Salajova y col., 1999).

Otra alternativa para restringir la disponibilidad de agua y nutrientes en los cultivos
embriogénicos se basa en el incremento de la concentracion del agente gelificante,
determinando un aumento de la dureza del gel. En embriogénesis somatica se utilizan
normalmente dos tipos de agentes gelificantes en los medios de cultivo: «gellan gum»
(Gerlite® o Phytagel™) y agar (Klimaszewska y Smith, 1997). El «gellan gum» es un
polisacarido bacteriano (Pseudomonas elodea) compuesto por acido glucurénico, ramnosa
y glucosa. El agar deriva de algas, representando un espectro de polisacaridos
pertenecientes a la familia de los galactanos. Se han encontrado diferencias en las
caracteristicas fisico-quimicas de los geles en funcion del agente gelificante utilizado.
Estas diferencias han hecho que surjan dudas respecto al efecto del agente gelificante per
se en la maduracion de los embriones somaticos de Pinus strobus. Klimaszewska y col.,
(2000) observaron en esta especie que las respuestas de maduracion eran diferentes en
funcion del agente gelificante empleado, a concentraciones correspondientes a la misma
dureza de gel. Esto sugiere que las diferencias en las propiedades fisico-quimicas
conferidas por los distintos agentes gelificantes puede haber influido en la respuesta de los
cultivos embriogénicos. El «gellan gum» es el agente gelificante mas utilizado en la

maduracion de embriones somaticos del género Pinus.

Klimaszewska y col., (2007) describieron que cuando los embriones somaticos se
desarrollaban en un medio con alta concentracion de agente gelificante, no necesitaban un
tratamiento postmadurativo; ademds, en estos medios de maduracion, los cultivos
embriogénicos no necesitaban transferirse a medio fresco durante todo el periodo, que

puede llegar a durar entre 10-16 semanas.

La reduccion del contenido de agua celular mediante la desecacion parcial también
facilita la maduracion. Se ha descrito que con la desecacion parcial de callos
embriogénicos de arroz se mejoraban las tasas de maduracién y regeneracion (Rancé y

col., 1994). En Pinus patula, la desecacion parcial de las masas embriogénicas hasta un
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contenido en humedad relativa del 47% producia un incremento en el nimero de
embriones somaticos obtenido (Malabadi y van Staden, 2005a) y en Pinus kesiya, con el
mismo método, la reduccion en el contenido de humedad hasta el 52% también originaba

este incremento (Malabadi y col., 2004).

Se ha observado que el estrés causado por la ausencia de nutrientes puede ejercer un
efecto regulador en el desarrollo de los embriones somaticos (Fernandez-Guijarro y col.,
1994; von Aderkas y Bonga, 2000). La inmersion transitoria, sistema de cultivo en medio
liquido de importante desarrollo en los Ultimos afios, tiene su base en la deplecion de
nutrientes, mostrando grandes posibilidades para regular el desarrollo en medio liquido de
embriones somaticos de diferentes especies, sincronizando los cultivos, impidiendo la
aparicion de embriogénesis secundaria y estimulando la maduracion (Cabasson y col.,

1997; Etienne y col., 1997).

En coniferas, ademas del cultivo en medio sélido de masas embriogénicas, se puede
aumentar la produccion de embriones somaticos maduros con la disgregacion previa al
cultivo de las masas embriogénicas en medio de cultivo liquido, como ya se ha descrito en
la fase de proliferacion/mantenimiento (Klimaszewska y col., 2007). Lelu-Walter y col.,
(2006) optimizaron las respuestas de maduracion en Pinus pinaster homogeneizando el
tejido embriogénico junto con CA. Estos autores consideraron que el cubrir las células con
particulas de CA producia un efecto beneficioso, relacionado con su capacidad de
adsorcion de reguladores del crecimiento residuales utilizados en la proliferacion (von
Aderkas y col., 2002); y debido a sus propiedades higroscopicas, el CA limitaria la
disponibilidad de agua en los cultivos (Klimaszewska y Smith, 1997; Klimaszewska y col.,

2000).

Generalmente, el crecimiento proliferativo del tejido embriogénico de coniferas se
mantiene con la aplicacion exdgena de auxinas a concentraciones inferiores a las
necesarias para la induccion. Sin embargo, se ha descrito que en algunas especies de Abies
no es necesaria la aplicacion exodgena de auxinas ya que podrian sintetizarlas
endogenamente. Find y col., (2002), describieron que la proliferacion activa del tejido
embriogénico en las condiciones de maduracion, dificultaba el desarrollo de los embriones
somaticos de Abies nordmanniana, lo que estaria relacionado con los niveles endogenos de

auxinas. Por ello, tratamientos con agentes anti-auxinicos, como el PCIB (4cido 2-(p-
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clorofenoxi) 2-metilpropidnico), en combinacion con ABA fueron efectivos para controlar
la proliferacion continuada y mejorar las tasas de maduracion. Por el contrario, en Pinus
pinaster la inhibicion de la proliferacion por anti-auxinas no era efectiva en la maduracion

de los embriones somaticos (Breton y col., 2006).

Se ha descrito que la produccion de etileno por los cultivos embriogénicos, puede
ocasionar efectos deletéreos durante la morfogénesis. El etileno es un regulador del
crecimiento gaseoso presente en las semillas en desarrollo a baja concentracion. El nimero
y la calidad de los embriones somaticos generados en Picea glauca se veia afectado por el
incremento en la produccion de etileno (Kong y Yeung, 1994). Se ha mostrado que los
embriones cultivados en presencia de altos niveles de etileno presentaban anormalidades
estructurales en el meristemo apical, afectando al crecimiento postembriogénico y, por
tanto, a la regeneracion de plantas. La adicion al medio de compuestos inhibidores de su
sintesis (amino-etoxi-vinil-glicina) o de su accidén (nitrato de plata) conducia a un
incremento en el nimero y calidad de los embriones somaticos en Picea glauca (Kong y
col., 1999). Una aireacion controlada de los recipientes de cultivo durante la maduracion, o
la apertura regular de los envases en un ambiente estéril permitiria una reduccién en la

acumulacion del etileno en los cultivos (Stasolla y col., 2003).

El nivel de organizacion de los cultivos embriogénicos se relaciona con la
maduracion de los embriones somaticos, estando también relacionado con el genotipo
(Jalonen y von Arnold, 1991; Fourré y col., 1997; Egertsdotter y von Arnold, 1998; Lelu-
Walter y col., 2006). Breton y col., (2005) indicaron que la capacidad de maduracion de los
embriones somaticos venia determinada por el morfotipo de los cultivos embriogénicos en
Pinus pinaster, obteniéndose una mayor produccion de embriones maduros en el morfotipo

picudo que en el morfotipo liso-granular.

EMBRIOGENESIS SOMATICA SECUNDARIA:

En embriones somaticos maduros se puede reiniciar tejido embriogénico y por tanto,
obtener embriogénesis somadtica secundaria. En la actualidad existen muy pocas especies
de coniferas en las que se haya logrado este proceso, entre ellas algunas especies del
género Pinus como el P. strobus, P. banksiana y P. pinaster (Park, 2002; Klimaszewska y
col., 2009).
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La obtencion de embriogénesis secundaria resulta de gran interés para conseguir la
integridad genética en las lineas obtenidas por embriogéneis somatica, particularmente en
pino, ya que en una semilla pueden existir embriones cigdticos con diferentes genotipos
provenientes de la polinizacién de los arquegonios (Park, 2002). También permite el re-
establecimiento de lineas embriogénicas cuando los cultivos embriogénicos iniciales han
perdido su capacidad morfogénica, cuando los cultivos crioconservados se han
contaminado o cuando se dispone de un stock reducido de material embriogénico

(Klimaszewska y col., 2009).

Klimaszewska y col.,, (2007) indicaron que la reiniciacion de embriogénesis
secundaria en P. strobus y P. pinaster, pudiendo necesitar entre 6-8 semanas de cultivo,
venia precedida de la formacion de callo sobre la totalidad del embridon somatico, seguida
de la aparicion de embriones somaticos tempranos en grupo o independientes que surgian

en la superficie del callo.

GERMINACION Y CONVERSION EN PLANTA:

La embriogénesis somatica es un proceso complejo, en el que la calidad, la
supervivencia y el crecimiento de las plantas somadticas regeneradas dependen de las
condiciones utilizadas en las fases anteriores. Solamente los embriones somaticos maduros
con morfologia normal, con suficientes sustancias de reserva acumuladas y que hayan
adquirido tolerancia a la desecacidon, podran germinar y convertirse en plantas con éxito
(von Arnold y col., 2002). La germinacién conlleva el desarrollo coordinado del tallo y la
raiz, mientras que la conversion se refiere a la supervivencia de las plantulas germinadas

en condiciones ex vitro.

Ciertos aspectos de las condiciones de cultivo, tales como acumulacion de ABA,
residuos de los componentes osmoticos utilizados asi como el régimen de cultivo durante
la maduracion, pueden inhibir la germinacion de los embriones. Por ello, pueden
necesitarse tratamientos postmadurativos que promuevan la elongacion de la raiz y del
brote apical. Ya que uno de los problemas asociados con el desarrollo de los embriones
después de la maduracién, puede estar relacionado con la ausencia de un régimen de
desecacion programado, similar a lo requerido por los embriones cig6ticos, un tratamiento

de desecacion parcial de los embriones somadticos puede mejorar la sincronizacion del
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crecimiento de la raiz y el tallo. Sobre todo, en cultivos que han requerido altos niveles de
ABA para promover una apropiada acumulacion de sustancias de reserva, pueden necesitar
periodos mas largos de desecacion parcial para reducir los niveles de ABA endogenos y
obtener un buen desarrollo posterior del embrion (Merkle y col., 1995; Dronne y col.,
1997, Stasolla y col., 2002). Lelu y col., (1994b) en Larix x leptoeuropaea observaron que
una desecacion relativamente rapida hasta el 59% de humedad relativa, no tenia un efecto
deletéreo en la germinacion posterior de los embriones solamente si se realizaba a 4°C,
acentuando el efecto beneficioso de la baja temperatura en la desecacion parcial. Sin
embargo, otros estudios indican que los tratamientos de desecacion parcial pueden no ser
necesarios en todas las especies si el contenido hidrico de los embriones maduros es lo
suficientemente bajo al final del periodo de maduracion, lo que puede ocurrir en medios

con alto contenido en agentes gelificantes (Klimaszewska y Cyr, 2002).

Durante la maduracion, las condiciones de cultivo pueden inducir la dormicion de los
embriones somaticos, siendo necesarios tratamientos especificos semejantes a los aplicados
en los embriones cigdticos para estimular la germinacion de los embriones, tales como el
almacenamiento en frio o la adicion de PGRs como el acido indolbutirico o las giberelinas
al medio de cultivo. Otros tratamientos como la aplicacion de citoquininas pueden también
aumentar el desarrollo de los embriones cuando se transfieren a las condiciones de

germinacion (Merkle y col., 1995).

La germinacion de los embriones somaticos se lleva a cabo en medio de cultivo
solido, con sacarosa, sin PGRs, y pueden o no contener una fuente de nitrogeno organico y
carbon activo. Si la maduracion de los embriones somaticos se ha realizado en medios con
alta concentracion de gelificante, el medio de germinacion deberia contener
concentraciones algo mas bajas, para prevenir la hiperhidricidad en las plantas
regeneradas. Los cultivos se mantienen, normalmente, en oscuridad o en luz tenue durante
los primeros 7-10 dias antes de su exposicion a la luz. Esto asegura la elongacion de los
hipocétilos y reduce la sintesis de antocianinas, abundantes en embriones somadticos
maduros de Pinus strobus y Pinus pinaster (Klimaszewska y col., 2007). La orientacion de
los embriones durante la germinacioén también es un factor que influye en el desarrollo de
la raiz. Becwar y col., (1989) obtuvieron mejores respuestas de germinacion en Picea abies
cuando inclinaban los embriones somaticos durante la germinacion o cuando clavaban los

cotiledones en el medio de cultivo gelificado y luego invertian el tubo. Esta orientacion de
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los embriones permite la toma de las sustancias nutritivas del medio de cultivo (al igual
que hacen los embriones cigoticos dentro del megagametofito), la mejor aireacion de la
raiz y la menor resistencia para el crecimiento de ésta. Klimaszewska y col., (2001) y Lelu-
Walter y col., (2006) optimizaron la germinacion de los embriones somaticos de algunas
especies de Pinus, disponiendo los embriones horizontalmente en contacto con el medio en

placas Petri inclinadas un angulo de 40-45°, y con los hipocétilos orientados hacia abajo.

En coniferas, la germinacion se completa con la elongacion del epicétilo y el
desarrollo de las aciculas, que sucede después de las 12 o 16 semanas, dependiendo de las

especies (Klimaszewska y Cyr, 2002).

Las condiciones de cultivo in vitro aportan a las plantas condiciones de alta humedad
relativa, baja intensidad luminica y ausencia de microorganismos (Merkle y col., 1990;
Pierik, 1990). Estas condiciones hacen que las plantas regeneradas presenten una cuticula
poco desarrollada y un funcionamiento anormal de los estomas, por lo que se produce una
mayor transpiracion cuando se transfieren a condiciones ex vitro (Merkle y col., 1995).
Ademas, suelen ser plantas fotosintéticamente poco activas, y susceptibles de ser atacadas
por microorganismos. Todas estas caracteristicas hacen que su supervivencia se vea
comprometida reduciéndose la tasa de conversion. En general, el sometimiento de las
plantas a un proceso paulatino de endurecimiento para su aclimatacion, usando condiciones
de humedad relativa decrecientes y una mayor intensidad luminosa, permite el incremento
en las tasas de conversion (Atree y col., 1990). No obstante, la aclimatacion de las plantas

micropropagadas es una de las grandes limitaciones de la micropropagacion.

Al igual que la fase de iniciacion de la embriogénesis, las fases de proliferacion,
maduracién y germinacién también se encuentran bajo cierto control genético. Se ha
descrito que el control genético aditivo va disminuyendo segiin se avanza en el proceso,
estando mas limitada la posibilidad de realizar mejora en las fases de maduracion o

germinacion que en la de iniciacion (Park y col., 1994,1998).
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1.6. CRIOCONSERVACION

La crioconservacion se basa en el almacenamiento de material bioldgico a
temperaturas de nitrogeno liquido (-196°C), temperatura a la que se detienen las divisiones
celulares y los procesos metabolicos. La conservacion de células, tejidos y organos
vegetales en nitrogeno liquido (NL) permite el almacenamiento, tedricamente por tiempo
indefinido, con las ventajas afnadidas de la reduccion de la erosion genética, minimo
espacio necesario, su aplicacion en semillas ortodoxas y recalcitrantes, conservacion de la

variacion inter e intrapoblacional y riesgo minimo de enfermedades (Gradual y col., 1997).

La integracion de la embriogénesis somatica en la silvicultura operativa, supone la
multiplicacion de los genotipos deseados a gran escala, y la conservacion de los clones
superiores sin cambios genéticos o pérdida de capacidad de regeneracidon mientras se
realizan los ensayos clonales (Hédggman y col., 2000). La crioconservacién de tejidos
embriogénicos en coniferas se aplica exclusivamente en cultivos en fase proliferativa,
aunque también se ha demostrado la posibilidad de crioconservar embriones cigdticos y
somaticos (Cyr, 1999). Sin embargo, la aplicacion a gran escala en cultivos embriogénicos
estd restringida segun la capacidad de recuperacion del crecimiento, que es genotipo

dependiente.

La crioconservacion de lineas embriogénicas permite:

e Prevenir la pérdida del potencial embriogénico (juvenilidad y regenerabilidad),
ocasionada por los subcultivos prolongados.

e Prevenir la posible variaciéon somaclonal generada por el mantenimiento de los
cultivos embriogénicos en crecimiento activo.

¢ Disminuir el riesgo de contaminacion tras los subcultivos.

e Almacenar un elevado nimero de genotipos hasta obtener los resultados de los test
de progenie.

e Conservar genes a largo plazo de embriones somaticos iniciados a partir de arboles

selectos en programas de mejora.
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Hasta hoy, la experiencia y los articulos sobre los efectos de la crioconservacion son
limitados, asi como los ensayos de fidelidad genética del material crioconservado. Aun asi,
los test de progenie del material regenerado se han desarrollado en unas pocas especies
como Picea glauca, Picea glauca engelmannii, Picea abies, Pseudotsuga menziesii y Pinus

radiata (Haggman y col., 2000).

Héaggman y col., (2000) describen dos protocolos de crioconservacion:

1. Protocolo clasico: consiste en enfriar el material, pretratado con crioprotectores,

aplicando descensos de temperatura paulatinos en un corto periodo de tiempo hasta
alcanzar una temperatura predefinida, seguido de la inmersion en NL. Este protocolo fue
disefiado por Kartha y col., (1988) para la crioconservacion de cultivos embriogénicos de
Picea glauca, empleandose en la actualidad, con ligeras modificaciones, en cultivos
embriogénicos de coniferas.

2. Protocolos alternativos: basados en procesos de vitrificacion, que consisten en la

deshidratacion de las células mediante osmoticos y/o aire, y posterior congelacion rapida
en NL. En coniferas, el primer protocolo de vitrificacion fue disefiado por Touchell y col.,

(2002) en cultivos embriogénicos de Picea mariana.

Hay que tener en cuenta una serie de parametros en la crioconservacion del material
embriogénico, como el estado fisiologico del material de partida, la densidad celular en las
suspensiones, la deshidratacion mediante osmoéticos previa a la congelacion, la utilizacion
de crioprotectores de las membranas celulares, y el régimen aplicado en el enfriamiento y

descongelacion (Zoglauer y col., 2003).

En coniferas se ha descrito que para una O6ptima recuperacion de células viables tras
la crioconservacion, se han de seleccionar previamente cultivos con crecimiento activo
(Kartha y col., 1988; Hargreaves y Smith, 1992), ya que las células con este tipo de
crecimiento son de pequefio tamafo, citoplasma denso y bajo contenido en agua,
caracteristicas relacionadas con las células con capacidad embriogénica. Se ha observado
que las células del suspensor en los cultivos embriogénicos no resisten al proceso de
crioconservacion debido a su alta vacuolizacion (Gupta y col., 1987; Lainé y col., 1992;

von Arnold y col., 1995; Find y col., 1998b; Higgman y col., 1998). La recuperacion del
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crecimiento tras la crioconservacion, también depende de la densidad de las suspensiones
celulares en los precultivos. Find y col., (1998b) observaron una baja recuperacion del
crecimiento tanto con densidades celulares suboptimas, relacionado con la presencia de un
bajo nimero de células con citoplasma denso, como con densidades celulares
supradptimas, ya que la recuperacion del crecimiento posiblemente podria verse afectada
por una elevada concentraciéon de sustancias nocivas liberadas por las células dafiadas

durante la crioconservacion.

El material embriogénico, antes de ser crioconservado, debe preservarse
sometiéndolo a una serie de tratamientos orientados a la disminucidn del contenido de agua
intracelular, ya que el enfriamiento lento de los cultivos provoca la formacion de cristales
de hielo intracelulares, produciéndose dafios en las membranas y paredes celulares. La
estrategia utilizada habitualmente consiste en la retirada del agua intracelular mediante el
incremento de la osmolaridad de la suspension celular, seguido de la adicion de un agente
crioprotector (Gupta y col.,, 2005). Para el incremento de la osmolaridad se utilizan
carbohidratos como la glucosa, o azlcares alcoholes como el sorbitol, ampliamente
utilizado en cultivos embriogénicos de coniferas (Cyr, 1999). El precultivo se lleva a cabo
en oscuridad, durante un periodo de 18- 24 h y a temperatura ambiente. Momentos antes de
la congelacion se anade el agente crioprotector a la suspension celular precultivada con
sorbitol, utilizandose habitualmente el dimetil sulféxido (DMSO), hasta alcanzar una
concentracion final en la suspension del 5-10% (Klimaszewska y col., 1992; Higgman y
col., 2000); el glicerol o el PEG también se utilizan como agentes crioprotectores pero con
menor frecuencia. El DMSO se caracteriza por su bajo peso molecular, su estructura polar
y la capacidad de formar uniones hidropodnicas. Todo ello permite su penetracion en la
célula, sustituyendo una parte del agua intracelular y protegiendo, por tanto, las
membranas bioldgicas (Zoglauer y col., 2003). EI DMSO debe afadirse poco a poco
debido al estrés osmoético que pueda causar a las células. También se han utilizado
combinaciones de crioprotectores como la mezcla de glucosa, PEG y DMSO en Picea
abies, Pinus taeda, Pinus sylvestris y en hibridos de Abies cephalonica, mejorando los
resultados de recuperacion del crecimiento frente al empleo de un solo crioprotector

(Gupta y col., 1987; Higgman y col., 1998; Aronen y col., 1999).

41



1. Introduccion

Después de la crioproteccion de los tejidos embriogénicos, se lleva a cabo la
crioconservacion mediante una congelacion lenta, siendo muy importante la velocidad de
enfriamiento. Higgman y col., (2000) indicaron que el enfriamiento debia ser lo
suficientemente lento como para permitir una deshidratacion que evitara la formacion de
hielo intracelular, y lo suficientemente rapido como para reducir cualquier dafio

ocasionado por el incremento en la concentracion de solutos en el interior de la célula.

Se ha descrito que la tasa de enfriamiento suele ser de 0,3-0,5°C min”' hasta alcanzar
una temperatura final de aproximadamente -40°C (Cyr, 1999). Estas tasas se consiguen
mediante la utilizacion de congeladores programables, aunque existen variantes que
incluyen programas de congelacion mas complejos, disefiados para compensar cambios de
temperatura durante la fase de transicion (Cyr y col., 1994), y protocolos de congelacion
simplificados (Hargreaves y col., 1999; Ford y col., 2000a y b, Lelu-Walter y col., 2006;
Salaj y col., 2007b). El método simplificado implica la incubacioén de los crioviales con las
suspensiones celulares en unos recipientes que contienen isopropanol, comercializados
como «Nalgene Cryo 1°C Freezing Container», durante 1-2 h a -80°C, lo que proporciona
una tasa de enfriamiento de 0,99°C min™". Una vez alcanzada la temperatura final definida,
los crioviales se almacenan en nitrogeno liquido pudiendo permanecer en estas condiciones
por tiempo ilimitado. Klimaszewska y col., (2007) indicaron no haber observado efectos

deletéreos en material de Pinus strobus crioconservado durante 7 afios.

La recuperacion de los cultivos requiere una descongelacion rapida de los crioviales,
incubandolos en agua a unos 37°C durante 1-2 minutos. Después de la descongelacion los
agentes crioprotectores deben ser eliminados debido a su efecto citotoxico, bien
depositando los cultivos sobre varios discos de papel de filtro que absorben la solucién
crioprotectora (Hargreaves y col., 2002; Salaj y col., 2007b), o bien filtrando mediante
vacio el exceso de dicha solucion (Park y col., 1994; Lelu-Walter y col., 2006), existiendo
trabajos en los que ademas los cultivos se lavan con medio liquido (Haggman y col., 2000;
Mathur y col., 2003). Después de la eliminacion del agente crioprotector, los cultivos se
transfieren a medio de cultivo sélido de proliferacion donde permanecen 24-48h, y

posteriormente se transfieren al mismo medio de cultivo fresco.

42



1. Introduccion

La recuperacién del crecimiento de los cultivos se caracteriza por una fase de
latencia que puede durar desde unos dias a varias semanas, dependiendo de la especie y del
genotipo (Haggman y col., 2000). Hargreaves y col., (2002) indicaron que en Pinus radiata
se conseguia reducir la fase de latencia utilizando cultivos nodriza, existiendo algunas
lineas embriogénicas que Uinicamente se recuperaban en presencia de estos cultivos. Los
cultivos nodriza consistian en el cultivo del tejido crioconservado sobre masas
proliferativas de genotipo diferente separados por una malla de nylon. El tejido nodriza
actuaria facilitando la aireacion del tejido recuperado, la retirada de los crioprotectores, y
la absorcion de compuestos liberados por las células dafiadas durante la criconservacion.
También sugirieron que los compuestos extracelulares excretados por el tejido nodriza al

medio serian beneficiosos en la recuperacion y desarrollo de los embriones.

La regeneracion tras la congelacion, se origina a partir de las células embriogénicas
caracterizadas por tener citoplasma denso, y que han sobrevivido al pretratamiento y la
congelacion. Se considera que este proceso permite seleccionar una poblacion celular mas
homogénea (permanencia de las células embrionales y eliminacion de las células
vacuoladas), incrementandose por ello el potencial embriogénico de los cultivos (Park y
col., 1999; Engelmann, 2004). Higgman y col.,, (2000) también indicaron que la
crioconservacion podia mejorar o facilitar la maduracion de los embriones somaticos en

algunas especies.

Se han descrito diferencias en las respuestas de recuperacion en funcion del genotipo
en especies como Abies nordmanniana (Nergaard y col., 1993a), Picea abies (Norgaard y
col., 1993b), Pinus sylvestris (Hiaggman y col., 1998) y Abies cephalonica (Aronen y col.,
1999). Park y col., (1994) indicaron que estas diferencias no solamente serian atribuibles al
genotipo sino también a la calidad de los cultivos, como en Picea glauca; o a la
composicion y morfologia celular de los tejidos durante el precultivo, como en Picea abies

y Picea sitchensis (Find y col., 1998b).
Como se ha comentado anteriormente, la crioconservacion permite el

almacenamiento de los cultivos por tiempo ilimitado preservandose su estabilidad genética.

No obstante, se recomienda comprobar la fidelidad genética del material recuperado, ya
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que podrian producirse variaciones genéticas atribuibles a la actividad de los

crioprotectores como el DMSO (Aronen y col., 1999).

Bésicamente se han llevado a cabo estudios morfoldgicos de los cultivos para la
deteccion de una posible variacion. Se ha descrito en hibridos de Abies cephalonica, Larix
X eurolepis, Picea abies, Pinus caribaea y Pinus sylvestris que la crioconservacion no
afecta a las caracteristicas morfologicas de los cultivos ni de las plantas regeneradas
(Klimaszewska y col., 1992; Lainé y col., 1992; Nergaard y col., 1993b; Higgman y col.,
1998; Aronen y col., 1999). Park y col., (1998) evaluaron morfolégicamente tanto el
desarrollo in vitro de cultivos embriogénicos de Picea glauca crioconservados durante 3 y

4 afnos, como su crecimiento ex Vitro, demostrando su estabilidad.

Existen muy pocos trabajos que utilicen marcadores de ADN para la deteccion de
variabilidad genética como resultado de la crioconservacion. En Picea glauca engelmanni
se utilizaron RFLPs, no observandose evidencias de variacion somaclonal (Cyr y col.,
1994). Tampoco se encontraron variaciones con el empleo de marcadores de ADN tipo
RAPDs en cultivos crioconservados de Pinus sylvestris (Higgman y col., 1998). Sin
embargo, De Verno y col., (1999) detectaron con estos marcadores variaciones genéticas
en algunas linecas embriogénicas de Picea glauca después de 2 y 12 meses de su
recuperacion, no observandose que estas variaciones afectaran a los correspondientes
arboles regenerados. Estos autores sugirieron que el tejido embriogénico podria estar
constituido por una mezcla de células alteradas y no alteradas genéticamente, de manera
que las células que no sufrian alteraciones eran las que se regeneraban y eran capaces de
diferenciar embriones somaticos normales y por tanto regenerar arboles sin variaciones

genéticas.

1.7. FIDELIDAD CLONAL

La propagacion vegetativa permite generar progenies en las que se captura todo el
potencial genético, aditivo y no aditivo, del progenitor. Sin embargo, cuando aparece
variabilidad intraclonal muchas de las ventajas de la propagacion vegetativa se ven
reducidas. Por ello, para cualquier método de propagacioén vegetativa que se aplique, es

muy importante que se mantenga la fidelidad clonal (Park y col., 1998).
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Las técnicas de cultivo de tejidos pueden causar variacion somaclonal, observables
fenotipicamente como resultado de una modificacion del propio genoma o de su expresion,
que a menudo es heredable (Larkin y Scowcroft, 1981). Debido al largo ciclo biologico de
las coniferas, la variacion somaclonal constituye un inconveniente para la
micropropagacion, ya que una mutacion ocasional puede a menudo observarse muy tarde
en el crecimiento del arbol regenerado o incluso en su descendencia, por ello es importante
detectar esta variacion cuanto antes. Las variaciones pueden ser analizadas a nivel
fenotipico o genotipico. Las variaciones fenotipicas se detectan a través de marcadores
morfoldgicos o proteinicos, que pueden ser resultado de la modificacion del propio
genoma o de su expresion. Las variaciones genotipicas pueden ser gendmicas,
cromosomicas o génicas, afectando al nivel de ploidia y detectindose mediante citometria
o por recuento de cromosomas. Las mutaciones génicas pueden ser detectadas por

marcadores moleculares como RAPDs (Fourré y col., 1997).

La variacion somaclonal es un problema complejo que necesita varios enfoques tales
como observaciones morfologicas y citoldgicas para asegurar la estabilidad genética del
material micropropagado, sobre todo por que los marcadores moleculares pueden detectar
cambios genéticos que realmente no se expresan fenotipicamente en el individuo

regenerado (Fourré y col., 1997).

Ademas pueden observarse variaciones de origen epigenético en plantas regeneradas
por cultivo in vitro, que pueden llegar a ser heredables aunque potencialmente reversibles.
Estas variaciones se refieren a modificaciones en la expresion génica mediadas por
cambios especificos en la estructura de la cromatina y/o metilaciones del ADN, en funcion
de las condiciones ambientales (plasticidad o adaptaciéon a las nuevas condiciones)

(Tremblay y col., 1999).

Diversos estudios sefialan la estabilidad genética de embriones somaticos y de las
plantas generadas (Heinze y Schmidt, 1995). Se asume que la regeneracion de plantas por
embriogénesis somatica es una via menos expuesta a generar variacion genética debido a
que su consecucion implica la expresion de muchos genes, y cualquier alteracion en los

mismos haria inviable el proceso (Vasil, 1995).
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo de investigacion se centra en el desarrollo de un
protocolo para la obtencién de embriogénesis somatica, como via de micropropagacion
clonal del pino pifionero, y como consecuencia la regeneracion de arboles selectos.

Para ello se han estudiado diferentes aspectos relacionados con el desarrollo de las
distintas etapas de la embriogénesis somatica. La Memoria de tesis se ha dividido en varios
apartados, relacionados con cada una de las etapas del proceso embriogénico. En cada uno
de los apartados se han desarrollado diferentes objetivos parciales:

# Induccion de embriogénesis somatica.

» Efecto de factores como el tipo de explanto (embriones cigdticos o material

vegetativo procedente de arbol adulto), época de recogida, estado de desarrollo de los

embriones cigdticos, genotipo, composicion del medio de cultivo, y tipos y niveles de
reguladores del crecimiento.

» Establecimiento de lineas embriogénicas de arboles selectos.

38 Proliferacion y mantenimiento de las lineas embriogénicas.

» Determinacion de la composicion del medio de cultivo y concentracion de

reguladores del crecimiento para la proliferacion del material embriogénico.

» Efecto del procedimiento de cultivo de las masas embriogénicas sobre la

proliferacion celular.

» Influencia del genotipo en esta fase.

¥ Maduracion de los embriones somaticos.

» Efecto de distintas condiciones de cultivo previas a la fase de maduracion.
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» Efecto de factores tales como forma de aplicacion y niveles de ABA, tipos y
concentraciones de agentes osmoticos y gelficantes, desecacion parcial y aplicacion de
anti-auxinas.
» Aislamiento de los embriones somaticos en maduracion.
» Influencia del genotipo en esta fase.

# Germinacion y conversion de los embriones somaticos.
» Establecimiento de las condiciones dptimas para la germinacion de los embriones:
en funcidon de la composicion del medio de cultivo, almacenamiento en frio, y su

disposicion en el medio de cultivo.

» Definicion de las condiciones Optimas para el establecimiento ex vitro de las

plantulas obtenidas.

# Crioconservacion del material embriogénico.

» Influencia de los agentes crioprotectores en la viabilidad de los cultivos.

» Efecto de la conservacion a temperaturas de nitrogeno liquido, sobre la

recuperacion del crecimiento de distintas lineas embriogénicas.

» Maduracion y germinacion de los embriones somaticos procedentes del material

crioconservado.

En la Memoria se han abordado cada uno de los objetivos descritos, desarrollando en
cada apartado las metodologias utilizadas, los resultados y su discusion. Como
consecuencia, se proponen unos protocolos de regeneracion y de crioconservacion para su

aplicacion en pino pifionero.
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El material vegetal utilizado se obtuvo del Banco Clonal de pino pifionero “Cataluiia
Litoral”, instalado en el Centro Nacional de Mejora Genética Forestal de Puerta de Hierro

(Madrid) (Fig. 13).

El Banco Clonal al que se hace referencia esta constituido por 90 clones,
seleccionados en 8 rodales de la provincia de Barcelona y 6 de Gerona, con un nimero
variable de 3 a 9 clones por rodal. El disefio de la parcela es de siete bloques completos al
azar, con unidades experimentales monoarbol, con un marco de plantacién de 3x3 metros.
La plantacién se realizo en febrero de 1993, con planta injertada en el afio anterior sobre

brinzales de la misma especie (Mutke y col., 2003).

Figura 13: Banco Clonal de pino pifionero “Catalufia Litoral” (Centro Nacional de Mejora Genética Forestal
de Puerta de Hierro -Madrid).

Los ensayos de iniciacion de cultivos embriogénicos se llevaron a cabo en diferentes

tipos de explantos:

* Embrionarios: embriones cigoticos maduros e inmaduros procedentes de pifias de
diferentes clones selectos.
= No embrionarios: estrobilos femeninos, estrobilos masculinos, aciculas en

expansion, yemas y hojas de insercion aislada (braquiblastos).
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3.1. CARACTERIZACION DEL ESTADO DE DESARROLLO DEL EMBRION
CIGOTICO

3.1.1.Material y métodos:

En 2003 se midieron una serie de parametros a lo largo de 12 fechas de recogida
semanales, desde el 30 de mayo hasta el 10 de septiembre. Se midi6 el peso, longitud y
diametro de las pifias tomadas de los arboles pertenecientes a los genotipos 39, 47, 59, 61 y
62, mostrandose los datos como la media de los 5 valores obtenidos en cada uno de los
parametros para cada fecha de recogida. Ademas se caracterizd el color y dureza de las
pifas, el color y grado de lignificacion de las testas, junto con el tamafo y la textura de los
pifiones. En 2004, con el fin de caracterizar el desarrollo del embrion cigotico, desde la
fecundacion hasta el completo desarrollo del embrion cotiledonar, se realizaron
observaciones microscopicas y macroscopicas del embrion cigoético en las mismas fechas
de recogida que el afio anterior. Para las observaciones microscopicas se realizaron

tinciones con acetocarmin al 1%.

3.1.2.Resultados:

En las Tablas 2 y 3 se resumen los parametros cualitativos analizados durante las

diferentes recogidas en 2003 y los resultados de los parametros analizados,

respectivamente.
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Tabla 2: Parametros cualitativos analizados durante la recogida de 2003.

PINAS
Color externo Dureza
VO: Verde oscuro + Blandas
VC: Verde claro + + Endurecidas
VA: Verde amarillento + + + Muy duras

TESTAS

. Color externo Dureza (grado de lignificacion)
B: Blancas + Blandas: se pueden abrir con los dedos
‘ MC: Marron claro + + Endurecidas: se abren con ayuda de bisturi

MO: Marrén oscuro + + + Muy duras: se abren con cascapifiones

PINONES: Tamaiio y textura

. \ 1 Longitud de 8-9 mm, brillante, translicido y blando
W 4 2 Longitud de 10-12 mm, menos brillante, ligeramente opaco y blando
- \ 3 Longitud de 13-15 mm, mate, opaco y duro

EMBRION CIGOTICO: Desarrollo

1 Pre-embrionia 4 Embrion dominante
2 Embrionia temprana 5 Embrion precotildedonar
3 «Cleavage» 6 Embrion cotiledonar

Tabla 3: Resultados de los parametros analizados.

COLOR DUREZA COLOR DUREZA TEXTURA DESARROLLO

RECOGIDAS * p|NAS  PINAS  TESTAS TESTAS _PINONES __ EMBRION
305 VO + B + 1 1
6.6 VO + B + 2
13.6 VO ++ MC ++ 3 2
20.6 VC . MO +++ 3 3
4.7 VA +++ MO +++ 3 4
11.7 VA +++ MO +++ 3 5
18.7-10.9 VA T MO +++ 3 6

En la Gltima semana de mayo, el peso medio de las pinas fue de 183 g aumentando
¢éste hasta la 2* semana de julio, momento en el que alcanzé un valor medio de 365,8 g. A
partir de la 3* semana de julio, el peso varid6 en un rango de 230 a 345 g, debido

fundamentalmente a que las pifias en este estado de desarrollo mostraban gran
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heterogeneidad. No se encontré un incremento paulatino de la longitud de la pifia con el
desarrollo, solamente entre las dos primeras fechas de recogida. Se observé un incremento
paulatino del diametro de las pifas en las tres primeras recogidas, estabilizdndose en las

siguientes aunque también se observo una cierta heterogeneidad en las medidas (Tabla 4).

Tabla 4: Valores medios de los parametros peso, longitud (L) y didmetro (@), para los 5 genotipos y fecha de
recogida en 2003.

RECOGIDA __ PESO (g) L (cm) O (cm)
30.5 1833 9.8 6,8
6.6 207,11 11 7,7
13.6 264,7 13 8,6
20.6 307,5 11,5 8,3
4.7 320,1 9,8 8,8
1.7 365,8 13,6 9,2
18.7 294,7 11,7 8,7
28.7 299.4 11,8 8,7
7.8 288,6 11,4 8,4
25.8 345,9 11,7 8,9
3.9 338,3 11,1 8,9
10.9 230,5 10,3 7.8

En 2004 se determinaron morfologicamente los distintos estados de desarrollo del
embrion cigético, desde la fecundacion hasta la total formacion del embrion. En mayo, los
megagametofitos se mostraron translucidos y tunicamente pudo apreciarse la region
arquegonial (Fig.14A). La primera semana de junio, los megagametofitos eran ligeramente
opacos observandose una division celular temprana, correspondiendo a un estado anterior a
la poliembrionia de particion o «cleavage» (Fig.14B). En la segunda semana de junio, los
megagametofitos eran opacos y muchos embriones se encontraban al comienzo de la fase
de poliembrionia de particion, con las células embrionarias terminales y las células
subterminales del suspensor penetrando en la cavidad de corrosion del megagametofito
(Fig.14C). Para la tercera semana de junio, se hizo evidente la poliembrionia de particion.
(Fig.14D). En la primera semana de julio, se apreci6 la dominancia de uno de los
embriones resultantes del «cleavage» (Fig.14E). En la segunda semana de julio, se hizo
patente el desarrollo del embrion dominante estableciéndose su polaridad y la parada del
desarrollo de los embriones subordinados (Fig.14F). En la tercera semana de julio, se
observd que el embrion dominante alcanzaba el desarrollo precotiledonar, manteniéndose
la estructura del suspensor (Fig.14G). En el resto de recogidas se observaron embriones
completamente desarrollados, con cotiledones elongados, apreciandose restos de células

del suspensor adheridas a los embriones cigoticos. (Figs.14H-J).
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Figura 14: Secuencia del desarrollo del embrién cigdtico. A: Ultima semana mayo, megagametofitos translicidos con regién arquegonial. (barra=1mm). B: 1* semana junio,
embrion en estado de 16 células (barra=1 mm, barra=0,2 mm). C: 2* semana junio, suspensor en el interior de la cavidad de corrosion y detalle de los embriones al comienzo
del «cleavage» (barra=1 mm, barra=0,1 mm). D: 3* semana junio, poliembrionia de particion o «cleavage» (barra=0,5mm, barra=0,1 mm). E: 1* semana julio, desarrollo del
embrion dominante (barra=0,25 mm). F: 2* semana julio, embrién dominante con polaridad establecida (barra=0,5 mm). G: 3* semana julio, embridon precotiledonar:
desarrollo del meristemo apical (barra=0,5 mm). H-J: Ultima semana julio hasta mediados septiembre, embrion cotiledonar: elongacién de los cotiledones (barras=1 mm).
Tinciones con acetocarmin al 1%.
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3. Induccién de Embriogénesis Somatica

3.2. INDUCCION DE EMBRIOGENESIS SOMATICA A PARTIR DE
MATERIAL EMBRIONARIO

Se ha evaluado la competencia embriogénica de los embriones cigoticos
pertenecientes a distintas familias de semihermanos (polinizacion abierta) en distintos
estados de desarrollo, en relacion a diferentes fechas de recoleccion, durante cuatro afios
consecutivos. Se ha evaluado la influencia de factores como la composicion del medio
nutritivo y el aporte de reguladores del crecimiento (auxinas y citoquininas), asi como la
influencia del componente genético en la respuesta observada. En los siguientes apartados
se describe el material vegetal utilizado, la metodologia aplicada, los resultados y discusion
de los mismos. En el Anexo 1 se describen las formulaciones de los medios de cultivo

utilizados.

3.2.1. EMBRIONES CIGOTICOS MADUROS. CONSERVACION EN FRIO

Se estudid el efecto del almacenamiento en frio de las pifas recogidas durante el
periodo agosto-septiembre en los afios 2003 y 2004, en la obtencion de respuestas
embriogénicas. En estas fechas, los embriones cigoticos se encontraban en estado
cotiledonar avanzado, opacos por el acumulo de reservas (Fig.15). La duracién del

almacenamiento a 4°C fue de 7 meses.

Figura 15: Estado de desarrollo del embridn cigotico. A: El 7.8.03 los cotiledones comienzan a elongar. B:
El 25.8.03 los cotiledones siguen elongando y el embrion conserva aun el suspensor. C: EI 10.9.03 se alcanza
el desarrollo completo. Barra=1mm.
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3.2.1.1.Material y métodos:

En 2003 se recogieron pifias en cuatro fechas (7.8, 25.8, 3.9 y 10.9), de arboles
pertenecientes a los genotipos 39, 47, 59, 61 y 62. En 2004 se recogieron pifias solo en la
fecha 25.8 pertenecientes a los genotipos 10, 11, 47, 70, 75, 87 y 88, coincidiendo en uno
de ellos, con el fin de estudiar la respuesta en un rango mas amplio de genotipos. Una parte
de las pifias se utilizo en fresco y otra se almacend durante 7 meses. Antes de almacenarlas,
las pifas se lavaron con etanol al 75% (v/v) durante 5 minutos, a continuacion se secaron

al aire y se guardaron en bolsas de plastico.

De las semillas almacenadas se extrajeron los megagametofitos, esterilizandose a
continuacion con etanol al 75% (v/v) durante 30 segundos aplicando agitacion intensa.
Posteriormente se sumergieron en lejia comercial (3,5% cloro activo) diluida al 10% (v/v)
y una gota de Tween 20® durante diez minutos en agitacién. Luego se enjuagaron con agua
destilada estéril en cabina de flujo laminar. Ya que en ensayos previos (recoleccion en
2002) no se obtuvieron proliferaciones cultivando megagametofitos completos en este
estado de desarrollo, se procedi6 al aislamiento del embrion cigético para su introduccion

en cultivo.

En 2003, los embriones cigoticos frescos aislados se cultivaron en medios nutritivos
basados en las formulaciones del medio LP (Lepoivre mod. por Aitken-Christie, 1984) con
los macronutrientes diluidos a la mitad, y DCR (Gupta y Durzan, 1985). Los almacenados
se cultivaron en los medios LP y 505 (Pullman y Johnson, 2002). Estos medios se
suplementaron con hidrolizado de caseina, L- glutamina, acido ascorbico, carbon activo,
sacarosa o maltosa, Gerlite® y reguladores del crecimiento en las cantidades indicadas en el
Anexo 2, denominandose: DCR, LP1 y PJ1. Se dispusieron de 5 a 49 embriones cigdticos
por familia y por cada uno de los medios de cultivo ensayados. Los embriones cigdticos
aislados en 2004 tanto frescos como almacenados, se cultivaron en medios basados en las
formulaciones de los medios 505 y LV (Litvay y col.,, 1985). Este ultimo con los
macronutrientes diluidos a la mitad, cobalto reducido y adicién de cloruro de niquel, segiin
las modificaciones de Yill-Sung Park (comunicaciéon personal). Los medios se
suplementaron con hidrolizado de caseina, L- glutamina, acido ascorbico, carbon activo,

., ® .. . . g
sacarosa o maltosa, Gerlite™ y reguladores del crecimiento en las cantidades indicadas en el
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Anexo 2, denominandose PJ1, PJ2, PJ3 y L-mLV,. Se dispusieron de 5 a 14 embriones
cigoticos por familia y medio de cultivo ensayado. Los explantos se cultivaron en placas
Petri de 60 mm de diametro conteniendo cada placa 10 ml de medio. Los cultivos se
mantuvieron en condiciones de oscuridad a 23+1°C, con transferencias bisemanales a
medio fresco. Se midieron los porcentajes de iniciacion de proliferaciones celulares
después de cuatro subcultivos en medio de iniciacion, en las diferentes familias de

semihermanos ensayadas.

Después de 8 semanas en los medios de iniciacion, las masas proliferativas se
subcultivaron en los medios de mantenimiento, con la misma composicion que los medios
de iniciacioén pero con la concentracion de reguladores del crecimiento diez veces menor.
En los subcultivos, las masas se transfirieron extendiéndolas sobre la superficie del medio,
con el fin de favorecer el intercambio de nutrientes. Otras porciones de las masas se
disgregaron por agitacion en el medio liquido correspondiente, distribuyéndose alicuotas
sobre el medio de mantenimiento solido, con el fin de que el lavado de material favoreciera

el crecimiento del tejido. Se realizaron subcultivos a medio fresco cada tres semanas.

Para la determinacion de las estructuras embriogénicas se realizaron observaciones al
microscopio, seleccionandose de las masas proliferativas aquellas porciones mas externas
y sueltas en contacto directo con el medio. Otras muestras se tifieron con acetocarmin al

1% y azul de Evans al 0,05%.

3.2.1.2.Resultados:

En la primera semana en cultivo se observo el alargamiento de los cotiledones y del
hipocétilo, observandose proliferaciones celulares en la mayoria de las familias y
condiciones de cultivo ensayadas. Pudieron observarse distintas morfologias en las
proliferaciones inducidas en los medios de iniciacion segun el regulador del crecimiento
empleado. En presencia de TDZ (medios PJ1 y PJ2), las proliferaciones que aparecian en
la region del hipocdtilo mostraban estructuras filamentosas (Fig.16A y 16B). Si se
empleaba la combinacion de auxina y citoquinina (medios DCR, LP1, PJ3 y L-mLV,), las
proliferaciones aparecian a lo largo del cuerpo del embrién y cotiledones, formando

agregados celulares mas densos (Fig.16C y 16D).
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Figura 16: A: Embrion cigdtico en estado cotiledonar cultivado en medio con TDZ (barra=1 mm). B:
Proliferacion en medio TDZ (barra=0,5 mm). C: Embrion cigdtico en medio con combinacion auxina-
citoquinina (barra=1,5 mm). D: Proliferacion en medio con combinacion auxina-citoquinina (barra=1 mm).

El material de 2003 almacenado, cultivado en el medio LP1 (ANA y BAP) rindi6
mayores porcentajes de induccion de masas proliferativas que el material fresco. Los
embriones cultivados en este medio mostraron mayor proliferacién que los cultivados en el
medio PJ1 (TDZ), siendo las familias 62, 47 y 61 las mas competentes (Tabla 5). Los
cultivos de material fresco formaron menos proliferacion en el medio DCR que en el LP1

(Tabla 5).

Tabla 5: Embriones cigéticos 2003. Proliferaciones inducidas (%) a los 30 dias en los medios de iniciacion,
en cinco familias de semihermanos.

FRESCO ALMACENADO
FAMILIA LP1 DCR LP1 PJ1
39 3/5 (60) 4/5 (80) 35/46 (76,1) 25/48 (52,1)
47 4/5 (80) 3/5 (60) 18/20 (90) 32/49 (65.3)
59 3/5 (60) 2/5 (40) 39/49 (79,6) 25/40 (62.5)
61 4/5 (80) 2/5 (40) 23/27 (85.,2) 16/33 (48,5)
62 4/5 (80) 3/5 (60) 43/45 (95,6) 32/45 (71,1)

Total 18/25(72) 14/25(56)  158/187 (84,5)  130/215 (60,5)
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Por el contrario, el material fresco de 2004 rindi6 mayores porcentajes de induccion
que el material almacenado, cultivados en los medios PJ3 y L-mLV,, siendo el medio PJ3
el que proporcioné mejores resultados. En el medio PJ2 (TDZ) no se formaron
proliferaciones (Tabla 6). El material del 2004 almacenado, cultivado en el medio PJ3
(ANA y BAP) rindié6 mayor proporciéon de masas proliferativas que los cultivados en el
medio L-mLV; (2,4D y BAP) y PJ1 (TDZ), siendo las familias 10, 88, 47 y 70 las mas
competentes (Tabla 6).

Tabla 6: Embriones cigoticos 2004. Proliferaciones inducidas (%) a los 30 dias en los medios de iniciacion,
en siete familias de semihermanos.

FRESCO ALMACENADO
FAMILIA  PJ2 PJ3 L-mLV, PJ1 PJ3 L-mLV,
10 0/6 (0) 6/6 (100) 6/6 (100) 4/9 (44,4)  5/6(83,3) 3/6 (50)
11 0/6 (0)  5/6(83,3) 6/8 (75) 5/10 (50) 7/10 (70) 6/12 (50)
47 0/8 (0) 6/8 (75) 3/8(37,5)  7/12(583)  9/12(75)  8/12(66,7)
70 0/6 (0)  5/6(83.3) 3/6 (50) 4/10 (40) 6/8 (75) 6/10 (60)
75 0/6 (0)  5/6(83.3) 2/5 (40) 3/9 (42,9)  4/6(66,7)  5/8(62,5)
87 0/6 (0)  4/6 (66,7) 5/6 (83,3) 510 (50)  10/14 (71,4)  4/10 (40)
88 0/6 (0) 6/6 (100) 3/6 (50) 5/8 (62,5) 8/10 (80)  5/8 (62.,5)

Total  0/44 (0) 37/44 (84,1)  28/45(62,2) 33/68 (48,5) 49/66 (74,24) 37/66 (56,1)

En el material de 2003, pudo observarse a las cuatro semanas de cultivo en el medio
PJ1 de iniciacién, en uno de los 49 embriones cigoticos almacenados de la familia 47,
estructuras similares a los estados PEM I y PEM II del desarrollo del embrion somatico

(Fig.17) descritos por Filonova y col., (2000a).
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Figura 17: Estructuras pre-embriogénicas inducidas en medio con TDZ en la familia 47 almacenada. A:
Estado de desarrollo PEM I donde se aprecia el pequefio agregado de células densas (flecha) adyacente a una
unica célula de suspensor. B-C: Estado de desarrollo PEM II en el que se observan agregados celulares
(flecha) con mas de una célula de suspensor.

A las ocho semanas de cultivo, pudo observarse en uno de los 40 embriones cigoticos
de la familia 59 y en uno de los 45 de la familia 62, cultivados en el medio PJ1 de
mantenimiento, el desarrollo de embriones somaticos. Tinciones con acetocarmin y azul de
Evans confirmaron la naturaleza embriogénica de las masas inducidas en este material

almacenado (Fig.18).

Figura 18: Embrion cigético almacenado de la familia 59, cultivado en medio de mantenimiento PJ1. A:
Masa embriogénica (barra=1 mm). B: Embrion somatico en el que se aprecian células del suspensor (s) y
células embrionarias (e). C: Tincion con acetocarmin y azul de Evans donde las células embrionarias (e)
aparecen tefiidas de rojo y las células del suspensor (s) de azul (X16).

En el material de 2004, pudo observarse que a las ocho semanas de cultivo en el
medio PJ3 de mantenimiento, en uno de los 8 embriones cigdticos almacenados de la
familia 70, aparecian numerosos embriones somaticos en sus fases iniciales del desarrollo

(Fig.19).
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Figura 19: Diversos embriones somaticos de la familia 70 almacenada observados en el medio de
mantenimiento PJ3. A-C: Embriones poco organizados con cabezas embrionarias pequefias y células
vacuoladas de suspensor (flechas; barra= 0,2 mm).D-F: Embriones mas organizados. (Figs. D y E, barra= 0,2
mm; Fig. F, barra= 0,5 mm).

En ambos afos, el material fresco no diferencid6 embriones somaticos a lo largo de

los subcultivos.

En las condiciones de mantenimiento, la técnica de disgregar las masas proliferativas
en medio liquido y posterior dispensacion de alicuotas en placas con medio so6lido, no
favorecid el crecimiento de las masas. En todos los casos, las masas embriogénicas
inducidas en los diferentes medios no mantuvieron su capacidad proliferativa a lo largo de
los subcultivos, no siendo posible la diferenciacion de los embriones somaticos

inicialmente formados.

3.2.1.3.Discusion:

En coniferas, estd ampliamente descrito que las mayores frecuencias de induccién de
embriogénesis somdtica se obtienen a partir de embriones cigoticos inmaduros, frente a
explantos con edad ontogénica mayor (embriones cigéticos maduros o tejidos vegetativos).
Los embriones cigdticos inmaduros generalmente proporcionan respuestas embriogénicas
en un estado de desarrollo muy concreto (ventana de desarrollo), pudiendo variar de un

afio a otro (Klimaszewska, 1995). La disponibilidad de este tipo de explanto quedaria pues
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reducida a un corto periodo de tiempo, teniendo que esperar al afio siguiente para realizar

nuevas inducciones.

Se ha descrito que el almacenamiento en frio de las semillas inmaduras, produce una
disminucién en la frecuencia de la respuesta embriogénica, sobre todo con periodos
superiores a tres meses, bien por que el embrién continiia desarrollandose o por que las

bajas temperaturas producen la desecacion del embrion (Hakman y Fowke, 1987).

En coniferas, la poliembrionia puede resultar de la fecundacion de mas de un 6vulo y
conducir al desarrollo inicial de multiples embriones cigoéticos con diferentes genotipos
(Singh, 1978). En los pinos el megagametofito contiene varios arquegonios, por lo que es
posible que el tejido embriogénico generado pueda contener mezcla de genotipos (Park,
2002). En Pinus monticola se observaron mas de 10 embriones, lo que indicaba la
fecundacion de tres o cuatro arquegonios. En el tejido embriogénico extruido se observo la
presencia de embriones subordinados mientras que el embrion dominante permanecia en la
cavidad de corrosion, lo cual sugiere que el cultivo podria estar compuesto por varios
genotipos, y los embriones somaticos maduros generados podrian tener diferente origen
genético (Percy y col.,, 2000). Sin embargo, estos autores indicaron que todos los
embriones somaticos obtenidos en sus cultivos eran genéticamente idénticos, sugiriendo
que podria haber una presion selectiva a lo largo del cultivo que favoreciera la
multiplicacion de un unico genotipo. Park (2002) indicé que la reiniciacion de tejido
embriogénico a partir de embriones somaticos maduros podria ser un sistema de

purificacion de lineas clonales.

Estos problemas podrian verse solventados mediante la utilizaciéon de semillas
maduras, ya que se evitaria cualquier riesgo de tener lineas embriogénicas con mezcla de
genotipos. Ademads, pueden almacenarse durante largos periodos de tiempo sin cambios
apreciables en la respuesta embriogénica, y asi permitir una independencia sobre la
floracion irregular y las restricciones ocasionadas por la ventana de respuesta de los

embriones inmaduros durante el afio (Garin y col., 1998).

Generalmente aparece en la bibliografia que las pifias o las semillas se mantienen

almacenadas en frio durante diferentes periodos antes de que los embriones cigoticos
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maduros se introduzcan en cultivo, pudiendo variar unas horas (Deb y Tandon, 2002), unos
meses (Radojevic y col., 1999), e incluso unos afios en Picea glauca, Picea mariana y
Pinus sylvestris (Tremblay, 1990; Cheliak y Klimaszewska, 1991; Hohtola, 1995).

Observaciones similares a las obtenidas con el cultivo de megagametofitos
completos de pino pifionero se han descrito en otras especies. El cultivo de embriones
cigoticos aislados del megagametofito ha favorecido la induccion de embriogénesis
somatica en Pinus sylvestris (Hohtola, 1995), Pinus nigra (Salajova y col., 1995;
Radojevic y col., 1999), Pinus koraiensis (Bozhkov y col., 1997), Pinus strobus (Garin y
col., 1998), Pinus taeda (Tang y col., 2001), Pinus kesiya (Deb y Tandon, 2002), Picea
glauca (Tremblay, 1990), Picea mariana (Cheliak y Klimaszewska, 1991), Picea abies

(Ramarosandratana y van Staden, 2003) o Abies fraseri (Guevin y Kirby, 1997).

En este trabajo se contempla la posibilidad de inducir respuestas embriogénicas en
embriones cigoticos maduros frescos y almacenados en frio utilizando varias condiciones
de cultivo. Nuestros datos muestran que 7 meses de almacenamiento de las pifias a 4°C,
promueve la respuesta embriogénica de los embriones cigoticos maduros, obteniéndose la
formacion de embriones somaticos en un estado de desarrollo inicial. Sin embargo, en los
ensayos con embriones cigdticos frescos en el mismo desarrollo, no se indujeron
estructuras embriogénicas. Park y col., (1993) mostraron en Picea glauca diferencias en la
iniciacion de embriogénesis somatica entre embriones maduros e inmaduros y entre frescos
o almacenados a 4°C durante 2 meses. Obtuvieron un 25% de induccién en el material
maduro fresco, frente a un 15% en los almacenados. También con el material inmaduro

obtuvieron una disminucién en la respuesta con el almacenamiento.

Al igual que en el pifionero, se observd que durante las primeras semanas en cultivo
se producia el alargamiento de los cotiledones y del hipocétilo en Pinus strobus, seguido
de la formacién de proliferaciones celulares (Garin y col., 1998). En el pino pifonero,
cuando se empleaba el medio de induccién con auxina-citoquinina, la aparicion de las
proliferaciones ocurria principalmente en la zona de transicion entre los cotiledones y el
hipocétilo, mientras que con TDZ se inducia la aparicion de las proliferaciones
mayoritariamente en la region del hipocétilo. En trabajos realizados con Picea abies,

donde estudian en detalle diferentes secciones del embrion cigético, se observd que la
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region entre los cotiledones y el hipocédtilo proporcionaba mayores respuestas
embriogénicas en medios con auxina-citoquinina, sugiriendo que era una region de gran
actividad meristematica (Ramarosandratana y van Staden, 2003). En Abies fraseri (Guevin
y Kirby, 1997) se obtuvo un 3,5% de induccidén en medios con TDZ. En pino pifionero las
proliferaciones inducidas con TDZ mostraron agregados celulares similares a los descritos

en la literatura y la diferenciacion de algiin embrion.

En general, las frecuencias de induccion de embriogénesis somatica en material
maduro son mas bajas que en material inmaduro. En Pinus sylvestris (Hohtola, 1995), se
obtuvo entre el 8-15% de induccion de embriogénesis, pero solamente del 1 al 2% se
mantuvieron después de varios subcultivos. Estas menores frecuencias de induccion
podrian relacionarse con el origen de las masas embriogénicas, principalmente en la regién
del suspensor, donde se encuentran uno o més de los embriones subordinados resultantes

del proceso de «cleavage» (Becwar y col., 1991).

Ya que se utilizO un numero bajo de explantos, no se han podido establecer
diferencias significativas en las respuestas embriogénicas en funcioén de las formulaciones

de los medios, del tipo de reguladores del crecimiento y del genotipo.

Una optimizacion de las respuestas obtenidas en este trabajo podria conseguirse
introduciendo en cultivo un mayor nimero de explantos iniciales. Ademas, esta proporcion
podria aumentarse si se aplicara una mejora selectiva, es decir seleccionando el arbol
madre cuyas semillas inmaduras hubieran dado mejores respuestas en cultivo (Cheliak y

Klimaszewska, 1991; Park y col., 1993; Niskanen y col., 2004; MacKay y col., 2006).

3.2.2.EMBRIONES CIGOTICOS INMADUROS

Durante los afios 2005 y 2006 se estudid la capacidad de los embriones cigdticos
inmaduros para producir respuestas embriogénicas en medios de iniciacion. Basandonos en
ensayos preliminares (recoleccion en 2002), donde no se obtuvieron proliferaciones
embriogénicas cultivando embriones inmaduros extraidos del megagametofito, en este

periodo se optd por cultivar los megagametofitos completos.
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3.2.2.1. Material y métodos:

En ambos afos se recogieron semanalmente pifias pertenecientes a cinco familias de
semihermanos (11, 47, 58, 70 y 88). En el experimento llevado a cabo en 2005, las fechas
de recoleccion fueron el 23 de junio y 1, 6, 13, 20, 27 de julio. En el afio 2006 las
recogidas se hicieron el 7, 14, 23 de junio y 1, 6, 13, 20, 27 de julio.

En cada una de las fechas de recogida, las pifias se guardaron en bolsas de papel y se
almacenaron a 4°C durante un maximo de dos semanas, periodo en el que se completo la
extraccion de los megagametofitos. Antes de su almacenamiento, las pifias se limpiaron
con etanol al 70% (v/v) durante 3 minutos, sumergiéndolas a continuacién en lejia

comercial (3,5% cloro activo) diluida al 10% (v/v) durante 10 minutos, secandolas al aire.

Para su introduccién en cultivo, los pifiones de cada una de las cinco familias se
esterilizaron con lejia comercial diluida al 10% (v/v) y una gota de Tween 20%, durante 15
minutos en agitacion orbital (110 rpm), enjuagandolas cuatro veces con agua destilada
estéril en cabina de flujo laminar. Luego, en condiciones de esterilidad se partieron las
testas para la extraccion de los megagametofitos. Los megagametofitos se depositaron en
placas Petri (90 mm de didmetro) que contenian discos de papel de filtro humedecidos con

agua destilada estéril, hasta su introduccion en los medios de cultivo.

Para la iniciacion de los cultivos embriogénicos se emplearon tres medios de cultivo

en 2005 y cinco en 2006, siendo dos de ellos comunes en ambos afios (Anexo 2).

Con el material recolectado en 2005, se empled el medio de cultivo mLV, basado en
la formulacion del medio Litvay (Litvay y col., 1985), con los macronutrientes reducidos a
la mitad. Los micronutrientes se modificaron de la siguiente manera: las concentraciones
de acido borico, sales de manganeso y zinc coincidian con la formulacion original del
medio LV; el molibdeno, cobre y yodo fueron reducidos a la mitad; el cobalto se redujo a
0,01 mg/l, y se afadieron 0,72 mg/l de NiCl, (Anexo 1). Se ensayaron tres combinaciones
de reguladores del crecimiento a diferentes concentraciones (Anexo 2): baja, L-mLV, (2,4
uM 2,4-D y 2,2 uM BAP); media, M-mLV; (9 uM 2,4-D y 4,5uM BAP); y alta, H-mLV,
(15 uM 2,4-D y 4,5 uM BAP) (Tabla 7). Todos los medios contenian 10 g/l de sacarosa.
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Se cultivaron un total de 3.500 megagametofitos (6 fechas de recogida x 5 familias de
semihermanos x 3 medios de cultivo x 10 semillas por repeticion x 3-4 repeticiones por

tratamiento).

Con el material recolectado en 2006, se emplearon los medios M-mLV, y H-mLV,
descritos el afio anterior, y un tercer medio suplementado con 20 uM 2,4-D y 4,5 uM BAP
denominado UH-mLV, (Anexo 2). Los otros dos medios adicionales, coincidian con la
formulaciéon original del medio Litvay (mLV) modificado por Klimaszewska y col.,
(2001), con la concentracion de macronutrientes reducida a la mitad, y los micronutrientes,
Fe-EDTA y cofactores a concentracion normal (Anexo 1). Estos medios contenian
reguladores del crecimiento a concentracion media, M-mLV (9,5 uM 2,4-D y 4,5uM BAP)
y alta, H-mLV (15 uM 2.4-D y 4,5 uM BAP) (Tabla 7). Estos dos ultimos medios
contenian 20 g/l de sacarosa. Se cultivaron un total de 7.200 megagametofitos (8 fechas de
recogida x 5 familias de semihermanos x 5 medios de cultivo x 10 semillas por repeticion x

3-4 repeticiones por tratamiento).

Tabla 7: Modificaciones en los micronutrientes, reguladores del crecimiento y contenido en sacarosa en los
medios de cultivo empleados para la iniciacién y mantenimiento de los tejidos embriogénicos.

MEDIOS — SALES (mg/l) PGRs (uM) SACAROSA
NiCl, CoCl, CuSO, Na,MoO, KI 24D BA (/)
UH-mLV, 072 001 025 063 2l 20 45 10
H-mLV, 072 001 025 063 21 15 45 10
M-mLV, 0,72 0,01 025 063 21 9 45 10
L-mLV, 0,72 001 025 063 21 24 22 10
H-mLV - 0,125 05 125 415 15 45 20
M-mLV - 0,125 05 125 415 95 45 20

Todos los medios se suplementaron con 1 g/l de hidrolizado de caseina y con una
solucion de 0,5 g/l de L-glutamina. Esta ultima se esterilizé por filtracion y se anadio a los
medios autoclavados a una temperatura entre 55-60°C. El pH se ajustdo a 5,8 y se

gelificaron con 4 g/l de Gerlite®.
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Se cultivaron diez megagametofitos completos por placa Petri (90 mm de diametro),
que contenia aproximadamente 25 ml de medio de cultivo. Las placas se sellaron con
Parafilm® y se cultivaron en condiciones de oscuridad a 23 + 1 °C durante la duracion del
experimento. Se realizaron tres o cuatro repeticiones (placas Petri) por tratamiento,
dependiendo de la disponibilidad de material. Los cultivos se examinaron semanalmente
para registrar la aparicién de respuestas. No se realizaron subcultivos a lo largo de las 12

semanas del experimento.

Se considerd como extrusion, cuando el embrion cigotico emergia fuera del extremo
del micropilo del megagametofito y proliferaba para formar una masa inicial de aspecto
embriogénico. Se considerd como establecimiento o iniciacion, cuando este tejido extruido
mostraba un crecimiento continuo y producia una cantidad suficiente de ESM (masas de
embrion-suspensor) para su subcultivo. Se contabilizaron como lineas embriogénicas
establecidas aquellas ESM que mantenian el crecimiento activo en las condiciones

descritas, después de 4 meses en cultivo.

Se evaluo el efecto del afio de recoleccion, la fecha de recogida, la familia, el medio
de cultivo y el genotipo realizando el ANOVA, mediante el programa Statistica para
Windows 5.1 (StatSoft, Tulsa, OK). Los datos de las frecuencias de extrusion e iniciacion
de lineas embriogénicas se transformaron mediante el arcoseno \(%). Los datos de medias
se muestran con sus errores estandar (es). Las diferencias significativas entre medias se

determinaron mediante el test de Duncan con un nivel de significacion del 5%.

3.2.2.2. Resultados:

En ambos anos, transcurridas de 4 a 12 semanas en cultivo en medio de iniciacion, se
observaron las primeras extrusiones en la region del micropilo del megagametofito (Fig.
20). Estas masas de embrion-suspensor se mantuvieron en proliferacion hasta alcanzar
aproximadamente 60 mg, siendo éste el momento en el que se separaron del

megagametofito y se subcultivaron en medio de mantenimiento.
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Figura 20: Tipos de extrusiones observadas en la region del micropilo del megagametofito, entre las 4 y 12
semanas de cultivo en medios de iniciacion.

Pudo observarse que, en aquellos megagametofitos que extruia mayor cantidad de
tejido embriogénico, tras aislarlo del explanto original, seguia extruyendo nuevo tejido
(Fig. 21). La extrusion podia mantenerse hasta un maximo de diez meses después de la

primera.

]

Figura 21: Nueva extrusion emergiendo del explanto original y masa embriogénica retirada en el subcultivo
anterior.
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Algunos explantos exhibieron proliferaciones de tejido blanco y mucilaginoso, los
cuales se acompanaban en ocasiones de la ruptura del megagametofito a lo largo de su eje

longitudinal (Fig. 22).

Figura 22: Megagametofito, con embrion cigdtico en estado precotiledonar, rasgado a lo largo del eje
longitudinal en cuyo interior se observa el tejido embriogénico en proliferacion.

En ensayos anteriores se observo que a pesar de que muchos megagametofitos
exhibian la extrusion de tejido embriogénico, solamente una parte de estas proliferaciones
podian mantenerse en subcultivos sucesivos, contabilizandose por separado las respuestas

de extrusion y de iniciacion o establecimiento.

En todas las familias, medios de cultivo y fechas de recogida en 2005, se obtuvieron
152 extrusiones, representando el 4,3% de los 3500 explantos cultivados. Sin embargo,
solamente se establecieron 7 lineas embriogénicas, representando el 0,2% de los explantos
iniciales. En 2006, 406 megagametofitos mostraron extrusiones, representando el 5,6% de
los 7200 explantos iniciales, pudiéndose establecer 34 lineas embriogénicas, representando
el 0,5% de los explantos iniciales. Por tanto, parece que los explantos respondieron mejor
en 2006 que en 2005. Cuando se consideraron los datos referentes a los medios de cultivo
comunes para ambos afios, se observo un efecto significativo del afio tanto en la extrusion

(p=0,000) como en la iniciacion de ES (p= 0,042) (Fig. 23).
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Figura 23: Frecuencia de extrusion y establecimiento de lineas embriogénicas a partir de embriones
cigoticos inmaduros, en los afios 2005-2006. Los datos representan la media de cinco familias, en seis fechas
de recogida y dos medios de cultivo comunes a ambos afios. Los valores + es corresponden a la media de 233
repeticiones en 2005 y 228 repeticiones en 2006, de 7-10 semillas por repeticion.

En el experimento llevado a cabo en 2006 se observo una influencia del medio de
induccién en la frecuencia de iniciacion (p = 0,046). Esto se debio principalmente a la
composicion basal de los medios, ya que el medio mLV; rindi6 frecuencias entre tres y
cuatro veces mas altas que las obtenidas con el medio mLV (Tabla 8). Segun los datos
obtenidos, concentraciones de 2,4-D en un rango de 9 a 20 uM no afecto ni a la extrusion
ni a la iniciacidon en ambos afios. Los mejores resultados se obtuvieron en el medio M-
mLV; en 2006 dando una frecuencia de iniciacién 9 veces mas alta que la obtenida en
2005. Sin embargo, el medio H-mLV, con concentraciones aumentadas de 2,4D se
comport6 igual en los experimentos de 2005 y 2006. La interaccion entre familia x medio

de cultivo no fue significativa.

Tabla 8: Iniciacién de embriogénesis somatica en Pinus pinea. Efecto del medio de cultivo en la frecuencia
(%) de embriones cigoéticos iniciales formando lineas embriogénicas establecidas. Los valores son la media +
es de 117 y 144 repeticiones, de 7-10 semillas por repeticion, dependiendo del afio (cinco familias, y seis y
ocho fechas de recogida en los afios 2005 y 2006 respectivamente). Las medias en la misma columna
seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes a p=0,05 (Test de rango multiple de Duncan)

MEDIO 2005 20006
UH-mLYV, -- 0,7+0,2b
H-mLV, 04+02a 0,4+0,2ab
M-mLV, 0,1+0,1a 09+03b
L-mLV, 0,1+0,1a -
H-mLV - 0,1+0,1a
M-mLV - 0,3+0,1ab
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Aunque en el medio mLV, se obtuvieron mayores frecuencias de iniciacion, algunas
lineas embriogénicas perdian su capacidad proliferativa cuando se subcultivaban en el
mismo medio de iniciacion del que procedian, produciendo un tejido ligeramente oscuro y
con un crecimiento menos vigoroso. Este fenomeno no se observo cuando se utilizéd el
medio M-mLV. Por tanto, todas las lineas embriogénicas obtenidas en los diferentes
medios de iniciacion, se subcultivaron en este medio para su mantenimiento. Cuando las
lineas embriogénicas establecidas se subcultivaron en medios sin PGRs, las masas

embriogénicas no proliferaron (datos no mostrados).

La capacidad de los explantos para formar extrusiones se vio influida
significativamente por la fecha de recogida de las pifias en los experimentos realizados en
2005 (p= 0,009) y 2006 (p= 0,000). Por el contrario, no se detectdé un efecto significativo
de este factor en la iniciacion de la ES. La frecuencia de extrusion tuvo un patrén casi
idéntico en ambos afnos. Era nula o muy baja en las primeras fechas de recogida,
incrementandose hasta finales de junio, alcanzandose su maximo durante la primera
semana de julio cuando los embriones cigoticos estaban en el estado posterior a la
poliembrionia de particion, y decayendo hacia la mitad de julio, cuando la mayoria de los
embriones cigéticos comenzaban a desarrollar los cotiledones (Fig 24). En las siguientes
fechas de recogida, a pesar de no tener un efecto significativo, se obtuvieron frecuencias de
extrusion mas altas. La disminucion observada a mediados de julio pudo deberse
principalmente a la falta de respuesta de las familias 58 y 70 en el afio 2005 y de la familia
58 en 2006. La frecuencia de iniciacion de ES mostrd patrones similares en ambos afios.
Los valores maximos se alcanzaron a principios de julio, pero con un ligero retraso en el

afio 2005. (Fig 24).
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Figura 24: Efecto de la fecha de recogida en las frecuencias de extrusion y establecimiento de lineas
embriogénicas a partir de embriones cigdticos inmaduros, en los afios 2005-2006. Cada punto representa la
media de las cinco familias, en los dos medios de cultivo comunes a ambos afios. Los valores + es
corresponden al valor medio de 34-40 repeticiones en 2005 y 27- 42 repeticiones en 2006, de 7-10 semillas
por repeticion.

El nivel de significacion del efecto familia en la frecuencia de lineas establecidas fue
cercano al 5%, tanto en 2005 (p = 0,053) como en 2006 (p = 0,062), para el andlisis de los
datos referentes a todas las fechas de recogida y medios de cultivo. Se observo gran
variacion en el valor medio de la frecuencia de iniciacion de ES entre las familias (Fig.25).
En el ensayo de 2005, no respondieron los explantos pertenecientes a las familias 47 y 88,
solamente se establecid una linea embriogénica en las familias 58 y 70, y cinco lineas en la
familia 11. En el ensayo de 2006, se obtuvieron seis lineas en la familia 11, seis en la 47,
doce en la 58, una en la 70 y nueve en la familia 88. A pesar de no existir diferencias
significativas en la interaccion familia x fecha de recogida, cuando se observo el
comportamiento de cada una de las familias de forma independiente a lo largo de todas las
fechas de recogidas, se apreciaron patrones muy diferentes en la frecuencia de iniciacion
(Fig. 26). Aunque la mayor parte de las familias mostraron una ventana de respuesta

relativamente estrecha, la familia 11, la unica que respondi6 de igual forma en 2005 y 2006
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(0,7 y 0,4% de iniciacion no significativamente diferentes; 5 y 6 lineas embriogénicas

establecidas, respectivamente), mostr6 un periodo de respuesta mas amplio.

De los 10700 megagametofitos cultivados, se iniciaron 558 cultivos embriogénicos
en los diferentes medios de cultivo ensayados en los experimentos de 2005 y 2006, pero
solamente el 7,3% se establecieron como lineas embriogénicas (7 en 2005 y 34 en 2006) en
un periodo superior a 6 meses. De todas las familias ensayadas se obtuvieron lineas

embriogénicas.

11
002005

@ 2006

0,8
0,7 A

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

% Establecimiento

11 a7 58 70 88
Familia
Figura 25: Efecto de la familia en la frecuencia de establecimiento de lineas embriogénicas a partir de
embriones cigéticos inmaduros. Los datos son medias de todos los medios de cultivo ensayados, y fechas de

recogida en 2005 y 2006. Los valores + es corresponden al valor medio de 68-72 repeticiones en 2005 y 134-
159 en 2006, y 7-10 semillas por re peticion.
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Figura 26: Efecto de la fecha de recogida en la frecuencia de establecimiento de lineas embriogénicas en
2006, para cada una de las familias estudiadas. Cada punto representa la media de todos los medios de
cultivo. Los valores + corresponden a la media de 9-16 repeticiones, de 7-10 semillas por repeticion.

3.2.2.3. Discusion:

La iniciacion de ES en megagametofitos completos se consiguidé en una frecuencia

baja, con una media de aproximadamente el 0,5%. Aunque los primeros articulos referidos

a la ES en otras especies de pino como el P. strobus (Finer y col., 1989), sefialaban que las

frecuencias de iniciacién eran bajas, no lo suponian como un factor limitante. Las

frecuencias de iniciacién para la mayoria de las especies descritas en estos estudios

iniciales también fueron muy bajas (Becwar y col., 1990; Percy y col., 2000). Por ello, para
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evitar problemas de erosion genética en programas de mejora, seria deseable capturar

tantos genotipos como fuera posible.

En el género Pinus se estan desarrollando nuevos protocolos para mejorar las
frecuencias de iniciacion (Pullman y Johnson, 2002), y por lo tanto es de esperar que sea
posible incrementar la eficiencia de ES en pino pifionero. Por ejemplo, con un protocolo
optimizado, se pudo incrementar la frecuencia de iniciacion en P. strobus en un total del

76% (Klimaszewska y col., 2001).

Aunque la mayoria de las extrusiones a partir del megagametofito podian
establecerse como lineas embriogénicas en algunas especies (Miguel y col., 2004; Salajova
y Salaj 2005), en otras se observaron diferencias entre las frecuencias de extrusion e
iniciacion de ES (Percy y col., 2000; Pullman y Johnson, 2002). Este hecho supondria un
problema para la aplicacién de la ES en silvicultura multivarietal en algunas especies de

pino, puesto que limitaria el nimero de genotipos capturados.

Sin embargo, la extrusion es necesaria para la iniciacion de ES. En P. taeda, 1/5 de
las extrusiones acabaron siendo lineas embriogénicas (MacKay y col., 2006). En el caso
del pino pifionero, solo 1/20 de las extrusiones en el experimento de 2005, y 1/12 en el de
2006 llegaron a establecerse como lineas embriogénicas. Estas diferencias entre
proporciones en los diferentes afios pueden indicar la existencia de factores que controlan
la viabilidad de las extrusiones. Por tanto, su identificacion y manipulacion podrian
incrementar las frecuencias de iniciacion de ES en el pino pifionero. MacKay y col., (2006)
observaron en P. taeda, que la extrusion de masas embriogénicas y la iniciacion se

encontraba bajo diferentes tipos de control genético.

En pino pifionero se encontraron diferencias significativas en las frecuencias de
iniciacion entre los afios 2005 y 2006. La presencia del megagametofito podria estar
relacionada con estas diferencias. Nuestros resultados indican claramente que las
diferencias entre ambos afios se mantuvieron en todas las fechas de recogida. Estas
diferencias también han sido descritas en otras especies de pinos, tales como P. pinaster
(Miguel y col., 2004) y P. nigra (Salajova y Salaj, 2005). En P. taeda, las diferencias en

las frecuencias de iniciacion de masas embriogénicas se debieron a compuestos
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estimuladores producidos por el gametofito femenino (Pullman y Johnson, 2002). Algunos
autores también han senalado que los efectos maternos observados en la iniciacion de
lineas embriogénicas, podrian estar relacionados con la presencia del megagametofito
(MacKay y col., 2006). Entre las coniferas, el pino pifionero presenta uno de los mayores

megagametofitos y, por tanto, es posible que esta influencia merezca ser estudiada.

Los ensayos basados en la composicion de los medios no fueron lo suficientemente
amplios como para llegar a conclusiones acerca de su efecto en la iniciaciéon de lineas
embriogénicas. No obstante, parece que las concentraciones de 2,4D y BAP, empleadas
dentro del rango comunmente utilizado en otras especies de pinos, fueron menos
importantes que la formulacién del medio basal. Una respuesta similar se observo en P.
pinaster, en el que la formulacion del medio basal fue mas importante que las
concentraciones de 2,4D, utilizadas en un rango entre 2,4 y 13,5uM (Park y col., 2006). El
efecto de la concentracion de 2,4D podria estar influido por el contenido enddgeno de
reguladores, pudiéndose asi explicar las diferencias observadas entre afios en el pino
pifionero. Aunque algunos estudios destacan que la composicion del medio nutritivo no es
determinante para la obtencion de ES en algunas coniferas, el pino pifionero parece
pertenecer al grupo de especies dependientes del medio nutritivo (Li y col., 1998; Miguel y
col., 2004; Park y col., 2006). Ensayos preliminares en los que se emplearon muchas de las
formulaciones normalmente utilizadas en coniferas, no dieron resultados en pino pifionero.
La utilizaciéon del medio mLV suplementado con niquel y bajo contenido en cobalto,
medio que mejoro la frecuencia de iniciacion en la especie recalcitrante P. banksiana (Park
y col., 2006), y micronutrientes modificados proporciond respuestas positivas en el pino
pifionero. Este medio fue superior al medio estandar mLV (Klimaszewska y col., 2001)
cuando se compararon en los experimentos de 2006. Aunque la presencia de niquel,
cobalto reducido y otros micronutrientes posiblemente sea beneficiosa, no se puede
descartar la presencia de sacarosa a diferentes concentraciones. Por tanto, serian necesarios
estudios mas exhaustivos para poder determinar el papel de los componentes del medio en
la mejora de las frecuencias de iniciacion en el pino pifionero. En ocasiones se ha descrito
que el contenido en minerales y PGRs utilizados en los medios de iniciacién no resultaban
apropiados para el mantenimiento de las masas embriogénicas. Esto también se encontrod

en el pino pifionero, en el que el medio estandar mLV suplementado con 9,5 uM 2.4-D, 4,5
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uM BAP y 20 g/l sacarosa, fue el mejor medio para el mantenimiento de las lineas

embriogénicas.

La seleccion de explantos competentes es critica para la induccion de ES en coniferas
(Tautorus y col., 1991). En el pino pifionero, las frecuencias de induccion mas altas se
obtuvieron cuando los embriones cigoéticos se encontraban entre el estado de desarrollo
posterior a la poliembrionia de particion y el estado cotiledonar. Estas fases del desarrollo
son comunes a otras especies de pinos, en los que el estado precotiledonar es el mas
adecuado para la obtencion de respuestas embriogénicas (Lelu y col., 1999; Klimaszewska
y col., 2001; Salajova y Salaj, 2005). Hay que sefalar, que la ventana de desarrollo para la
respuesta embriogénica en pino pifionero fue practicamente idéntica a la descrita en P.
pinaster, otra especie mediterranea de pino (Miguel y col., 2004). En ambas especies, las
frecuencias maximas de iniciacion de ES se obtuvieron entre finales de junio y la primera
semana de julio. En nuestro estudio, en ambos afos, se observd una disminucién en el
porcentaje de establecimiento de lineas embriogénicas entre el 6 y el 13 de julio, seguido
de una ligera recuperacion, coincidiendo con lo descrito en P. pinaster (Miguel y col.,

2004).

Esta establecido que las diferentes fases de regeneracion de plantas por ES estan bajo
control genético (Park y col., 1993, 1994). Se han descrito diferencias significativas en la
respuesta embriogénica entre familias de coniferas tales como Picea mariana (Cheliak y
Klimaszewska, 1991), Pinus strobus (Garin y col., 1998; Klimaszewska y col., 2001), P.
monticola (Percy y col., 2000), P. pinaster (Miguel y col., 2004) P. taeda (MacKay y col.,
2006), y P. sylvestris (Niskanen y col., 2004; Lelu-Walter y col., 2008). En el pino
pifionero, se encontraron diferencias significativas entre las familias para la extrusion, y
cercanas a la significacion para la iniciacion. Algunas de las familias respondieron mejor
que otras, lo que sugiere un control genético aditivo en la iniciacién de ES en el pino
pifionero, como se sefala en otras coniferas (Park y col., 1993; MacKay y col., 2006). En
nuestro estudio se observaron diferencias en la iniciacién de ES entre arboles madre: la
familia 58 casi duplico el valor de la media global, mientras que la familia 70 mostr6
valores cinco veces inferiores a la media, respecto a la frecuencia de iniciacion. Estos datos
son similares a los obtenidos en un experimento mas amplio realizado en P. pinaster donde

emplearon 20 familias de semihermanos, y en el que la mejor familia produjo valores tres
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veces superiores a la media y la peor familia fue seis veces inferior a la media (Miguel y
col., 2004). Aunque las frecuencias de iniciacion en el pino pifionero fueron muy bajas, es

alentador el hecho de que se obtuviera tejido embriogénico en todas las familias ensayadas.

Aunque el numero de familias utilizadas en este estudio fue relativamente bajo, la
diferencia en su capacidad para iniciar ES mostré que con una seleccion apropiada de los
arboles madre se podria incrementar el numero de genotipos capturados. Este estudio no
detectdé ninglin efecto significativo en la interaccion entre las familias y las fechas de
recogida, como se indico en P. strobus (Klimaszewska y col., 2001). Como ya se describio
en P. strobus, en el pino piflonero también se identificaron diferencias en los patrones
temporales para la iniciacion de ES en las distintas familias, lo cual refleja disparidades en
el desarrollo, como también se ha descrito en especies como P. sylvestris y P. pinaster
(Lelu y col., 1999), donde también mostraron una familia con mayor rango de respuesta
mas amplio que otras. Es interesante que ademas esta familia también se comportara de
igual forma en ambos afios. La busqueda y seleccion de estos genotipos de amplio espectro
para la capacidad de iniciacidén, como arboles madre en cruzamientos controlados, podria
ser util para incrementar el nimero de genotipos capturados en programas de mejora. La
seleccion del arbol madre mas favorable ha sido propuesta para mejorar la respuesta de

iniciacién de ES (Niskanen y col., 2004; MacKay y col., 2006).
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3.3. INICIACION DE CULTIVOS EMBRIOGENICOS A PARTIR DE
MATERIAL NO EMBRIONARIO

La recoleccion del material vegetal se realizd en mayo de 2004, enero de 2005,
febrero de 2006 y marzo de 2008. En cada una de las recogidas se ensayaron distintas
condiciones de cultivo y tipos de explanto para la obtencidon de la respuesta embriogénica.
En los siguientes apartados se describe el material vegetal utilizado, la metodologia
aplicada y los resultados obtenidos. Por ultimo, se incluye una discusion general en base a
dichos resultados en cada tipo de explanto. En el Anexo 1 se describe la formulacion de los

medios de cultivo utilizados.

3.3.1.INFLORESCENCIAS FEMENINAS Y MASCULINAS (MAYO 2004)

3.3.1.1. Material y métodos:

Estrobilos femeninos

Se recogieron durante su primer periodo vegetativo y antes de la polinizacion,
encontrandose las escamas ovuliferas atn cerradas (Fig. 27). Solamente se dispuso de 5
estrobilos (tres pertenecientes al genotipo 47, uno al 48 y otro al 61), por tener este
material un gran valor en los ensayos llevados a cabo en el Banco Clonal (al ser la
floracion femenina uno de los parametros de estudio). Para su puesta en cultivo, se
esterilizaron con el procedimiento que se describe a continuacidén y posteriormente se
cortaron en cuatro partes, un cuarto por placa Petri, colocandose una de las zonas de herida
en contacto con el medio de cultivo. Los medios empleados se basaron en las
formulaciones del medio LP (Lepoivre mod. por Aitken-Christie, 1984) con los
macronutrientes diluidos a la mitad, y del medio 505 (Pullman y Johnson, 2002) (Anexo

3).

Los estrdbilos pertenecientes al genotipo 47, se cultivaron dos en medio LP1 y uno
en medio PJ1 (Anexo 3). El estrobilo del genotipo 48 en el medio LP1 y el del genotipo 61
en medio PJ1. Las placas se sellaron con Parafilm® y los cultivos se mantuvieron en

camara de cultivo a 25 + 2°C en oscuridad.
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En la primera transferencia bisemanal a medio fresco, se procedio6 a la separacion de
la masa proliferativa inducida del explanto inicial, disgregandola en un pequefio volumen
de medio de cultivo liquido (aprox. 1,5 ml) con el fin de evitar su oscurecimiento. El
disgregado se depositd sobre el mismo medio de induccidn fresco. Dichas proliferaciones
se amplificaron mediante su transferencia semanal a medio fresco, realizando cada vez la

disgregacion anteriormente descrita.

Figura 27: Estrobilo femenino antes de la polinizacion.

Estrobilos masculinos

Estas inflorescencias se recolectaron en arboles de los genotipos 11, 16, 39, 47, 48,
59 y 73, estando los microesporangios poco desarrollados (tamafio pequefio y tonalidad
verde oscura). Para su puesta en cultivo, se separaron cada uno de los microesporangios de
la inflorescencia a la que pertenecian quitando a cada uno de ellos las cubiertas externas
presentes en su base (Fig. 28). Cada microesporangio previamente esterilizado, se partid
por la mitad, colocandose ambas partes con la zona de corte en contacto con el medio de
induccion en una placa Petri. Se introdujeron 12 microesporangios (24 mitades) por
genotipo y medio de cultivo. Se ensayaron los medios de cultivo PJ1, LP1 y LP2 (Anexo
3). Las placas se sellaron con Parafilm® y los cultivos se mantuvieron en camara de cultivo

a 25+ 2°C en oscuridad.

Las proliferaciones celulares formadas se transfirieron semanalmente directamente

sobre el mismo medio de cultivo fresco, realizando una ligera extension de la masa.
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Figura 28: Estrobilo masculino y microesporangio.

Aciculas en expansion de inflorescencias masculinas

El material introducido correspondi6 a los siete genotipos anteriormente descritos. Se
tomaron las aciculas de la parte superior de las inflorescencias masculinas (Fig. 29) y se
procedio a su esterilizado de la forma descrita a continuacion. Las aciculas se dispusieron
horizontalmente en el medio de cultivo, colocandose tres pares de aciculas por placa Petri.
Se introdujeron entre 9 y 15 pares de aciculas (dependiendo del nimero de inflorescencias
masculinas recogidas para cada uno de los genotipos) por repeticiéon (tres o cuatro
repeticiones) por medio de cultivo y genotipo. Se ensayaron los medios de cultivo LP1,
LP3, PJ2, PJ3 y PJ4 (Anexo 3). Las placas se sellaron con Parafilm” y los cultivos se

mantuvieron en camara de cultivo a 25 + 2°C en oscuridad.

Se realizaron repicados a medio fresco bisemanales, sin manipular las masas.
Después de 8 semanas en el medio de induccion, las proliferaciones celulares inducidas se
transfirieron a medios de mantenimiento (misma formulacién en nutrientes pero con
concentraciones de reguladores del crecimiento reducidos 10 veces). Se realizaron

tinciones del material proliferativo con acetocarmin al 1%.
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Figura 29: Inflorescencia masculina con aciculas en expansion.

Antes de su introduccidon en cultivo, el material vegetal descrito se esterilizo,

siguiendo los pasos siguientes:

e Los estrobilos completos se lavaron con etanol al 70% (v/v) durante 30 segundos en
agitacion intensa, posteriormente se pusieron bajo el grifo con agua templada durante

diez minutos.

e El material se mantuvo durante 24 horas en oscuridad a 25°C envuelto en papel de

filtro, previamente humedecido y metido en bolsa de plastico con autocierre.

e Transcurrido ese tiempo se volvid a lavar con agua, a la que se le afadieron 2 gotas

de Tween 20, agitandose durante 30 segundos, aclarandose posteriormente.

e En cabina de flujo laminar, se aplico etanol al 70% (v/v) durante 30 segundos con
agitacion intensa al estrobilo femenino, microesporangios y aciculas. Posteriormente se
pasaron a lejia comercial diluida al 10% (v/v) (3,5% cloro activo) con 2 gotas de
Tween 20 durante 15 minutos, aplicando vacio para extraer las burbujas de aire durante
unos segundos. Se agitd regularmente cada cinco minutos. Por ultimo, se enjuag6 tres

veces con agua destilada estéril.

e En el caso de las aciculas, después de retirar las vainas, se volvieron a esterilizar con

etanol al 70% (v/v) y agitacion intensa durante 30 segundos, aclarandose
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posteriormente con agua destilada estéril. A continuacion, se sumergieron en lejia
comercial diluida al 10% (v/v) durante 5 minutos, siguiendo con tres aclarados con
agua destilada estéril.

3.3.1.2. Resultados:

Estrobilos femeninos

A las cinco semanas de su puesta en cultivo en el medio LP1, se observo la aparicion
de proliferaciones celulares en las cuatro porciones del estrobilo del genotipo 48. Estas
proliferaciones se formaron en la zona de herida y presentaban color blanco-transparente
de consistencia granulosa. Tinciones con acetocarmin al 1% mostraron la presencia de
c¢lulas redondeadas en division, asi como células mds alargadas y vacuoladas que nos
podrian recordar a las células de suspensor, tipicas de las formaciones embriogénicas en
coniferas (Fig. 30). Se observd que en el explanto original seguian apareciendo nuevas
proliferaciones hasta el tercer repicado bisemanal. Sin embargo, las proliferaciones
disgregadas y subcultivadas tomaron color castafio y una consistencia mas dura después de
nueve semanas en cultivo, perdiéndose sus caracteristicas iniciales. Las porciones de los
estrobilos del genotipo 47 no respondieron en ninguno de los dos medios ensayados, y el

estrobilo del genotipo 61 se contaminé en su totalidad.

Figura 30: Proliferaciones celulares inducidas en el medio de cultivo LP1, en estrobilo femenino del
genotipo 48. Nucleos celulares tefiidos con acetocarmin al 1% similares a embriones somaticos muy
iniciales. (Barras= 0,1mm)
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Estrobilos masculinos

El porcentaje de contaminacion obtenido durante las cuatro primeras semanas en
cultivo fue alto. Después de 6 a 10 semanas en cultivo, se observd la aparicion de
proliferaciones celulares blanco-transparentes en los medios de cultivo LP1 y LP2. En el

medio PJ1 no se formaron proliferaciones celulares (Tabla 9).

Tabla 9: Porcentaje de explantos (estrobilos masculinos) con proliferacion en cada uno de los genotipos y
medio de cultivo ensayado.

Medios de cultivo

Genotipo
PJ1 LP1 LP2
1 0% 4,2% 4,2%
(0/24) (1/24) (1/24)
16 0% 0% 4,2%
(0/24) (0/24) (1/24)
47 0% 8,3% 0%
(0/24) (2/24) (0/24)
48 0% 0% 8,3%
(0/24) (0/24) (2/24)
73 0% 16,7% 37,5%
(0/24) (4/24) (9/24)
Total 0% 5,8% 10,8%
(0/120) (7/120) (13/120)

Estas proliferaciones mostraron estructuras friables, mas mucilaginosas y globulares
las formadas en medio con 2,4-D que con NAA (Fig. 31), dando lugar a proliferaciones
mas compactas a lo largo de cuatro subcultivos semanales, similares a las formadas en el
estrobilo femenino. No se obtuvieron proliferaciones con estas caracteristicas en el medio

con TDZ.
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Figura 31: Proliferaciones celulares inducidas en el medio LP1 y LP2, en estrobilo masculino del genotipo
47.

Aciculas en expansion de las inflorescencias masculinas

El porcentaje medio de contaminacion observado durante las cuatro primeras
semanas en cultivo fue del 40%. Solamente se observd la formacion de proliferaciones
celulares, blanco-transparentes de aspecto mucilaginoso y con presencia de células
filamentosas, en las aciculas pertenecientes al genotipo 47, cultivadas en los medios LP1 y
PJ3, ambos conteniendo NAA. Tampoco se observd respuesta en presencia del regulador
TDZ. De los aproximadamente 60 pares de aciculas cultivados por medio, ocho explantos
en el medio LP1 (13,3 %) y cinco en el medio PJ3 (8 %) formaron proliferaciones
celulares, entre las 3 y 7 semanas desde su puesta en cultivo (Fig. 32). Sin embargo,
tampoco se logré mantener el desarrollo de estas estructuras en las masas generadas en los
sucesivos repicados, aun reduciendo la concentracion de reguladores presentes en el medio

de cultivo (medio de mantenimiento).
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Figura 32: Evolucion de las proliferaciones celulares inducidas en el medio LP1 en aciculas de estrébilo
masculino del genotipo 47. Al inicio presentan aspecto mucilaginoso con células filamentosas, adquiriendo
las células una morfologia mas redondeada con los subcultivos. (Barras= Imm).

3.3.2.FORZADO DE ESTACAS PARA LA EXPANSION DE ACIiCULAS Y
EMISION DE BRAQUIBLASTOS (ENERO 2005)

3.3.2.1. Material y métodos:

Se tomaron ramas de arboles adultos pertenecientes a los genotipos 11, 47, 59, 62 'y
87, situados en el Banco Clonal. Las ramas se localizan en las partes bajas del arbol con las
yemas del afio antes de elongar. Se colocaron entre 21 y 32 estacas por genotipo en
condiciones de alta humedad para su forzado.

El procedimiento de limpieza del material de campo se ajusto de la siguiente manera:

1. El material se cortd en estacas de aproximadamente 20 cm de longitud, quitando

las aciculas y procurando dejar parte de la vaina.
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2. Las estacas se lavaron bajo el grifo con agua templada, cepillindolas con un

cepillo de raiz.

3. Las estacas se sumergieron en una solucién fungicida de 1 g/l de Captosan R
(8% carbendazim y 40% de captan) y 1 g/l de Benoagrex”™ (50% benomilo) durante

20 minutos.

4. Las estacas se dispusieron en bandejas con perlita himeda y se regaron
semanalmente con agua corriente. Se colocaron en camara de cultivo de alta

humedad (80-90%) con 25 + 5° C de temperatura y fotoperiodo de 16 horas de luz.

5. El dia anterior a la toma de material para cultivo, se volvieron a pulverizar las

estacas con solucién fungicida de 2 ml/I de Previcur N® (propamocarb 60,5%).
g prop

El procedimiento de esterilizacion de los distintos explantos antes de su introduccion

in vitro fue el siguiente:

90

e Lavados del material con etanol al 70% durante 30 segundos en agitacion intensa,
realizdndose posteriormente tres aclarados en agitacion con agua destilada durante

diez minutos.

¢ El material se mantuvo durante 24 horas en oscuridad a 25° C envuelto en papel de

filtro humedecido y guardado en bolsa de plastico con autocierre.

e En el caso de las aciculas, en cabina de flujo laminar, después de retirar las vainas
externas que recubren la base, se volvieron a esterilizar con etanol al 70% y agitacion
intensa durante 30 segundos, aclardndose posteriormente con agua destilada estéril. A
continuacion, se sumergieron en lejia comercial diluida al 10% durante 5 minutos,

siguiendo con tres aclarados con agua destilada estéril.

e En el caso de los braquiblastos, se esterilizaron enteros. Después de lavarse con
etanol al 70% durante 30 segundos en agitacion intensa, se volvieron a lavar con la
solucion fungicida descrita (1 g/l de Captosan R® + 1 g/l de Benoagrex”) durante 10
minutos. Luego se lavaron con agua destilada con dos gotas de Tween 20 en
agitacion. Posteriormente en una disolucion desinfectante con 0,35 % de cloro activo

(pastillas de Millipore™ con 1,5 g de cloro activo) con 2 gotas de Tween 20 durante
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15 minutos, aplicando vacio. Por ultimo, se enjuagaron tres veces con agua destilada
estéril.

e En el caso de las yemas, en cabina de flujo laminar, se lavaron con etanol al 70%
(v/v) durante 30 segundos con agitacion intensa. Posteriormente, en una disolucion
desinfectante con 0,35 % de cloro activo (pastillas de Millipore™ con 1,5 g de cloro
activo) con 2 gotas de Tween 20 durante 15 minutos, aplicando vacio para extraer
burbujas de aire durante unos segundos. Se agitd regularmente cada cinco minutos.
Por ultimo, se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril. Se retiraron las
escamillas que recubren la yema asépticamente, dejando las yemas verdes. Se
volvieron a esterilizar con etanol 70% (v/v) y agitacion intensa 30 segundos.
Posteriormente, con la misma disolucion desinfectante anterior mas unas gotas de
Tween 20 durante 10 minutos, agitando levemente. Luego, se realizaron tres
aclarados con agua destilada estéril. Por ultimo, se cortaron rodajas de Imm y se
colocaron sobre el medio de cultivo en direccion de las agujas del reloj, comenzando

por el apice.

Cuando se obtuvieron las aciculas en expansion y los braquiblastos después de un
periodo de forzado en cdmara de cultivo de alta humedad (Fig. 33), se procedié a su
esterilizacion siguiendo los pasos anteriormente descritos, y puesta en cultivo. Se
introdujeron 4 aciculas por placa, y de 4 a 6 placas por medio ensayado y repeticion. Se
realizaron entre 3 y 4 repeticiones segun la disponibilidad de aciculas. En los braquiblastos
inducidos se separaron las hojas de insercion aislada (HIA), colocandose 4 por placa y

medio.
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Figura 33: Expansion de aciculas y emision de braquiblastos en estacas tomadas en enero.

Los medios empleados se basaron en las formulaciones del medio LV (Litvay y col.,
1985) con los macronutrientes diluidos a la mitad, reduccién de cobalto y adicion de
cloruro de niquel y en las del medio 505 (Pullman y Johnson, 2002). Estos medios los
denominamos: L-mLV,, PJ1, PJ3 (Anexo 3). Los repicados a medio fresco se realizaron
semanalmente, una parte del material al mismo medio de induccién fresco y otra parte a
medio fresco con concentraciones de reguladores reducidas a la décima parte (medio de

mantenimiento). Se realizaron tinciones del material proliferativo con acetocarmin al 1%.

3.3.2.2. Resultados:

Transcurridos 30 a 52 dias desde su puesta en condiciones de brotacion forzada en
condiciones de alta humedad, se obtuvieron aciculas en expansion solo en los genotipos 62

y 87. Solo el genotipo 47 proporciond dos braquiblastos.

Después de tres 6 cuatro semanas desde su puesta en cultivo, se observo la formacion
de proliferaciones celulares en las aciculas de los dos genotipos ensayados (62 y 87), en los
medios de cultivo que contenian NAA 6 2,4-D, y no en el que contenia TDZ (Tabla 10). El

aspecto de las mismas vari6 en funcién de los medios ensayados: en medio PJ3 las masas
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eran gelatinosas con formaciones en pico y células transparentes (Fig. 34); en medio L-

mLV,; las masas eran mas compactas con algunas formaciones en pico y amarillentas.

Figura 34: Evolucion de las proliferaciones celulares inducidas en aciculas del genotipo 62 en el medio PJ3 y
en el medio L-mLV,. A: Barra=0,5 mm. B: Barra= Imm.

Las masas proliferativas obtenidas en los medios PJ3 y L-mLV, al cabo de 4
semanas en cultivo, mostraron algunas estructuras con apariencia de embridn en las fases
iniciales de su desarrollo (Fig. 35). Con los subcultivos las proliferaciones fueron

perdiendo estas estructuras, tornandose globulares y muy friables.
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Figura 35: Estructuras con apariencia de embrion en las fases iniciales de su desarrollo.

El mismo comportamiento se observé en las inducidas en hojas de insercion aislada
(Tabla 10). Muestras de tejido proliferativo tefiidas con acetocarmin, mostraron grupos de
células redondeadas con nucleo patente en division y células alargadas vacuoladas que nos
indican un cierto grado de organizacidon pre-embriogénica. Sin embargo, estos grupos
celulares no fueron capaces de producir masas de embrion-suspensor a lo largo de los

subcultivos (Fig. 36).

Figura 36: Proliferaciones celulares inducidas en el medio PJ3, en hojas de insercion aislada del genotipo 47
y detalle de células de las proliferaciones con nticleo patente. (Barras= 100uM)
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Tabla 10: Porcentaje de explantos (aciculas y HIA) con proliferacion en cada uno de los genotipos , tipo de
explanto inicial y medio de cultivo.

) . Medio de cultivo
Genotipo Tipo explanto

PJ1 PJ3 L-mLV,
, 0% 75% 35,8%
62 ACICULAS (0/34) (66/38) (33/92)
, 0% 46,8% 10,7%
87 ACICULAS (0/28) (15/32) (3/28)
0% 43.7% 12,5%
47 HIAs (0/16) (7/16) (2/16)
Total 0% 64,7% 27,9%
(0/128) (88/136) (38/136)

3.3.3.FORZADO DE ESTACAS PARA EL DESARROLLO DE YEMAS Y
EMISION DE BRAQUIBLASTOS (FEBRERO 2006)

3.3.3.1. Material y métodos:

En este afio la toma de material en campo y su procesado fue el mismo que el
descrito el afio anterior. Las ramas se tomaron de arboles pertenecientes a los genotipos 47,
58, 62, 87 y 88. Sin embargo, para favorecer la emision de braquiblastos, una parte de las
estacas se pulverizd con una solucidon acuosa de citoquinina (1/5 de medio nutritivo SH
(Schenk y Hildebrandt, 1972) con DMSO al 1%, Tween 20 al 0,1% y 2 g/l de BAP). Se
pulverizaron una vez a la semana hasta la primera evidencia de emision de los
braquiblastos (Fig. 37). Con la utilizacion del medio nutritivo se tratd de aportar nutrientes
a las estacas, y con el efecto mojante del Tween y el DMSO mejorar la penetracion de la
citoquinina y los nutrientes al interior de los tejidos. Se dispusieron 60 estacas por genotipo

y tratamiento.
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Figura 37: Emision de braquiblastos en estacas tomadas en febrero.

Los medios de cultivo ensayados se basaron en las formulaciones del medio LV
(Litvay y col., 1985); con los macronutrientes diluidos a la mitad y una reduccion en la
concentracion de cobalto junto con la adicioén de cloruro de niquel (Park y col., 2006). Se
emplearon dos combinaciones de reguladores del crecimiento: H-mLV, y P-mLV; (Anexo
3). Este ultimo medio contenia la combinacion de reguladores del crecimiento descrita para

la induccién de ES en yemas de Pinus patula (Malabadi y van Staden, 2005a).

Las yemas cortadas en rodajas de 1 mm de grosor se introdujeron en cultivo por
orden, en sentido de las agujas del reloj, de manera que la primera rodaja correspondia al
extremo apical de la yema (Fig. 38). Se dispuso una yema por placa y 10 hojas de insercion

aislada por placa, sin distinguir si procedian de las estacas tratadas o sin tratar.

|

Figura 38: Yemas en elongacion y rodajas introducidas en cultivo
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Los repicados a medio fresco se realizaron bisemanalmente. A las 8 semanas de
cultivo, las proliferaciones con aspecto embriogénico se repicaron a medio fresco con
concentraciones de reguladores reducidas a la décima parte (medio de mantenimiento).
Después de otras cuatro semanas, pequefias porciones de las proliferaciones cultivadas en

el medio de mantenimiento se transfirieron a medios de maduracion para su desarrollo.

Los medios de maduracion estaban formados por los medios basales empleados para
la induccion, pero con la adicién de 9 g/l de Gerlite”, 60 g/l de sacarosa y 80 uM de ABA.
Se disgregaron porciones de masa proliferativa en medio liquido y posteriormente se

dispusieron alicuotas en los distintos medios de maduracion.

3.3.3.2. Resultados:

Transcurridos unos 15 dias desde la colocacion de las estacas en condiciones de
humedad, se comenzaron a recoger las yemas que estaban hinchadas y verdes pero atn sin

comenzar a elongar las aciculas (Tabla 11).

Tabla 11: Material emitido por genotipo para su introduccion en cultivo, en estacas tratadas y no tratadas
con BAP.

Estacas no tratadas Estacas tratadas con BAP
Genotipo Yemas Braquiblastos Yemas Braquiblastos
hinchadas emitidos hinchadas emitidos
47 2 1 14 0
58 20 5 12 0
62 29 13 51 6
87 8 22 6 0
88 44 17 26 13
Total 103/300 58/300 109/300 19/300

El tratamiento de las estacas con BAP no favoreci6 la emision de braquiblastos ya
que se obtuvo un mayor numero en las estacas no pulverizadas (58 frente a 19). Pudo
observarse que la eliminacion de la yema terminal ejercié una mayor influencia sobre la

emision de braquiblastos que el tratamiento con BAP, ya que el mayor numero se obtuvo
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después de dicha eliminacion. La aparicion de braquiblastos se localizo tanto en la zona
apical como en el primer entrenudo (Fig. 37). Tanto en las yemas cortadas en rodajas como
en las hojas de insercion aislada, se obtuvo el desarrollo de proliferaciones celulares con
aspecto similar a las descritas como embriogénicas. Un 14 % de las yemas y un 10% de las
HIA puestas en cultivo formaron este tipo de proliferaciones, presentando mejor
morfologia las inducidas con 2,4-D que con la mezcla de 2,4-D mas NAA (Tabla 12).
Cuando las masas proliferativas alcanzaron un determinado tamafio en los medios de
induccidon, se subcultivaron en los mismos medios de induccion, o en medios con
concentraciones de reguladores del crecimiento reducidas diez veces (medios de

mantenimiento).

Tabla 12: Porcentaje de induccion de proliferaciones en yemas y HIA

Yemas HIA
Genotipo
H-mLYV, P-mLYV, H-mLYV, P-mLV,
47 0% 0% 0% 0%
(0/8) (0/8) (0/9) (0/12)
58 0% 0% 0% 0%
(0/16) (0/16) (0/45) 0/46)
62 21,4% 15,2% 11,3% 11,3%
(9/42) (5/38) (22/195) (19/168)
87 12,5% 16,7% 6,5% 4,5%
(1/8) (1/6) (11/170) (8/179)
38 17,1% 22.9% 22.5% 11%
(6/35) (8/35) (42/187) (25/228)
14,5% 13,6% 12,4% 8,2%
Total

(16/109) (14/103) (75/606) (52/633)

Las Figuras 39 y 40 muestran el aspecto de las proliferaciones celulares inducidas en
ambos tipos de tejidos. Sin embargo, no se consiguid mantener su proliferacion a lo largo
de los sucesivos subcultivos, en los distintos medios de cultivo ensayados, y por lo tanto no
se pudo confirmar su naturaleza embriogénica. Las porciones de masas que se cultivaron
en medios de maduracion no mostraron la diferenciacion celular esperada por la presencia

del 4cido abscisico y el mayor potencial osmoético del medio.
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Figura 39: Proliferaciones celulares inducidas en el medio H-mLV, en rodajas de yemas apicales del
genotipo 88. A: Barra= 2mm. B-C: Barras= 1 mm.

Figura 40: Crecimiento de las proliferaciones celulares inducidas en el medio H-mLV, en hojas de insercion
aislada del genotipo 88. A-B: Barras= lmm. C-D: Barras= 2mm.
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3.3.4FORZADO DE ESTACAS PARA EL DESARROLLO DE YEMAS Y
EMISION DE BRAQUIBLASTOS (MARZO 2008)

3.3.4.1. Material y métodos:

En este afio la toma de material en campo se optimizo respecto a afios anteriores. Las
ramas se tomaron de arboles pertenecientes a los mismos genotipos del afio anterior, pero
con las yemas en un estado de desarrollo vegetativo mas avanzado. Sélo se eligieron las
estacas procedentes del brote principal, siendo mas homogéneas y conteniendo su extremo

apical intacto.

Se colocaron sesenta estacas por genotipo (47, 62, 58, 87 y 88) en camara de cultivo
de alta humedad, con el fin de promover el engrosamiento de las yemas apicales y forzar la
emision de braquiblastos (Fig. 41). El proceso de limpieza del material y su esterilizacion

fue el mismo ya descrito.

Figura 41: Estacas con yema apical engrosada y yema en elongacion
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Se ensayaron 5 condiciones de cultivo (PJ3, PJ5, PJ6, H-mLV, y U-mLV;) (Anexo
3). Se cultivaron 12 yemas (10 rodajas por yema y por placa) y 10 braquiblastos (10-15
HIA por blaquiblasto y placa), por genotipo y tratamiento.

Después de 3 semanas en el medio de induccidn, las rodajas que formaron
proliferaciones se distribuyeron en tres procedimientos: se mantuvieron sin repicar en la
misma placa, se repicaron al mismo medio de induccion fresco, y se transfirieron a medio
de mantenimiento (medio mLV con 9,5 uM de 2.4 D y 4,5 uM de BAP, 1 g/l de
hidrolizado de caseina, 0,5 g/l de glutamina, 20 g/l de sacarosa y 4 g/l de Gerlite®).

Después de otras 3 semanas en cultivo se transfirieron las rodajas a medio fresco,
observandose la apariencia de los cultivos en los tres procedimientos ensayados.
Transcurridas otras 3 semanas en cultivo, se seleccionaron de entre los distintos medios y
genotipos, pequefias masas transparentes y mucilaginosas con posibles caracteristicas
embriogénicas, volviéndose a subcultivar en medio de mantenimiento en forma de masa o
en forma disgregada. Para ello, se pesaron cantidades determinadas de masa proliferativa y
a continuacion se procedi6é a su disgregacion en medio liquido y posterior filtrado con
vacio. Cantidades entre 90 y 280 mg de peso fresco se dispusieron en frascos de 25 ml
conteniendo 10 ml de medio basal de mantenimiento, y tras agitacion hasta la disgregacion
de la masa se procedi6 a su filtrado a través de embudo y con vacio. El papel de filtro con
el disgregado se colocd en placa con medio sélido de mantenimiento. Se realizaron
transferencias bisemanales a medio fresco, alternando el procedimiento de la transferencia
de las masas seleccionadas con aspecto embriogénico sin disgregar, con la disgregacion y

filtrado de las mismas.

En el cultivo de las HIA procedentes de los braquiblastos, los subcultivos de
realizaron bisemanalmente. Después de dos subcultivos en el medio de induccién, las HIA
se dispusieron en frascos de 25 ml conteniendo 10 ml de medio liquido basal de
mantenimiento (10 HIA/placa/frasco), y tras agitacion hasta la disgregacion de la masa se
procedi6 a su filtrado a través de embudo y con vacio. El papel de filtro con el disgregado
se coloco en placa con medio sélido de mantenimiento. Se realizaron transferencias

bisemanales a medio fresco, alternando el procedimiento de la transferencia de las masas
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seleccionadas con aspecto embriogénico sin disgregar con la disgregacion y filtrado de las

masas.

3.3.4.2. Resultados:

Después de 2-3 semanas en condiciones de alta humedad todas las estacas mostraron
hinchamiento de las yemas, siendo los genotipos 62 y 88 los mas precoces. La emision de
braquiblastos se obtuvo entre las 3 y 9 semanas, siendo los genotipos 58 y 87 los mas
tardios y los genotipos 62 y 88 los que emitieron en mayor cantidad. En esta recogida,
aunque estas estacas terminales eran muy delgadas, se obtuvo un gran numero de
braquiblastos en un periodo dilatado de tiempo, indicandose las fechas de recogida de

braquiblastos para su introduccion en cultivo (Tabla 13).

Tabla 13: Fechas de emision de braquiblastos en los genotipos ensayados.

Fechas de emision de braquiblastos

Genotipo
114 17.4 6.5 28.5 Total
47 2 0 19 5 26
58 0 0 10 12 22
62 1 19 32 11 63
87 1 1 25 9 35
88 1 12 26 12 51
Total 5 32 112 49 197

Después de 3 semanas en cultivo, se observé que en los medios de induccion PJ3 y
PJ5 se produjo el mayor porcentaje de yemas con masas proliferativas de células
transparentes y alargadas (con caracteristicas embriogénicas) (Figs. 42 A y B), siendo los

genotipos 87, 62 y 47 los mas productivos en el total de los medios ensayados (Tabla 14).
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Tabla 14: Porcentaje de yemas con proliferaciones inducidas, a las 3 semanas en cultivo.

Condiciones de cultivo

Genotipo

PJ3 PJ5 PJo H-mLV, U-mLV, Total

47 71,4% 25% 33,3% 75% 0% 45.2%
5/7 (1/4) (2/6) (6/8) (0/6) (14/31)

58 25% 40% 50% 33,3% 20% 33,3%
(3/12) (2/5) (4/8) (1/3) (1/5) (11/33)

62 90% 33,3% 54,5% 36,4% 18,2% 45,5%
(9/10) (4/12) (6/11) (4/11) (2/11) (25/55)

87 100% 91% 42% 22.2% 9.1% 54,5%
(12/12) (10/11) (5/12) (2/9) (1/11) (30/55)

88 36,3% 20% 0% 22,2% 0% 16,3%

(4/11) (2/10) (0/10) (2/9) (0/9) (8/49)

Total 63,5% 45,2% 36,2% 37,5% 9,5% 39,5%
(33/52) (19/42) (17/47) (15/40) (4/42) (88/223)

En el tercer subcultivo (9 semanas), no se encontraron diferencias cualitativas entre
los tres procedimientos (Figs. 42 C y D). Sin embargo, en el medio de mantenimiento los
cultivos mostraron mayor proliferacion de las masas iniciales pero con un aumento de la

formacion de células transparentes y redondeadas frente a las alargadas (Fig. 43)

En el cuarto subcultivo (12 semanas), las masas disgregadas y cultivadas en medio
de mantenimiento crecieron poco, conservando parte de las caracteristicas de células
alargadas y transparentes. Las masas cultivadas sin disgregar comenzaron a oscurecerse y
formaron acumulos celulares mas compactos y redondeados. (Fig. 42 E). No se pudo
cuantificar, mediante el incremento relativo de su peso fresco, la capacidad proliferativa de

los cultivos presumiblemente embriogénicos al no progresar a lo largo de los subcultivos.

A partir de las 17-19 semanas en cultivo, todos los cultivos mostraron un mismo

aspecto compacto con algunas proliferaciones de células redondeadas y trasparentes (Fig.
42 F).
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Tampoco con este procedimiento se pudo mantener la proliferacion de las masas con
células alargadas y vacuoladas mas tipica de las células de suspensor, inicialmente

inducidas en los distintos medios de induccion.

Figura 42: Evolucion de las proliferaciones celulares inducidas en rodajas y cultivadas en forma de masa, en
distintos medios y genotipos. A-B: a las 3 semanas (barra= 1,5mm). C-D: a las 9 semanas (barra= 0,5 mm).
E: alas 12 semanas. F: a las 17 semanas en cultivo (barra= 2mm).
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Figura 43: Células en division con nuicleo patente y células anucleadas de tejido proliferando en medio PJ3.
Tincion realizada con acetocarmin al 1%.

Las hojas de insercion aislada comenzaron a formar masas proliferativas a las dos

semanas. A las tres semanas la mayoria de las masas median entre 2-4 mm, respondiendo

todos los genotipos en el medio PJ3 (Tabla 15). A las 4 semanas, las masas disgregables se

subcultivaron tomando sus pesos con el fin de evaluar su capacidad proliferativa. Estas

medidas no se continuaron realizando mas alla del cuarto subcultivo. En estas condiciones,

los cultivos de hojas de insercion aislada tampoco progresaron mas alld de las nueve

semanas en cultivo (Fig. 44).

Tabla 15: Porcentaje de HIA con proliferaciones inducidas, a las tres semanas en cultivo.

Medios de cultivo

Genotipo
PJ3 PJ5 PJ6  H-mLV,
47 79,1% 74% ] .
87/110)  (37/50) 0% 0%
53 71,6% 58% . .
43/60)  (29/50) 0% 0%
2 65,4% 55,7% 575%  23.2%
(68/104)  (39/70)  (23/40)  (25/108)
87 43,6% 45% s 45%
GU71)  (18/40) (18/40)
88 52% o 0 54,4%
(39/75) 0% 0% (49/90)
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Figura 44: Evolucion de las proliferaciones celulares inducidas en el medio PJ en hojas de insercion aislada
del genotipo 62. A: a las 3 semanas. B: a las 6 semanas. C: a 12 semanas en cultivo. Barras=1mm.

3.3.5.DISCUSION GENERAL DEL MATERIAL NO EMBRIONARIO

Muchos autores han enfatizado que la regeneracion a través de la induccion de
embriogénesis somatica en tejidos vegetativos que proceden de arboles selectos, brinda la
posibilidad de contrarrestar las desventajas asociadas con la regeneracion a partir de
explantos cigoticos. Por ello, es importante realizar mas esfuerzos dirigidos a solventar los
condicionamientos que muestran los tejidos adultos para responder a las condiciones de

cultivo.

Estd ampliamente descrito que la iniciacion de cultivos embriogénicos estd influida
por muchos factores y entre ellos los mas determinantes son el genotipo, el grado de
madurez del explanto elegido y la fecha de su recoleccion. La importancia de estos dos
ultimos radica en que los tejidos en diferentes estados de desarrollo muestran diferencias
en su competencia para responder in vitro. La composicion del medio nutritivo y la
aportacion de reguladores del crecimiento también modificarian dicha respuesta. Como
describieron Stasolla y Yeung (2003), la embriogénesis comprende la consecucion de una
secuencia de etapas que comienza por la inducciéon y proliferacion de un tejido
embriogénico; respuesta que depende estrictamente de las caracteristicas juveniles del
explanto (por ejemplo los embriones inmaduros o las hojas cotiledonares). Filonova y col.,
(2000a) describieron que las masas pre-embriogénicas inducidas por la presencia de
auxinas y citoquininas, estaban compuestas por unas agrupaciones de pequenas células

vacuoladas redondas con nucleo patente sostenidas por una célula vacuolada alargada.
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Estos agregados progresaban formando agrupaciones de estas células alargadas. La
consecucion del proceso embriogénico estaria limitada por anormalidades producidas en la
estructura de estas agrupaciones a lo largo de los subcultivos. Gupta y Durzan (1987)
denominaron las estructuras embriogénicas con el término «embryonal suspensor masses»
o masas de suspensor-embrion, describiéndolas con apariencia blanca, translicida,
mucilaginosa y constituidas por embriones en un estado inicial. Estas estructuras
embriogénicas presentan una region apical formada por células pequefias con citoplasma
denso y nucleo grande sustentado por células alargadas altamente vacuoladas que forman
el sistema suspensor. Las masas no embriogénicas aparecen con una cierta organizacion

anatdmica, opacas, friables y que pueden tornar a verdes.

El tipo de explanto seria pues uno de los primeros factores por determinar para el
establecimiento de cultivos embriogénicos, ya que como indicaran Lelu y col., (1987) el
potencial embriogénico de los d6rganos aislados depende de la edad ontogénica de los
tejidos. Se han descrito unos pocos trabajos de inducciéon de embriogénesis en coniferas a

partir de cotiledones y de aciculas secundarias.

Ruaud y col., (1992) indujeron callo embriogénico en aciculas de plantulas de 14
meses obtenidas de embrion somatico. También encontraron que la capacidad
embriogénica decrecia conforme los tejidos eran ontogénicamente mas viejos. La
capacidad embriogénica fue mds alta en aciculas de plantulas obtenidas de embrion

somatico que en las obtenidas de embrion cigotico.

Attree y col., (1990) describieron en cotiledones de plantulas de 21 dias en Picea
glauca y de 30 dias en Picea mariana, en un medio modificado de von Arnold y Eriksson
(1981) conteniendo BAP y 2.4-D, que las células epidérmicas y subepidérmicas
comenzaban a elongar adquiriendo una apariencia retorcida, produciendo luego células
mucilaginosas y traslucidas. Los embriones surgian después de 6 semanas de cultivo y en
contacto con el medio de cultivo. Berlyn y col., (1991) iniciaron también cultivos
embriogénicos a partir de aciculas de plantulas de 3 meses de Pinus caribaea pero sin

conseguir la transiciéon a embriones maduros.

107



3. Induccién de Embriogénesis Somatica

Deb y Tandon (2002) en aciculas de plantulas de 6 meses de Pinus kesiya cultivadas
en medio MS suplementado con una mezcla de 2,4-D y NAA, describieron la formacion de
pre-embriones globulares en medio con los reguladores reducidos 10 veces. El desarrollo a

embriones cotiledonares se obtuvo en medio basal sin reguladores.

Basandonos en estas experiencias, este trabajo de tesis contempla la utilizacioén de
varias condiciones de cultivo diferentes en materiales vegetales con distintas caracteristicas
en funcidn de su grado de madurez, con el fin de testar su grado de competencia al efecto

inductor de embriogénesis.

En base a los resultados obtenidos, parece que tanto las hojas de insercion aislada
que componen el braquiblasto, como las yemas en elongacion tomadas en febrero-marzo y
cortadas en finas rodajas, son los tejidos con respuestas mas prometedoras. Aunque ambos
tejidos formaron masas mucilaginosas compuestas de células redondeadas con ntcleo
patente y células alargadas vacuoladas semejantes a las células embridn-suspensor en los
medios de induccidn, no fueron capaces de diferenciarse y formar embriones somaticos en
ninguna de las condiciones de cultivo ensayadas. El hecho de subcultivar las
proliferaciones presumiblemente embriogénicas en los mismos medios de induccidn, o en
medios de mantenimiento con concentraciones reducidas de reguladores, no promovio la
diferenciacion de estructuras embriogénicas. Tampoco los distintos periodos de
permanencia de los cultivos en el medio antes de su transferencia (frecuencia de
transferencia) mostraron diferenciacion alguna. El tratamiento de las masas para su
proliferaciéon (en forma de masa o dispersas) tampoco favorecid su desarrollo. No se
pudieron encontrar diferencias en las respuestas en funcion de las formulaciones de los
medios basales, ni con los contenidos en reguladores del crecimiento, ni diferencias

debidas al genotipo.

Resultados en esta linea podemos encontrar en la bibliografia. Callos inducidos en
yemas apicales de Pinus sylvestris, mostraban divisiones asimétricas en las células y
elongacion después de 2 semanas en cultivo (medio MS con 4,5 uM de 2,4-D mas 0,2 uM
de BAP). Sin embargo, también describieron la deterioracion de la estructura celular con el
tiempo en cultivo, provocandose un oscurecimiento y la muerte del cultivo (Hohtola,

1995).
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Bonga (1996) describio el desarrollo de estructuras parecidas a embriones a partir de
pequefios nodulos esféricos con una superficie epidérmica generadas en masas
mucilaginosas inducidas en yemas apicales de arboles adultos de Larix decidua y L. x
eurolepis. Al contrario de como ocurria en el cultivo de tejidos juveniles (embriones
cigdticos), los embriones formados a partir de nddulos verdosos inducidos (en los medios
de cultivo AFC y % LM, en ausencia de reguladores) en yemas de L. decidua, recolectadas
cuando comienzan a desarrollar el primordio de las aciculas, surgian sin suspensores pero

que, aunque germinaran, no eran capaces de formar raices funcionales (Bonga, 2004).

Solo recientemente se han descrito protocolos que describan la induccion de
embriogénesis en material adulto. Se ha obtenido en Pinus kesiya (Malabadi y col., 2004)
cultivando yemas apicales cortadas en rodajas finas, en medio DCR suplementado con una
mezcla de 22,6 uM de 2,4-D, 26,8 uM de NAA y 8,9 uM BAP. También en Pinus patula
(Malabadi y van Staden, 2005a y b) con el mismo tipo de explanto, en medio DCR
suplementado con una mezcla de 20 uM de 2,4-D, 25 uM de NAA y 9 uM BAP, se
describi6 microscopicamente el callo embriogénico como blanco mucilaginoso revelando
c¢lulas alargadas mientras que un callo blanco y duro con células redondas con prominente

nucleo no producia masas de embridn-suspensor.

Ya que muchos estudios indican que determinadas condiciones ambientales pueden
inducir cambios en el estado fisiologico de las células, alterando asi su potencial para
responder al efecto inductor; un rango mas amplio de condiciones y un mayor nimero de
genotipos podrian ensayarse para la induccion de la respuesta embriogénica en material
adulto del pino pifionero. Por ejemplo, valorar el potencial embriogénico de las yemas del
afio en distintas fechas de recoleccion. El efecto de un pretratamiento de almacenamiento
en frio de las yemas y otras variaciones en la composicion de los medios de cultivo,

también podrian estudiarse.

Un gran niimero de investigaciones se han llevado a cabo con el fin de averiguar los
parametros fisicos, quimicos y ambientales que influyen en el proceso embriogénico para
asi poder desarrollar su potencial para la micropropagacion clonal. Aun asi, el
establecimiento y posterior manejo de los sistemas embriogénicos son empiricos, aunque

haya algunos principios generales subyacentes (Krikorian, 2000). Como indicara Hohtola
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(1995) en unas conclusiones “la investigacion en embriogénesis somatica en coniferas, en
la mayoria de las ocasiones, demanda un enorme trabajo e innumerables experimentos para

conseguir dar un pequefio paso adelante”.
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4. PROLIFERACION Y MANTENIMIENTO

4.1. MATERIAL Y METODOS

Después de 4 a 12 semanas en medios de iniciacion, las masas proliferativas
inducidas en embriones cigoéticos inmaduros, recolectados entre junio y julio de 2005 y
2006 (Capitulo 3, apartado 3.2.2), se separaron del megagametofito para subcultivarlas
bisemanalmente en medio de mantenimiento. El medio de mantenimiento empleado fue el
M-mLV ya descrito, independientemente del medio utilizado en la fase de iniciacion. Sin
embargo, se realizd un ensayo previo para evaluar el efecto de la ausencia de reguladores

en el medio de mantenimiento.

Se estudi6 el efecto de dos procedimientos en la proliferacion del material

embriogénico:

8 Subcultivo en forma de masa, en el que se transfirieron pequefias porciones de
las zonas periféricas de las diferentes lineas embriogénicas, descartandose la region
central. Los explantos iniciales fueron masas individuales de alrededor de 100 mg de peso
fresco. Se subcultivd una masa en placa Petri, realizdndose cinco repeticiones por linea
ensayada, correspondiendo cada repeticion a una placa. Después de cada subcultivo
bisemanal, cada masa individual se dividié en cuatro fragmentos los cuales se volvieron a

depositar en una placa.

Q Subcultivo en forma de disgregado (Klimaszewska y Smith, 1997; Lelu-Walter
y col., 2006). En este procedimiento se suspendieron 100 mg de tejido fresco en 10 ml de
medio de cultivo liquido M-mLV, agitdndose vigorosamente para disgregar el tejido en
una suspension fina. El disgregado se depositd sobre un disco de papel de filtro de 50 mm
de diametro (80 gr/m?, 60-68 pm poro. Filter-Lab, ANOIA, Barcelona, Espafia) dispuesto
en un embudo Biichner. Se aplicé vacio en un pulso a baja presion para drenar el liquido.
El disco de papel con las células adheridas se depositd en la superficie del medio de cultivo
solido M-mLV (Fig. 45). Se pusieron cinco repeticiones de muestra inicial por linea
embriogénica, de manera que cada disco de papel con el tejido embriogénico fue una

unidad experimental. Los discos se subcultivaron bisemanalmente.
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Figura 45: Proliferacion del material embriogénico de pino pifionero. A: Placa Petri (90 mm @) con masas
embriogénicas. B: Tejido embriogénico sobre disco de papel.

Se eligieron cinco lineas embriogénicas procedentes de diferentes familias: 7F11 y
2F70 iniciadas en 2005; 2F47, 9F58 y 6F88 iniciadas en 2006, para cultivarlas en ambos

procedimientos para estudiar el efecto del procedimiento y del genotipo.

Se registrd la tasa de crecimiento para cada linea embriogénica a las 2, 4 y 6
semanas, en oscuridad a 23 + 1 °C. Para determinar la tasa de crecimiento, se determino el
peso fresco del material embriogénico al comienzo de cada subcultivo mediante la
sustraccion del peso de una placa con medio fresco, del peso de la misma placa

conteniendo el medio fresco y el tejido embriogénico.

La variable dependiente fue el incremento relativo en peso fresco después de cada
periodo, definido como el peso fresco al final de cada periodo menos el peso fresco inicial,

dividido por el peso fresco inicial.

El efecto del genotipo y del procedimiento de cultivo fue evaluado mediante el
ANOVA (Statistica Windows 5.1, StatSoft, Tulsa, OK). Los datos del crecimiento relativo
fueron transformados mediante la funcion logaritmica. Los valores de las medias se
muestran junto a los errores estandar (es). Se utilizaron placas Petri (90 mm de diametro)
selladas con Parafilm®, conteniendo 25 ml de medio de cultivo por placa. Los cultivos se
mantuvieron en oscuridad a 23+1°C. Se realizaron observaciones macroscopicas y
microscopicas del tejido embriogénico. Para las observaciones microscopicas las muestras

se tifieron con acetocarmin al 1%.
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4.2. RESULTADOS

La proliferacion de las MES en el pino pifionero se consigue mediante la formacion
continua de estructuras pre-embriogénicas a través de poliembrionias de particion (Fig. 46)
y embriones en estado inicial del desarrollo, la cual confiere diferentes morfotipos,
descritos para otras especies de coniferas (Ramarosandratana y col., 2001a; Breton y col.,
2002, 2005). En el morfotipo liso se observan muy pocos embriones, apareciendo
agregados de pocas células (Figs. 47 A y B). En el morfotipo granular se observan
estructuras pre-embrionarias, en ocasiones acompafniadas por células de suspensor poco
organizadas (Figs. 47 C y D). En el morfotipo picudo se observan numerosos embriones en
fase temprana del desarrollo, con suspensores mas largos, desarrollados y organizados
(Figs. 47 E y F; Fig. 48). El desarrollo de estos morfotipos parece ser genotipo
dependiente, aunque en ocasiones pueden observarse cambios de morfotipo en

determinados genotipos a lo largo del cultivo de forma no controlada.

Figura 46: Embrién somatico de pino pifionero durante el proceso de poliembrionia de particion (flecha).
Tincion con acetocarmin al 1%. (Barra=130puM).
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Figura 47: Diferentes morfotipos de las masas de embrion suspensor de pino pifionero. A-B: Morfotipo liso
(barras= 2mm; 100uM). C-D: Morfotipo granular (barras= 2 mm; 100uM). E-F: Morfotipo picudo (barras=
2mm; 200uM) donde se observan los embriones emergiendo de las masas (flechas).
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Figura 48: Embriones somaticos emergiendo de una masa de embrion suspensor (barra= 1mm).

Para el mantenimiento de la capacidad proliferativa del material embriogénico del
pino piflonero, fue imprescindible el aporte de reguladores del crecimiento. La ausencia de
los reguladores 2,4D y BAP resulté en un cambio en la morfologia de las MES,

adquiriendo un aspecto hiperhidratado, llegando a perder vigor.

Con el subcultivo en forma de disgregado se incremento significativamente el
crecimiento de todas las lineas respecto al subcultivo en forma de masa (Tabla 16).
Cuando las masas embriogénicas se separaron en pequeiias porciones y se subcultivaron, la
tasa de crecimiento aumentd, generandose 16 masas por cada masa inicial introducida,
después de dos cultivos bisemanales. No obstante, cuando el material fue disgregado y
depositado sobre discos de papel de filtro, se obtuvieron mejores tasas de proliferacion. El
tejido en crecimiento estaba constituido por estructuras pre-embriogénicas y embriogénicas
tempranas con suspensores largos, dando lugar en la mayoria de los casos a cultivos con
morfotipo picudo. Las diferencias entre genotipos solo se evidenciaron después de cuatro
semanas en cultivo, aunque el comportamiento de los genotipos variaba dentro de cada

procedimiento (interaccion, p = 0,000) en los tres subcultivos.
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Tabla 16: Efecto del procedimiento de subcultivo en el incremento del peso fresco relativo total (IT1, IT2,
IT3) del material embriogénico en proliferacion, al término de cada subcultivo mensual. Los datos
representan las medias + es de cinco genotipos.

PROCEDIMIENTO IT1 T2 IT3
Disgregacion 8,5+0,7 32,8+4.2 65,8+£6,9
Masa 2,7+0,3 9,8+1,3 28,3+£4,0
Genotipo p=0,059 p=0,467 p=0,002
Procedimiento p=0,000 p=0,000 p=0,000
Interaccion p=0,000 p=0,000 p=0,000

Después de seis semanas en cultivo, no se observaron diferencias significativas entre el
crecimiento de las masas iniciadas en 2005 y las iniciadas en 2006, tanto en el procedimiento
de subcultivo en forma de masa como en forma de disgregado. Se evidenciaron diferencias
entre los genotipos para la variable incremento en peso fresco relativo del tejido
embriogénico (p = 0,002), manteniéndose las diferencias con el procedimiento (masa vs
disgregacion) (p = 0,000) y la interaccion (p= 0,000). Con el cultivo de 100 mg de masa
fresca como masa individualizada se consigui6 incrementar en 28,3 veces su peso fresco
después de tres subcultivos bisemanales, mientras que el cultivo de la misma cantidad
inicial de material, utilizando el procedimiento de disgregacion incrementd en 65,8 veces
su peso fresco. La interaccion entre el procedimiento de dispersion con el genotipo también
fue notable (Tabla 16). En el caso mas extremo, el genotipo 6F88, cuando se subcultivd en
forma de masa, el peso fresco inicial después del tercer subcultivo bisemanal se multiplico
por 8, mientras que cuando se empled el procedimiento de disgregacion el peso fresco

inicial se multiplicé aproximadamente por 96 (Fig. 49).
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Figura 49: Efecto del procedimiento de subcultivo y genotipo en el incremento en peso fresco relativo
acumulado, de las MES en proliferacion, a lo largo de tres subcultivos bisemanales. Los datos representan los
valores medios + es de 5 repeticiones de tejido en forma de masas y tejido disgregado en discos de papel de 5
lineas embriogénicas, tomados después de 2 (s1), 4 (s2) y 6 (s3) semanas en cultivo. La anotacion de los
genotipos incluye la familia a la que pertenecen.

En 6 de las 41 lineas embriogénicas obtenidas, (8F11, 9F11, 10F11 3F58, 2F70 y
2F88) cuando se subcultivaban en forma de masa en medio de mantenimiento mostraban
una tasa de crecimiento muy baja, tasa que se veia sensiblemente incrementada cuando se

subcultivaban en forma de disgregado.

De forma rutinaria dependiendo del vigor multiplicativo de cada linea embriogénica,
se procedio a su subcultivo en uno de los dos procedimientos descritos. Aquellas lineas con

mayor capacidad proliferativa se subcultivaron en forma de masa.

Sin embargo, se ha podido comprobar que tras un periodo de 20 meses en cultivo,
algunas lineas embriogénicas (10F11, 11F11, 5F47, 3F58, 1F88 y 2F88) han perdido su
capacidad proliferativa. Por ello, para solventar este problema se ha recurrido a su

conservacion en nitrogeno liquido (crioconservacion).
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4.3. DISCUSION

Los cultivos embriogénicos pueden suftrir una disminucion gradual de su crecimiento
tras los subcultivos, pudiendo perder su capacidad embriogénica. La dispersion de los
tejidos en medio liquido de mantenimiento, seguida del subcultivo en papel de filtro
supone una via para la recuperacion de los cultivos. Este procedimiento fue originalmente
desarrollado para rescatar tejido embriogénico de Pinus strobus (Klimaszewska y Smith,

1997) y Pinus banksiana (Park y col., 1999) con bajas tasas de crecimiento.

Los cultivos de pino pifionero seguian también este patron, el tejido crecia mas de
forma disgregada que cuando se subcultivaba en forma de pequefias masas,
multiplicidndose la cantidad inicial de 100 mg de 52 a 96 veces, dependiendo del genotipo,
tras 6 semanas en cultivo. Este efecto se vio muy acentuado en el caso de los genotipos con
menores tasas de crecimiento, en los que el crecimiento se increment6 12 veces cuando se
subcultivaba siguiendo el procedimiento de disgregacion. Lelu-Walter y col., (2008)
también indicaron que el cultivo de extrusiones iniciales de Pinus sylvestris siguiendo este
procedimiento, podria incrementar el nimero de lineas embriogénicas establecidas. Segin
Percy y col., (2000) las células de la region central de las MES disponen de menos oxigeno
que las zonas periféricas, provocando una necrosis parcial de las mismas. En este proceso
se liberan compuestos citotoxicos que inhiben la proliferacion celular. La disgregacion del

material contrarrestaria este efecto, obteniéndose por tanto mayores tasas de proliferacion.

En aquellas ocasiones en las que es necesario disponer de una cantidad elevada de
tejido embriogénico para acometer diferentes ensayos, el método de disgregacion es muy
util al permitir mayores rendimientos en tiempos mas reducidos y con menores costes

(Klimaszewska y Cyr, 2002; Lelu-Walter y col., 2006).

Se ha descrito que en la mayoria de las coniferas es necesaria la presencia de
reguladores tanto en los medios de induccion como en los de mantenimiento (Salajova y
col., 1995; Klimaszewska y Cyr, 2002; Percy y col., 2000; von Arnold y col., 2002; Lelu-
Walter y col., 2008). Zoglauer y col., (2003) describieron que la presencia de auxinas y
citoquininas en el medio de proliferacion producia una multiplicacion continua de los

embriones, promoviendo poliembrionias de particion continuas, en detrimento de la
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diferenciacion. Sin embargo, en Pinus sylvestris, Pinus pinaster (Lelu y col., 1999), Pinus
radiata (Chandler y Young, 1995) y Araucaria angustifolia (Silveira y col., 2000) se
describieron mejores tasas de proliferacion en ausencia de PGRs en el medio de

mantenimiento de los cultivos embriogénicos.
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5. MADURACION DE EMBRIONES SOMATICOS

Al igual que el genotipo y la presencia de auxinas y citoquininas en el medio de
cultivo influyen en la induccién y mantenimiento de las lineas embriogénicas, el posterior
desarrollo de los embriones estd determinado ademads por la ausencia de estos reguladores
en el medio, junto con el aporte de ABA y agentes osmoticos, principalmente. En base a
estos requerimientos, se plantearon diferentes condiciones de cultivo para la obtencion de
embriones somaticos maduros capaces de convertirse en plantas. En el Anexo 1 se

describen las formulaciones de los medios de cultivo utilizados.

5.1. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron varias lineas embriogénicas producidas en los distintos medios de
iniciacion a partir de diferentes familias de semihermanos, con el fin de determinar su
capacidad para producir embriones somaticos maduros. Los cultivos permanecieron entre 1
y 10 meses en el medio de mantenimiento M-mLV, antes de someterlos a las condiciones

de maduracion.

Se ensayaron distintos procedimientos de preacondicionamiento del material
embriogénico antes de someterlo a los tratamientos de maduracion, basandonos en la
bibliografia existente. (Lelu y col., 1999; Klimaszewska y col., 2001; Find y col., 2002;
Bonga 2004; Lelu-Walter y col., 2006). Los cultivos permanecieron en oscuridad a

23+1°C, y los tratamientos se mantuvieron durante 16 semanas.

Cada unidad experimental consistio en una placa Petri (90 mm didmetro) con medio
de maduracion, sobre el que se deposité un disco de papel de filtro conteniendo 50 mg de
peso fresco de tejido embriogénico. Se realizaron cinco repeticiones por tratamiento y linea
ensayada. El pH de los medios se ajust6 a 5,8 antes del autoclavado. Las soluciones de
ABA, PCIB (4cido 2-(p-clorofenoxi) 2-metilpropiénico) y glutamina se esterilizaron por

filtracion y se anadieron al medio templado.

La capacidad de maduracidon se midié como el nimero de embriones somaticos con

morfologia normal (opacos, presencia de cotiledones e hipocotilo y polo radical
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diferenciados) obtenidos en 250 mg de peso fresco de masa embriogénica, y por linea
embriogénica dentro de cada tratamiento. Las medidas se realizaron a las 12 y 16 semanas
en cultivo. Con el fin de relacionar proliferacion vs. maduracion, también se midio en
algunos ensayos la capacidad proliferativa de los cultivos en los medios de maduracion a
través del incremento relativo en peso fresco a las 4, 8 y 12 semanas o solo después de 12

semanas, respecto del peso al inicio del ensayo.

Se evalu¢ el efecto de los tratamientos y del genotipo con un ANOVA de dos vias,
mediante el programa Statistica para Windows 5.1 (StatSoft, Tulsa, OK). Los datos de
crecimiento se transformaron logaritmicamente y los de conteo mediante la raiz cuadrada.
Se realizaron cinco repeticiones por tratamiento y linea embriogénica. Los valores medios
se muestran junto a los errores estandar (es). Las diferencias significativas entre medias se
determinaron mediante el test de Duncan con un nivel de significacion del 5%. Se realizo
el andlisis de correlacion entre las variables peso del material embriogénico y numero de
embriones a las doce semanas, mediante el programa SPSS 16.0 para Windows (SPSS Inc.,

Chicago, Illinois).

5.1.1. Efecto del medio nutritivo, azicar, agente gelificante y ABA.

Cuatro lineas embriogénicas, 7F11, 5F47, 13F58 y 2F70, se preacondicionaron
mediante subcultivo de las MES en un medio con baja concentracion de PGRs (UL-mLV:
medio nutritivo mLV suplementado con 0,24 uM 2,4-D y 0,22 uM BAP) con 20 g/l de
sacarosa y 4 g/l de Gerlite®. Luego, se prepard una suspension de 10 g de peso fresco de
masa embriogénica por litro de medio (sin Gerlite®, PGRs, ni glutamina) al que se
afiadieron 10 g/l de carbon activo (CA). Los medios utilizados para la suspension y
maduracion del material embriogénico se basaron en las formulaciones de los medios mLV
y AFC (Klimaszewska y col., 2001; Bonga, 2004). La formulacion del medio AFC esta
basada en una modificaciéon del medio LV donde los niveles de nitrato de amonio se
reducen 10 veces y el MgSO, un tercio, el calcio se aporta como fosfato incrementandose
asi al doble los niveles de este i6n. Se dispersaron alicuotas de 5 ml del disgregado (50 mg
de peso fresco de masa) sobre discos de papel de filtro, de la forma ya descrita, para su
cultivo en diferentes medios de maduracion. Los tratamientos de maduracion se llevaron a

cabo de acuerdo a un disefio factorial completo para el estudio del efecto del medio
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nutritivo (mLV vs. AFC), tipo de azucar (maltosa VS. sacarosa, ambas a 60 g/l), agente
gelificante (20 g/l de Plantagar vs. 10 g/l de Gerlite™), y concentraciones de ABA (80, 121
y 161 uM). Considerando los 4 genotipos, se incluyeron 96 tratamientos en este
experimento. Los cultivos no se transfirieron a medio fresco durante las 16 semanas en

cultivo.

MES en UL-mLYV (20 g/ sacarosa)
(4 semanas, subcultivo bisemanal)

! '

Disgregacion MES en medio liquido Disgregacion MES en medio liquido
mLYV + 10 g/l CA. Filtracion. AFC + 10 g/l CA. Filtracion.

l l

Medio base mLYV. Tratamientos de maduracion.
(16 semanas, no subcultivos)

Medio base AFC. Tratamientos de maduracion.
(16 semanas, no subcultivos)

TRATAMIENTOS DE MADURACION
Maltosa Sacarosa
80puM 121uM 161 puM | 80 uM 121 pM 161 uM
Gerlite® v v v v v v
Plantagar v v v v v v

5.1.2.Efecto de la forma de aplicacion de ABA y carbon activo.

Se utilizaron las cuatro lineas embriogénicas anteriores 7F11, 5F47, 13F58, 2F70
mas tres diferentes 2F47, 9F58, y 2F88. El preacondicionamiento se realizé en el medio de
cultivo UL-mLV con todos los componentes del medio nutritivo reducidos a la mitad (UL-
5 mLV) suplementado 10 g/l de sacarosa y 4 g/l de Gerlite®. Ya que los resultados
obtenidos en el apartado anterior no fueron muy concluyentes, y en base a la optimizacién
de los resultados obtenidos con este medio en Pinus strobus (Klimaszewska y col., 2001),
Pinus pinaster (Lelu y col., 2006) y Pinus sylvestris (Lelu y col., 2008) se eligi6 el medio

mLV. La disgregacion del tejido embriogénico se realizdo en medio 2 mLV liquido con /
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sin CA (10 g/1). Se dispensaron alicuotas de 5 ml de los disgregados (50 mg de peso fresco
de masa) sobre discos de papel de filtro, de la forma ya descrita, para su cultivo durante 1
semana en medio 2 mLV solido con / sin CA (10 g/l). Trascurrido este precultivo, los
discos con el material embriogénico se transfirieron a los medios de maduraciéon (mLV con
60 g/l de sacarosa y 10 g/l de Gerlite™). Se ensayaron dos vias de aplicacién del ABA:
continua VS. pulso, a dos concentraciones, 80 y 121 uM; y 121 y 200 uM, respectivamente.
En total se realizaron 56 tratamientos. En la aplicacion continua, se realizaron subcultivos
cada cuatro semanas. En el pulso, los cultivos estuvieron en contacto con el ABA durante 1

semana, transfiriéndose después cada cuatro semanas a medio sin ABA.

MES en UL- %2 mLV (10 g/l sacarosa)
(4 semanas, subcultivo bisemanal)

' '

Disgregacion MES en medio liquido Disgregacion MES en medio liquido
%2 mLV + 10 g/l CA. Filtracion. % mLV. Filtracion.
Discos en Y2 mLV (10 g/l sacarosa) Discos en %2 mLYV + 10 g/l CA (10 g/l sacarosa)
(1 semana) (1 semana)

l l

Discos en medio maduracion: mLV + 60 g/l sacarosa + 10 g/l Gerlite®.
Aplicacion de ABA

’ '

ABA continuo: 80y 121 uM ABA pulso: 121 y 200 uM
(16 semanas, subcultivos cada cuatro semanas) (1 semana)

l

Discos en medio maduracion sin ABA
(15 semanas, subcultivos cada cuatro semanas)
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5.1.3.Efecto de diferentes niveles de ABA.

Seis lineas embriogénicas, 1F11, 7F11, 2F47, 9F58, 2F70 y 6F88, cuatro de ellas
coincidentes con el ensayo anterior, se preacondicionaron como en el apartado 5.1.2,
suspendiendo los tejidos en medio con 10 g/l de CA. Los discos se cultivaron durante 1
semana en el medio sélido 2 mLV, pero suplementado con 20 uM de ABA. Se ensayaron
cuatro niveles de ABA (80, 121, 161 y 181 uM). Ademas se estudio el efecto de
subcultivar (S) el material cada cuatro semanas, o de no subcultivarlo (NS) durante la

duracién del experimento.

En total se realizaron 48 tratamientos. En el material subcultivado, al realizar cada
transferencia, se aislaron de la MES los embriones que se encontraban en estado
precotiledonar, para cultivarlos en la misma placa pero en contacto directo con el medio de
cultivo, con el fin de facilitar su desarrollo. Partiendo de 50 mg de masa embriogénica por
placa, se peso el tejido embriogénico y se cont6 el nimero de embriones normales maduros
y aberrantes, después de 12 semanas en cultivo. También se realizd un recuento de

embriones a las 16 semanas.

MES en UL- % mLV (10 g/l sacarosa)
(4 semanas, subcultivo bisemanal)

}

Disgregacion MES en medio liquido
% mLV + 10 g/l CA. Filtracion.

Discosen % mLV + 20uM ABA (10 g/l sacarosa)
(1 semana)

Discos en medio maduracion: mLV + 60 g/l sacarosa + 10 g/l Gelrite®.

Cuatro niveles de ABA

80 nM ABA 121 pM ABA 161 uM ABA 181 ntM ABA

1 1

[s] [os ] [s] [as] [s] [ns] [s] [ns]

:

T
T
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5.1.4. Efecto de la desecacion parcial.

Las lineas embriogénicas 1F11 y 9F58, se preacondicionaron como en el apartado
5.1.2, suspendiendo los tejidos en medio 2 mLV con 10 g/l de CA. Los discos de papel
con 50 mg de material embriogénico se colocaron en placas Petri vacias (60 mm de
diametro) cerradas y sin sellar. Estas placas se mantuvieron en cabina de flujo laminar para
su desecacion, con iluminacion y temperatura ambiente (25 + 2 °C). Se ensayaron 4
periodos de desecacion: a las 2 (p2), 4 (p4), 6 (p6) y 24 horas (p24). Para medir la pérdida
de humedad del soporte, se pusieron placas con los discos conteniendo CA y sin el material
vegetal. La pérdida de humedad del material embriogénico se calculd por gramo de tejido,
mediante el peso fresco inicial menos el peso fresco al final de cada periodo de desecacion,
dividido por el peso fresco inicial, y multiplicado por 100. Los resultados se compararon

con cultivos no desecados (nd).

Transcurridos los distintos periodos de desecacion, los discos con el material se
depositaron en el medio de maduracion mLV con 121uM de ABA, 60 g/l de sacarosay 10
g/l de Gerlite®. Como en el apartado anterior, los cultivos se transfirieron a medio fresco
cada cuatro semanas, aislandose los embriones precotiledonares. También se evaluo el
incremento relativo en peso fresco de las MES desecadas, después de 4, 6 y 12 semanas en
cultivo. Se contd el nimero de embriones normales maduros y aberrantes, a las 12 y 16

semanas en cultivo.
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MES en UL- % mLV (10 g/l sacarosa)
(4 semanas, subcultivo bisemanal)

l

Disgregacion MES en medio liquido
% mLV + 10 g/l CA. Filtracion.

Di d d d Discos desecados
Pneamdn 0 Cuatro periodos (p2, p4, p6 y p24)

Discos en medio maduracién: mLV + 121 pM ABA + 60 g/l sacarosa + 10 g/l Gelrite”
(12 y 16 semanas, subcultivos cada cuatro semanas)

5.1.5.Efecto de la anti-auxina PCIB.

El tejido embriogénico del pino pifionero se caracteriza por su gran capacidad
proliferativa, por ello se ensay¢ el efecto en el crecimiento de las MES de un inhibidor de
la actividad auxinica con el fin de reducir la proliferacion. Cuatro lineas embriogénicas,
dos de crecimiento activo (1F11 y 2F47) y dos con poco crecimiento (9F58 y 6F88), se
preacondicionaron como en el apartado 5.1.2, pero suspendiendo sin CA. Luego, los discos

se cultivaron durante 1 semana en el medio /2 mLV, suplementado con CA (10 g/l).

Se realizaron cuatro tratamientos y un control, aplicando una concentraciéon de 5,4

mg/l de la anti-auxina PCIB en distintos momentos.
Control: se cultivaron los discos con el material embriogénico en el medio de

maduracion (MM) mLV con 121 uM de ABA, 60 g/l de sacarosa y 10 g/l de

Gerlite®, durante la duracién del ensayo.

131



5. Maduracion de Embriones Somaticos

Tratamiento 1 (T1): el material embriogénico se cultivd en el medio de maduracion

suplementando con PCIB durante las primeras cuatro semanas. Luego, los cultivos se

transfirieron al mismo medio pero sin la anti-auxina.

Tratamiento 2 (T2): los discos se cultivaron en el medio de maduracion durante dos

semanas. Posteriormente, se transfirieron al mismo medio suplementado con PCIB
durante cuatro semanas. Luego, los cultivos se transfirieron al medio de maduracion

sin la anti-auxina.

Tratamiento 3 (T3): los discos se cultivaron en el medio de maduracion durante

cuatro semanas. Posteriormente, se transfirieron al mismo medio suplementado con
PCIB durante cuatro semanas. Luego, los cultivos se transfirieron al medio de

maduracion sin la anti-auxina.

Tratamiento 4 (T4): los discos se cultivaron en el medio de maduracion

suplementando con PCIB durante la duracion del ensayo.

El crecimiento proliferativo de las MES se evalu6 en cada subcultivo, a las 4, 8 y 12

semanas, salvo en uno de los tratamientos que se evalu6 a las 12 semanas. El peso de la

placa y el disco se sustrajo del peso total. Como en el apartado anterior, se aislaron los

embriones precotiledonares en cada transferencia. Se contd el nimero de embriones

normales maduros y aberrantes, a las 12 y 16 semanas en cultivo.
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MES en UL- %2 mLYV (10 g/l sacarosa)
(4 semanas, subcultivo bisemanal)

l

Disgregacion MES en medio liquido %2 mLV.

Filtracion.

l

Discos en %> mLV + 10 g/l CA (10 g/l sacarosa)

(1 semana)

l

Discos en medio MM: mLV + 121 uM ABA + 60 g/l sacarosa + 10 g/l Gelrite”
Tratamientos con PCIB (momento de aplicacion)

SEMANAS
2|3 415 6|7 8|9 o] |n2f3[14[15]16
Control MM MM I MM MM
- T1 MM + PCIB MM I MM MM
:§ 8 T2 v | wmm+rcs | MM MM MM
EE MM MM +pciB | MM MM
< T4 MM + PCIB MM + PCIB | MM + PCIB MM + PCIB
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5.2. RESULTADOS

5.2.1.Efecto del medio nutritivo, azucar, agente gelificante y ABA.

En este experimento solamente se obtuvieron 9 embriones somaticos maduros entre
todas las lineas embriogénicas y las 24 combinaciones de medios de maduracion. La mejor
linea fue la 5F47, produciendo 7 embriones maduros en la combinacion de medio basal
AFC con maltosa, Plantagar y 121 uM ABA (Fig. 50), y 1 embrién en el mismo medio
pero suplementado con 161 uM de ABA. La linea 13F58 proporciond 1 embrion en el
medio AFC con sacarosa, Plantagar y 80 uM de ABA. No se obtuvieron embriones
maduros en ninguna de las combinaciones basadas en el medio mLV, ni tampoco en

aquellas con el medio AFC solidificado con Gerlite®.

Figura 50: Embriones somaticos maduros pertenecientes a la linea 5F47 (barra= 5mm). Embrion
precotiledonar.

5.2.2.Efecto de la forma de aplicacion de ABA y carbo6n activo.

En estas condiciones se obtuvieron embriones somaticos maduros en el medio mLV,
respondiendo 4 de las 7 lineas ensayadas (Fig.51). Es posible que la formulacion en
nutrientes del medio mLV diluido a la mitad resulte equivalente al del medio AFC. Por

otra parte, cuando el tejido embriogénico se homogenizé con CA, se obtuvieron de 4 a 5
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veces mas embriones maduros que cuando se empleaba el CA incluido en el medio de
cultivo. Ademas, el cultivo continuo en ABA dio de 4 a 5 veces mas embriones maduros
que con el pulso de ABA (Tabla 17). Cuando el tejido se homogeniz6 con CA y se cultivd
de forma continua en presencia de 121 uM de ABA se ampli6 el nimero de genotipos que

responden. En ninglin caso se observo germinacion precoz de los embriones maduros.

Tabla 17: Efecto del CA durante el preacondicionamiento (PA) del tejido embriogénico, forma de aplicacion
y concentraciones de ABA, en el nimero de embriones somaticos (ES) maduros en 250 mg de tejido y por
linea embriogénica (entre paréntesis), a las 16 semanas en cultivo.

n° de ES maduros (linea embriogénica)

PA ABA - continuo ABA - pulso Total
80 uM 121 pM  Total 121 uM 200 uM Total combinado
.. 2 (5F47)
Tejido en
. 3 (5F47) 3 (2F47) 1(5F47) 1 (5F47)

zgzt:lcg’ Ad"ecm 9(9F58) 3 (9Fs8) 21 2(0Fss) 2 (9Fss) O 27
1 (2F70)
. 1 (5F47) 1 (5F47)

CA en el medio 2 (9F58) 2 (9FS8) 6 0 0 0 6

Total 15 12 27 3 1 6 33

Figura 51: Cultivo en medio de maduracion en el que aparecen embriones somaticos en diferentes estados
de desarrollo (barra= 3mm). Embrion somatico con cotiledones en elongacion.

135



5. Maduracion de Embriones Somaticos

5.2.3.Efecto de diferentes niveles de ABA.

Después de 12 semanas en cultivo, aunque el crecimiento proliferativo de las MES
en su conjunto no varidé en funcion de si se subcultivaba o permanecia sin subcultivar
durante todo el periodo, si se mostraron diferencias en el crecimiento de las lineas en
funcién del procedimiento de cultivo (interaccion significativa) (Tabla 18). Mientras que
las lineas 7F11 y 9F58 mostraron mayor tasa de crecimiento cuando se subcultivaron, la
linea 6F88 mostrdo menor crecimiento con los subcultivos. Los crecimientos de las lineas se
vieron influidos por las concentraciones de ABA aplicadas, la mayor tasa de crecimiento se
obtuvo con 181uM, mostrandose menores crecimientos con los niveles de 80 y 161uM

(Tabla 18).

Considerando que las tnicas lineas que diferenciaron embriones somaticos maduros
fueron la 1F11 y la 2F47 se trato de relacionar su mayor crecimiento respecto del resto de
las lineas con su capacidad de maduracion (Fig. 52). Ambas lineas mostraron la mayor tasa
de crecimiento cuando se aplico 181uM de ABA (Tabla 18). El procedimiento del
subcultivo del material si favorecio significativamente la maduracion de los embriones,
formandose 10,5 veces mas embriones maduros con los subcultivos (Tabla 18). La tasa de
maduracion no varié con los distintos niveles de ABA ensayados, aunque cada linea se
comportd de forma diferente (interaccion significativa) (Tabla 18). Mientras que la linea
1F11 rindi6 mayor nimero de embriones con 181 uM de ABA, la 2F47 lo obtuvo con 161
uM (Fig. 52).

En la mayoria de los tratamientos se observaron embriones con morfologia aberrante
(cotiledones fusionados, hipocoétilo reducido, en ocasiones coloracion amarillo-verde).
Solo el procedimiento influyd sobre la formacién de embriones con esta morfologia,
produciéndose 5 veces mas con el subcultivo del material, resultado directamente

relacionado con la mayor produccion de embriones normales (Tabla 18).
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Tabla 18: Analisis de la varianza del crecimiento proliferativo de los cultivos y del nimero de embriones
maduros normales y aberrantes, a las 12 semanas. Los datos referentes al crecimiento corresponden a dos
procedimientos, cuatro niveles de ABA (cinco repeticiones por nivel) y a seis y dos lineas embriogénicas.
Los datos referentes al nimero de embriones maduros corresponden a dos procedimientos, cuatro niveles de
ABA (cinco repeticiones por nivel) y dos lineas embriogénicas.

Nivel de significacion

Crecimiento  Crecimiento Embriones Embriones
(6 lineas) (1F11 y 2F47) normales aberrantes

Procedimiento p=10,371 p= 0,926 p= 0,000 p= 0,000
Nivel de ABA p= 0,001 p=0,032 p= 0,794 p= 0,632
Linea embriogénica p= 0,000 p= 0,935 p= 0,000 p=0,079
Linea x Procedimiento p= 0,002 p= 0,469 p= 0,000 p=0,274
Linea x Nivel de ABA p=0,181 p= 0,592 p= 0,028 p= 0,864
Procedimiento x Nivel de ABA p=0,724 p= 0,296 p= 0,680 p=0,517

El anédlisis de correlacion entre las variables peso del material embriogénico y
numero de embriones normales maduros, a las 12 semanas en cultivo, mostro la no
relacion entre ambas (coeficiente de correlacion de Pearson rp.= 0,103; p= 0,384). El
mayor crecimiento mostrado por la linea 1F11 con 181uM estaba relacionado con el mayor
nimero de embriones que maduran, sin embargo no ocurria de esta misma forma con la
linea 2F47, ya que mientras que el mayor crecimiento se obtenia con la misma
concentracion de ABA el mayor nimero de embriones maduros se obtuvo con 161uM de

ABA (Fig. 52).
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Figura 52: A: Incremento en peso fresco de las MES (50 mg). Los valores + es son medias de 5 repeticiones
por tratamiento con distintos niveles de ABA, y en material subcultivado (S) y no subcultivado (NS). B:
Numero de embriones somaticos maduros por 250 mg de tejido en dos lineas embriogénicas, en distintos
niveles de ABA, y en material S y NS. Los datos de peso y n° de embriones fueron tomados a las 12 semanas
en cultivo.

Ya que el desarrollo de los embriones progresaba en el tiempo, se realizdé un nuevo
recuento con cuatro semanas mas de cultivo. Ambas lineas incrementaron 1,2 veces el
numero de embriones normales con un subcultivo mas, suponiendo un incremento en 31
embriones para la linea 1F11 y 6 embriones para la linea 2F47. Con 16 semanas de cultivo,
la formacion de embriones maduros normales pasé a ser 13 veces mayor cuando se
subcultivaba, no incrementandose cuando el material no se subcultivaba. El nimero de

embriones aberrantes no vario (Tabla 19).

En relacion al nivel de ABA aplicado, con un subcultivo mas tampoco emergieron
diferencias en cuanto al nimero de embriones maduros normales formados (Tabla 20). Sin
embargo, la linea 1F11 rindi6 mayor numero de embriones con 121 uM de ABA, mientras

que la 2F47 lo hizo con 161 pM (interaccion significativa) (Tabla 20). Mientras que la
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linea 1F11 increment6 solo en 1 embridon con 181 uM de ABA, ese incremento fue de 19

embriones con 121uM de ABA.

Tabla 19: Embriones normales y aberrantes en 250 mg de tejido, a las 16 semanas en cultivo. Los valores
corresponden a material subcultivado y no subcultivado, y tratado con distintos niveles de ABA.

.. , ABA (uM)
Procedimiento Linea Total
80 121 161 181
1F11 37/27 51/18  27/14 46/20 161/79
Subcultivo 2F47 8/0 2/5 18/5 5/7 33/17
Total 45/27 53/23  45/19 51/27 194/96
1F11 2/12 4/12 1/8 3/16 10/48
No subcultivo 2F47 1/1 1/1 3/3 0/4 5/9

Total 3/13 5/13 4/11 3/20 15/57

Tabla 20: Analisis de la varianza del nimero de embriones maduros normales y aberrantes, a las 16 semanas
en cultivo. Los datos corresponden a dos procedimientos, cuatro niveles de ABA (cinco repeticiones por
nivel) y dos lineas embriogénicas.

Nivel de significacion

Embriones maduros
Normales Aberrantes

Procedimiento p= 0,000 p= 0,000
Nivel de ABA p= 0,820 p= 0,632
Linea embriogénica p= 0,000 p=0,079
Linea x Procedimiento p= 0,000 p=0,274
Linea x Nivel de ABA p=10,012 p= 0,864
Procedimiento x Nivel de ABA p=0,923 p=0,517

5.2.4.Efecto de la desecacion parcial.

Con dos horas de desecacion (p2) el material embriogénico perdié un 6,4% de
humedad, incrementandose hasta un 14,2% con cuatro horas (p4), un 28,3% con 6 horas
(p6) y a las 24 horas un 68,5% (p24). Con 2, 4 y 6 horas de desecacion, la linea 1F11
perdi6 mas humedad que la 9F58 (p=0,000), aunque con 24 horas la pérdida de humedad

fue la misma para ambas lineas. (Fig. 53).
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Figura 53: Pérdida de humedad (%) en las lineas 1F11 y 9F58 (por gramo de MES) y del soporte (sin MES).
Los valores + es son medias de 5 repeticiones por tratamiento.

Con periodos de desecacion superiores a 2h se favorecid la capacidad proliferativa
después de cuatro semanas de cultivo, observandose un incremento significativo en el peso
fresco de 2,8 veces con 4 h de desecacion y de 3,7 veces con 6 y 24h, respecto del material
no desecado (p= 0,000). Cuando el material desecado se cultivd durante ocho semanas, se
observd que el incremento significativo en el crecimiento respecto del no desecado se
mantuvo para las 4h y 6h de desecacion (p= 0,000). Con 2 y 24h el material crecio al nivel
del no desecado (Figura 54). A las doce semanas, las tasas de crecimiento de los cultivos
desecados durante 2, 4 y 6 h se igualaron a las del material no desecado, solo en el caso de

24 h de desecacion se produjo una inhibicion del crecimiento (p= 0,001).

Unicamente se obtuvieron embriones maduros en la linea 1F11, observandose la
diferenciacion de los embriones a partir de ocho semanas en cultivo. Con 24 h de
desecacion (68% de pérdida de humedad) se inhibi6 la maduracion de embriones
(p=0,000), no habiendo diferencias significativas en el niumero de embriones maduros
normales obtenidos con periodos de desecacion inferiores. Sin embargo, con 4h de
desecacion (17% de pérdida de humedad) se obtuvo un incremento en el nimero de

embriones maduros formados (Fig. 54).
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Figura 54: A: Incremento relativo de peso fresco a las 4, 8 y 12 semanas en cultivo de la linea embriogénica
1F11, no desecada (nd) y con 2, 4, 6 y 24 horas de desecacion (p2, p4, p6 y p24). Los valores + es son medias
de cinco repeticiones por tratamiento. B: Niimero de embriones normales maduros obtenidos por 250 mg de
tejido en las condiciones indicadas, a las 12 semanas en cultivo.

Del anélisis de correlacion entre las variables incremento relativo de peso fresco y
numero de embriones normales maduros obtenidos a las 12 semanas en cultivo, se obtuvo
una correlacion positiva entre ambas (coeficiente de correlacion de Pearson rp.= 0,500; p=

0,013) (Fig.55).

Ya que el desarrollo de los embriones progresaba en el tiempo, se realizé un nuevo
recuento con cuatro semanas mas de cultivo. Mientras que el cultivo no desecado
incrementd en 4 embriones, con 2h de desecacion (7,5 % de pérdida de humedad) se
obtuvo el mayor incremento (18 embriones normales), aunque no difirio significativamente
con los otros dos periodos. Con 4h y 6h de desecacion (17,2 y 34,6 % de perdida de
humedad, respectivamente) se obtuvieron 12 y 11 embriones respectivamente. Con 24

horas de desecacion (68,3% de perdida de humedad) no se obtuvo maduracion.

El andlisis de correlacion entre las variables pérdida de humedad y numero de
embriones normales maduros después de 16 semanas en cultivo, mostrd una relacion
inversa entre ambas (coeficiente de correlacion de Pearson r,.= -0,562; p= 0,003). La
mayor pérdida de humedad de las MES no incrementaba la formacion de embriones

maduros (Fig. 55).
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Figura 55: Analisis de correlacion entre las variables incremento relativo de peso fresco y nimero de
embriones normales maduros obtenidos a las 12 semanas en cultivo; y entre las variables pérdida de
humedad y numero de embriones normales maduros después de 16 semanas en cultivo.

En los cultivos no desecados el 30% del total de embriones maduros obtenidos
presentd morfologia aberrante. En los desecados se obtuvo entre el 28 y el 31%, sin

diferencias significativas.

5.2.5.Efecto de la anti-auxina PCIB.

A las cuatro semanas en cultivo, los cultivos tratados con la anti-auxina (T1, T4)
crecieron 2 veces menos que los no tratados (C, T3) (Fig. 56). Las lineas 1F11 y 2F47
(crecimiento activo) crecieron la mitad y cinco veces menos respectivamente, mientras que
las lineas 9F58 y 6F88 (crecimiento lento), no variaron. A las ocho semanas en cultivo, los
cultivos tratados con la anti-auxina (T1, T3, T4) crecieron 1,6 veces menos que los no
tratados; produciéndose en las lineas 2F47 y 9F58 una disminucién significativa del

crecimiento con el tratamiento continuo de PCIB (Tabla 21) (Fig. 56).

A las doce semanas en cultivo (sin PCIB), los cultivos tratados con anti-auxina
mostraron una ligera recuperacion del crecimiento respecto al control. Es en este periodo
cuando se midio el crecimiento en el tratamiento T2, ya que la aplicacion de la anti-auxina
se realiz6 entre la 3 y la 6 semana (Fig. 57). Se observaron diferencias en el incremento en
peso entre las lineas de crecimiento lento (9F58 y 6F88) y las de crecimiento activo (1F11
y 2F47). Las lineas 1F11 y 6F88 no mostraron diferencias significativas entre los distintos

tratamientos y el control. Sin embargo, las lineas 2F47 y 9F58 disminuyeron su
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crecimiento significativamente con la aplicacién continua de la anti-auxina (T4) (Tabla 21)

(Fig. 57).

Tabla 21: Analisis de la varianza del incremento relativo de peso fresco de los cultivos, a las 4, 8 y 12
semanas. Los datos corresponden a cuatro lineas embriogénicas, cuatro tratamientos con anti-auxina y un
control (cinco repeticiones por tratamiento).

Nivel de significacion

Incremento relativo de peso

(IF11,2F47, 9F58 y 6F88) 4 semanas 8 semanas 12 semanas

Linea embriogénica p= 0,000 p= 0,000 p= 0,000
Tratamiento p=0,747  p=0,000 p= 0,000
Linea x Tratamiento p= 0,000 p=10,274 p= 0,001

Las lineas 1F11 y 2F47, de crecimiento activo, a las ocho semanas en cultivo,
desarrollaron embriones mientras que no se obtuvieron en las lineas con poco crecimiento.
A las doce semanas, los cultivos tratados con anti-auxina en distintos periodos, formaron
una media de 12,5 embriones normales mientras que los cultivos control formaron una
media de 25 embriones, mostrandose diferencias significativas entre ambas lineas (p=
0,015). La linea 1F11 form6 13,5 embriones de media mientras que la 2F47 form6 11,5
embriones. Solo la aplicacion continua de PCIB inhibi6 drasticamente la maduracion de

los embriones en ambas lineas (interaccion, p= 0,035) (Fig. 57).
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Figura 56: Incremento relativo de peso fresco en el control (C) y en los tratamientos 1, 3 y 4, en cuatro
lineas embriogénicas, a las 4 y 8 semanas en cultivo. Los valores + es son medias de cinco repeticiones por
tratamiento.
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Figura 57: A: Incremento relativo de peso fresco, en las lineas 1F11 y 2F47 en las cuatro lineas, en el
control (C) y en cada uno de los tratamientos con PCIB, a las 12 semanas en cultivo. Los valores £ es son
medias de 5 repeticiones por tratamiento. B: N° de embriones normales maduros obtenidos en 250 mg de
tejido, a las 12 semanas en cultivo.

Del anélisis de correlacion entre las variables incremento relativo de peso fresco y
nimero de embriones maduros normales después de 12 semanas en cultivo, se obtuvo que

ambas variables no estaban relacionadas en ninguna de las dos lineas (Fig. 58).
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Figura 58: Analisis de correlacion entre el incremento relativo de peso fresco y numero de embriones
maduros normales, a las 12 semanas en cultivo.

Con un nuevo subcultivo, las dos lineas ya no diferian en cuanto al nimero medio de
embriones maduros formados en los tratamientos con PCIB, formandose 26 embriones en
los cultivos tratados con la anti-auxina frente a los 37 embriones formados en los cultivos

control. En ambas lineas se obtuvo un nimero de embriones muy bajo con la aplicacion

144




5. Maduracion de Embriones Somaticos

continua de PCIB (T4). La aplicacion del PCIB durante las cuatro primeras semanas (T1)
en la linea 2F47 produjo un incremento en el numero de embriones maduros obtenido

aunque no difirid significativamente del resto (Fig. 59).
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Figura 59: N° de embriones maduros normales en 250 mg de tejido, en las lineas 1F11 y 2F47, en el control
(C) y en cada uno de los tratamientos ensayados a las 16 semanas.

Se obtuvo un 45% de embriones con morfologia aberrante en los cultivos tratados
con PCIB frente a un 39% en los cultivos control (p= 0,003), obteniéndose un 51% en la
linea 2F47 y un 35% en la 1F11 (p= 0,000). La aplicacion continua de la anti-auxina
durante 16 semanas (T4) inhibi6 la formacion de embriones aberrantes, al igual que la de

normales (Tabla 22).

Tabla 22: Embriones aberrantes en 250 mg de tejido, a las 16 semanas en cultivo. Los valores corresponden
a las lineas 1F11 y 2F47, en el control y en cada uno de los tratamientos con PCIB. Se muestra la relacion de
embriones normales / aberrantes totales formados.

Tratamientos
Linea Control T1 T2 T3 T4 Total
1F11 18 15 15 17 3 94/50
2F47 30 48 33 33 4 113/118

Total 74/48 77/63 47/48 67/50 16/7 207/168

A continuacidén se representa la diferenciacion y maduracién de los embriones
somaticos con morfologia normal (Fig. 60) y algunos ejemplos de embriones somaticos

con morfologia aberrante (Fig. 61).
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Figura 60: Diferenciacion y maduracion de los embriones somaticos con morfologia normal. A: Embriones
somaticos aislados después de 4 semanas en los tratamientos de maduracion (barra= 1mm). B: Inicio de la
formacién de los cotiledones donde se aprecia el domo apical, a partir de las 8 semanas en condiciones de
maduracion (barra= 1mm). C-D: Elongacion de los cotiledones (barras= 0,5mm; 1mm). E-H: Embriones
completamente desarrollados donde se aprecia la variacion en el nimero de cotiledones (barras= Imm; 1mm,;
3mm; Imm) .
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Figura 61: Embriones somaticos con morfologia aberrante. A: Embrion con un solo cotiledon. B: Embrion
con todos sus cotiledones fusionados presentando morfologia tipica de tubo. C-F: Embriones con varios
cotiledones fusionados y distribuidos de forma andémala G: Embriones con ligero estrangulamiento e
hipocétilo corto. H: Embriones con cotiledones desarrollados asincroénicamente y con ligera proliferacion
secundaria. Barras= Imm.
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5.3. DISCUSION

El principal objetivo de los ensayos de maduracion en este trabajo, fue demostrar que
se puede obtener la diferenciaciéon y maduracion de los embriones a partir de las lineas
embriogénicas establecidas. Como se puede observar en la revision reciente de
Klimaszewska y col., (2007), uno de los factores criticos para promover el desarrollo de un
gran nimero de embriones somaticos es la restriccion de la disponibilidad hidrica mediante
medios fisicos como el cultivo sobre filtros de papel, con osmdticos, o con ambos.
Ademas, los medios de maduracidon necesitan contener incluso altas concentraciones de

ABA y pueden incluir ademads carbdn activo.

En ensayos previos, con el cultivo de porciones de MES de pino pifionero en los
medios de maduracidon no se producia diferenciacion de embriones (datos no mostrados).
Sin embargo, utilizando el procedimiento de disgregacion del material embriogénico
descrito en otras especies se consiguié mejorar las respuestas de maduracion, posiblemente
debido al aumento de la superficie de contacto con los componentes del medio de
maduracion. Uno de los primeros trabajos en los que el material embriogénico se disgrega
para optimizar las tasas de obtencion de embriones maduros en medios de maduracion, fue
el publicado en Pinus strobus por Klimaszewska y Smith (1997). Posteriormente, también
se ha aplicado en otras especies del género Pinus (Park y col., 1999; Ramarosandratana y
col., 2001b; Pullman y col., 2003a; Salajova y Salaj, 2005; Lelu-Walter y col., 2006; Kim
y Moon, 2007).

La fase de diferenciacion de los embriones conlleva la detencion del proceso
proliferativo lo que requiere, ademas de la retirada de auxinas y citoquininas del medio de
cultivo, la aplicacion de estrés osmdtico a través de la aplicacion de agentes osmoticos o
por reduccion de la disponibilidad de agua aumentando el contenido del agente gelificante.
La proliferacion vigorosa del tejido embriogénico del pino pifionero aplicando estas
condiciones no se ha conseguido controlar completamente, dificultdindose por ello la
diferenciacion y maduracion de los embriones somaticos. Como se ha descrito en otras
coniferas, la excesiva proliferacion del tejido embriogénico durante el tratamiento de
maduracion es el principal impedimento para emprender la embriogénesis tardia (Lelu y

col., 1999; Breton y col., 2006). Estos ultimos autores postularon que solo una pequefia

148



5. Maduracion de Embriones Somaticos

parte del tejido embriogénico es sensible a los tratamientos de maduracion y que la
variabilidad en las respuestas de maduraciéon entre muestras de la misma linea
embriogénica podria explicarse como una seleccion no intencionada del tejido
embriogénico durante los subcultivos. También se ha descrito que las condiciones de
cultivo previas a las condiciones de maduracion (maltosa y subcultivos frecuentes) pueden
mantener tanto el crecimiento vigoroso como la calidad 6ptima del tejido para la

maduracion (Breton y col., 2005)

Con la aplicacion de un protocolo donde los cultivos se mantenian en un medio con
deplecion en nutrientes previo a las condiciones de maduracion, se consiguié estimular la
maduracion de los embriones en pino pifionero. Luego la disminucion del crecimiento
observada con un precultivo con nutrientes reducidos podria relacionarse con la mejora en
la maduracion obtenida en el pino pifionero. En un primer ensayo se utilizé un precultivo
con los nutrientes completos dando como resultado la produccion de 9 embriones en 250
mg de tejido, respondiendo dos de las cuatro lineas ensayadas. En estas condiciones de
maduracion, la mejor linea y condicion rindié 7 embriones. Cuando se utilizo un precultivo
con la mitad de los nutrientes se incrementd la producciéon dando 21 embriones,
respondiendo cuatro de las siete lineas ensayadas. En estas condiciones se obtuvieron 9

embriones en la mejor linea y condicion.

El hecho de homogeneizar el tejido embriogénico con CA mejor6 la maduracion en
el pino pifonero, incrementandose en 4,5 veces el nimero de embriones maduros
obtenidos en relacion con la inclusion del CA en el medio de cultivo. Este resultado estaria
relacionado con la mayor capacidad de adsorcion del CA de sustancias de produccion
endogena con actividad inhibidora de la diferenciacion, al estar directamente en contacto
con el tejido (von Aderkas y col., 2002). Esta hipotesis se ha desarrollado en el Pinus
pinaster (Lelu-Walter y col., 2006), donde el nimero de embriones maduros que se obtenia

era 5,3 veces superior al homogenizar los tejidos con CA.

Trabajos realizados en Pinus banksiana (Park y col., 1999), Pinus strobus
(Klimaszewska y col., 2001), P. pinaster (Lelu-Walter y col., 2006), Pinus rigida x Pinus
taeda (Kim y Moon, 2007) o Pinus sylvestris (Lelu-Walter y col., 2008) describen que los

cultivos no se transfieren a medio fresco durante la duracion de los tratamientos de
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maduracion, que suelen durar entre 12 y 16 semanas. Sin embargo, en el pifionero se
obtuvieron mejores tasas de maduracion cuando el material se transfirio cada cuatro
semanas a medio fresco. Sirva de ejemplo la obtencion de 51 embriones en la linea 1F11
en el medio mLV con sacarosa, Gerlite® y 121uM ABA cuando se subcultivaba frente a
los 4 embriones obtenidos sin subcultivos, a las 16 semanas. Con la transferencia del
material a medio fresco se renuevan los componentes del medio de cultivo y también el
ambiente gaseoso del interior de las placas, con la consiguiente eliminacion, entre otros, de
los efectos negativos que el etileno pueda ejercer en la maduracion de los embriones (Kong

y col., 1999; Stasolla y Yeung, 2003).

Aunque la bibliografia existente no lo menciona, el desarrollo cotiledonar de los
embriones somaticos de pino pifionero se logré mejorar al aislarlos del tejido proliferativo

para cultivarlos en contacto directo con el medio de maduracion.

La mejora en la respuesta de maduracion con la aplicaciéon continua de ABA
obtenida en el pifionero respecto de la aplicacion en pulso, podria relacionarse con la
mayor disponibilidad del ABA por los tejidos durante el periodo de cultivo. Dunstan y col.,
(1992) indicaron que el ABA era completamente metabolizado en ocho dias en cultivos en
suspension de Picea glauca. Kong y von Aderkas (2007) indicaron una utilizacion del
ABA diferente segun la capacidad de distintas lineas embriogénicas de Picea glauca x P.
engelmanni para madurar. Todas las lineas utilizaban la mitad del ABA exdgeno entre dos
y tres semanas. No hemos encontrado en la bibliografia referencias sobre las respuestas de
maduracién con la aplicacién en forma de pulso del ABA con el fin de estudiar su

utilizacion por parte de las distintas lineas embriogénicas.

Aunque las tasas de maduracion de las lineas embriogénicas de pino pifonero no
mostraron diferencias significativas entre los cuatro niveles de ABA ensayados, cada linea
mostro distinta sensibilidad en relacion a los niveles de ABA aplicados. La linea 1F11
rindié mayor niumero de embriones con 181 uM mientras que la 2F47 con 161uM. Con un
subcultivo mas en presencia de ABA la linea 1F11 form6 mayor nimero de embriones con
121uM. Este resultado podria estar relacionado con un efecto inhibitorio a largo plazo de
la concentracion mas alta de ABA aplicada. Estos resultados estan en la linea de lo descrito

en otras especies, donde las respuestas del tejido embriogénico en relacion a la aplicacion
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exdgena de ABA es genotipo dependiente (Jalonen y von Arnold, 1991; Thompson y von
Aderkas, 1992; Find y col., 1998a; Kong y von Aderkas, 2007).

En este estudio, la reduccion del contenido hidrico celular mediante la desecacion
parcial del material embriogénico del pifionero, junto con la restriccion fisica del agua
disponible mediante el aumento de la concentracion de Gerlite®, y el incremento del
potencial osmoético del medio al aumentar la concentracion de sacarosa, no mostrod los
mismos resultados de maduracion en las lineas utilizadas. En la linea 1F11, con una
pérdida de humedad entre el 17 y el 35% el crecimiento proliferativo de las MES se
incrementd con respecto al tejido no desecado. Sin embargo, el mayor incremento en el
nimero de embriones maduros se obtuvo cuando el tejido perdia entre un 7,5 y un 17% de
humedad. Con un 68% de pérdida de humedad tanto el crecimiento proliferativo como la
maduracion resultd inhibido. Se ha descrito que en coniferas un prerrequisito para el
completo desarrollo de los embriones durante la maduracion es el cese del crecimiento
proliferativo (Zoglauer y col., 2003), sin embargo nuestros resultados muestran una
relacion directa entre la estimulacion del crecimiento del tejido con la produccion de
embriones maduros, como consecuencia de la desecacion parcial del tejido. Podriamos
decir pues, en la linea de lo descrito por Klimaszewska y col., (2000), que la reduccion en
la disponibilidad de agua estimula un cambio en el patron del desarrollo desde la
proliferacion de las células embriogénicas, mediante la poliembrionia de particion, hacia el
desarrollo de los embriones. Los tratamientos de desecacion parcial de los embriones
somaticos maduros generalmente mejoran las frecuencias de conversion a planta, lo que se
asemeja a la transicion desde el estado tardio del embrion cigético a la germinacion
(Stasolla y Yeung, 2003). Mejoras en la diferenciacion de los embriones somaticos
mediante la desecacion parcial de masas embriogénicas se han observado también en Pinus
patula (Malabadi y van Staden, 2005a) y en Pinus kesiya (Malabadi y col., 2004),
indicaindose que este resultado podria relacionarse con los niveles endogenos de ABA
(Malabadi y col., 2004). Rancé y col., (1994) sugirieron que con la disminucion del
potencial hidrico se producen cambios bioquimicos en el material embriogénico,
apareciendo proteinas especificas en respuesta al estrés hidrico, mejorandose la
maduracion. Klimaszewska y col., (2007) indicaron que no son necesarios tratamientos
postmadurativos cuando los embriones somaticos se desarrollan en medios con altas

concentraciones de agentes gelificantes, ya que la restriccion de la disponibilidad de agua
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en estas condiciones es suficiente para producir embriones somaticos maduros con bajo

contenido hidrico.

En general, la aplicacion exodgena de auxina es esencial para el crecimiento
proliferativo del tejido embriogénico en coniferas. Sin embargo, como postularon Find y
col., (2002), en algunas especies de Abies este regulador puede producirse endégenamente
en el cultivo embriogénico, lo que podria explicar el fallo en la maduracion. Por ello,
estudiaron el efecto de agentes anti-auxinicos como el PCIB en combinacion con ABA
sobre los niveles endogenos de auxinas o su actividad, durante la maduracion de embriones
somaticos de Abies nordmanniana. La inclusion de este agente, redujo la proliferacion del
material e increment6 significativamente el nimero de embriones maduros con morfologia
normal. En el pino pifionero se observo que atin en presencia de PCIB en los medios de
maduracion, la proliferacion de los tejidos no disminuia significativamente, obteniéndose
maduracion en dos de las cuatro lineas ensayadas (las de crecimiento activo). Find y col.,
(2002) también indicaron que la respuesta de los cultivos dependia de la concentracion y el
momento de aplicacion del PCIB. Los cultivos de pino pifionero tratados con la anti-auxina
durante las cuatro primeras semanas, o durante la 4-8 semanas, o de forma continua,
mostraron menor crecimiento proliferativo que el control a las ocho semanas de cultivo.
Sin embargo, con un subcultivo mas (en ausencia de la anti-auxina) la proliferacion de los
cultivos tratados alcanzo niveles similares al control. Solamente con la aplicacion continua
del PCIB se observo6 inhibicion del crecimiento. Con ninguno de los tratamientos se obtuvo
una estimulacion de la maduracion de los embriones por encima de los formados en los
cultivos control. Con otras cuatro semanas mas de cultivo sin PCIB, solamente en la linea
2F47 se obtuvo un ligero incremento en la tasa de maduracién cuando el PCIB se aplicéd
durante las cuatro primeras semanas. La inclusion de la anti-auxina en los medios de
maduracién no influyé en el crecimiento proliferativo de los tejidos embriogénicos de
pifionero ni en el desarrollo de los embriones, salvo en el caso de la aplicacion continua
durante todo el periodo. Este resultado podria hacernos pensar que la posible presencia de
auxina endogena no estaria relacionada con la respuesta de proliferaciéon y maduracion de

nuestros cultivos.

La formacién de embriones con desarrollo aberrante se hizo patente en los controles

y en los ensayos realizados, aumentando hasta un 79% cuando el material no se
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subcultivaba durante el cultivo en condiciones de maduracién. Sin embargo, ni entre
lineas, ni los distintos niveles de ABA, ni la desecacion parcial del material embriogénico
influyeron significativamente sobre la formacion de embriones aberrantes. Los distintos
tratamientos con PCIB formaron mas embriones aberrantes que los cultivos control,
obteniéndose mas embriones en la linea 2F47 que en la 1F11. En pifionero se observaron
alteraciones como la disminucion en el numero de cotiledones, la fusion de cotiledones y el
acortamiento del cuerpo del embrion. En el embrion cigético pudo observarse una
variacion natural en el nimero de cotiledones encontrandose entre 6 y 14, observandose
diferencias en el nimero medio entre familias (Carneros y col., 2001); en los embriones
somaticos se obtiene esta misma variacion. Find y col., (2002) también encontraron
desarrollos anormales en embriones somaticos de A. normanniana, mostrandose una

disminucion en el nimero de cotiledones con las exposiciones prolongadas al PCIB.

Es ampliamente conocido que las respuestas morfogénicas son genotipo
dependientes. Existen muchas evidencias de una fuerte varianza genética aditiva en la
iniciacion de embriogénesis somadtica, siendo el control genético menos fuerte en la
proliferacion, maduracion y germinacion (Park y col., 1994; Klimaszewska y col., 2007).
Entre todos los ensayos realizados en este trabajo, el nimero de lineas embriogénicas
donde se obtuvo produccién de embriones maduros fue del 45%, lo que indic6 una fuerte
influencia del genotipo en la capacidad de diferenciar embriones maduros. Si consideramos
la influencia familiar en la respuesta de maduracion, se obtuvo maduracion en el 80% de

las familias estudiadas.

El porcentaje de genotipos con respuesta es comparable a otras especies de pino
(Miguel y col., 2004). Si se compara la tasa de obtencion de embriones somaticos maduros
normales por gramo de tejido en la mejor condicidon (220 embriones, en la linea 1F11 con
2 6 4 horas de desecacion parcial, en presencia de 121 pABA), con las obtenidas en otras
especies de pino, se observa que es similar o incluso superior: 287 embriones en Pinus
monticola (Percy y col., 2000), 230 en Pinus taeda (Pullman y col., 2003a), 147 embriones
en Pinus strobus (Klimaszewska y col., 2001) 6 54 embriones en Pinus nigra (Salajova y
Salaj, 2005). En Pinus pinaster el numero varid entre 24 y 441, excepto en una linea que

produjo solamente 2 embriones (Lelu-Walter y col., 2006).
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Al igual que se describio en Picea abies (Jalonen y von Arnold, 1991) o en Pinus
pinaster (Ramarosandratana y col., 2001a), en pino pifionero también se observd que
aquellas lineas embriogénicas donde predominaba el morfotipo picudo o «spiky»

mostraban mayor capacidad de diferenciacion (1F11, 2F47 y 13F58).

Con el fin de ampliar el nimero de genotipos que respondan a las condiciones de
maduracion e incrementar la tasa de embriones maduros convertibles en planta, podria
optimizarse el protocolo abordando aspectos como la utilizacion de otros agentes
osmoticos como polialcoholes u otros azicares (Li y col., 1998a; Ramarosandratana y col.,
2001b; Miguel y col., 2004), reguladores de niveles de etileno (Kong y Yeung 1994; Kong
y col., 1999; El Meskaoui y Tremblay, 2001; Stasolla y Yeung, 2003), o poliaminas
(Minocha y col., 2004).
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6. GERMINACION Y CONVERSION EN PLANTA

Las condiciones utilizadas en las fases previas a la germinaciéon de los embriones
somaticos condicionan el éxito de la germinacion y conversion. Durante la maduracion, las
condiciones de cultivo pueden inducir dormiciéon en los embriones somadticos, siendo
necesarios tratamientos especificos para estimular la germinacién de los embriones, como
el almacenamiento en frio (Merkle y col., 1995). Otros tratamientos como la aplicacion de
reguladores del crecimiento como citoquininas, acido inddlbutirico (IBA) o 4acido
giberélico, también estimulan la germinacion de los embriones (Merkle y col., 1995;
George, 1996). La orientacion de los embriones en los medios de germinacion parece tener
un papel importante en su desarrollo (Becwar y col., 1990). En el Anexo 1 se describen las

formulaciones de los medios de cultivo utilizados.

6.1. MATERIAL Y METODOS

Los embriones somaticos cotiledonares con morfologia normal, procedentes de los
diferentes ensayos de maduracion, se sometieron a varias condiciones para su germinacion

y aclimatacion.

La capacidad de germinacion se midid6 como el nimero de embriones en los que
comenzaba a emerger la raiz (Lelu y col., 1994b), realizandose recuentos semanales, de 4 a
8 semanas (seglin ensayos). En funcién del nimero de embriones, se evalud la respuesta de
una media de diez embriones por repeticion, realizdindose de 5 a 6 repeticiones en el
tiempo, por periodo de almacenamiento en frio en el ensayo 2, y por medio de cultivo en el
ensayo 3. Los datos de frecuencias de germinacién se transformaron mediante arcoseno
para realizar el ANOVA utilizando el programa Statistica para Windows 5.1 (StatSoft, Inc.
1996). Las diferencias significativas entre medias se determinaron mediante el test de

Duncan con un nivel de significacion del 5%.
Las plantulas con plumula y raiz desarrolladas, se transfirieron ex vitro a alveolos

forestales de plastico (240 ml) con sustrato compuesto por turba y perlita (3:1 v/v) y 3 g/l

de fertilizante de liberacion lenta Osmocote”, humedecido con abono soluble Peters (2 g/l)
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y tratado con el agente fungicida Previcur (2ml/l). Se mantuvieron durante una semana en
camara de cultivo de alta humedad, 24+1°C y fotoperiodo de 16 h de luz (120-180 pmol
m~ s™), cubiertas con envases de plastico invertidos y agujereados en la base para reducir
la evapo-transpiracion. Durante ese periodo, los envases se retiraron aproximadamente 4
horas diarias, con la finalidad de que se fueran aclimatando paulatinamente a condiciones
de humedad relativa mas baja. Después de esta semana, los envases se retiraron

definitivamente.

Después de dos meses, las plantas con crecimiento activo se transfirieron a
contenedores forestales de mayor volumen (1000 ml) con el mismo sustrato, y se
trasladaron a condiciones de invernadero con riego por nebulizacién. Después de un mes se

registrd el numero total de plantas que sobrevivieron al proceso completo de aclimatacion.

6.1.1. Desarrollo de los embriones germinados en medio liquido.

Los embriones somaticos cotiledonares pertenecientes a los genotipos 2F47, SF47 y
9F58 con morfologia normal, obtenidos en el ensayo de maduracién del apartado de
maduracion 5.1.2 (Forma de aplicacion de ABA y carbén activo), se colocaron
horizontalmente en contacto con el medio, con los cotiledones en la misma direccion, en
placas Petri de 90 mm de didmetro. El medio de cultivo se basé en la formulacion del
medio nutritivo AFC (Bonga, 2004), suplementado con 30 g/l de sacarosa, 6 g/l de
Plantagar, y sin reguladores del crecimiento. Los cultivos se almacenaron en frio durante 4
semanas como tratamiento pregerminativo. Luego, las placas se trasladaron a la camara de
cultivo para la germinacion de los embriones, disponiéndolas en posicion inclinada un
angulo aproximado de 40°, quedando los embriones colocados con sus hipocotilos
orientados hacia abajo. Los cultivos se mantuvieron a 23%1 °C, con un fotoperiodo de 16 h
de luz tenue (tubos fluorescentes de Sylvana Gro-lux” y Philips cool-white, 17-20 pmol m™

2 seg™). Se realizo el recuento de los embriones germinados a las 4 semanas en cultivo.
Con el fin de promover el desarrollo de los embriones germinados, con radicula

mayor o igual a 5 mm, se transfirieron a dos condiciones (Fig. 62): (a) tubos de cultivo con

puente de papel sobre 30 ml de medio de cultivo liquido AFC suplementado con 10 g/l
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sacarosa, sin nitrégeno organico, y sin PGRs. (b) a recipientes “De Wit” (W1607, Duchefa
Biochimie B.V., 2003) con perlita estéril (& 2 mm) y 18 ml del mismo medio de cultivo
liquido. Los cultivos se mantuvieron durante tres meses, en las mismas condiciones que las
utilizadas durante la germinacion pero con mayor intensidad de luz (120—180 pmol m™ s
1. Las plantulas que mostraron desarrollo de la plumula (aprox. 15 mm) se transplantaron

a alvéolos forestales con sustrato para su aclimatacion.

Figura 62: Plantulas creciendo en tubos con puente de papel y en recipientes “De Wit”, en medio AFC
liquido.

6.1.2.Periodos de almacenamiento en frio y aplicacion de PGRs.
Los embriones somaticos cotiledonares de los genotipos 1F11 y 2F47 con morfologia
normal, obtenidos en los ensayos de maduracion del apartado 5.1.3. (Efecto de diferentes

niveles de ABA), se cultivaron en las mismas condiciones de germinacion anteriormente
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descritas. Como tratamiento pregerminativo, los cultivos pertenecientes al genotipo 1F11
se almacenaron en frio durante 4 u 8 semanas, realizandose un cultivo control sin frio. Los
cultivos pertenecientes al genotipo 2F47 solo se almacenaron 4 semanas por los pocos
embriones disponibles. Transcurrido el almacenamiento en frio, las placas almacenadas y
control se trasladaron a la camara de cultivo en las condiciones descritas anteriormente
(6.1.1), realizandose un subcultivo a las cuatro semanas. El nimero de embriones con
emision de raiz se midié semanalmente durante 8 semanas. Los datos de germinacion se
obtuvieron a partir de 5 repeticiones de 10 embriones por repeticion en el genotipo 1F11 y

periodo de almacenamiento en ftio.

Para estimular el desarrollo de los embriones germinados, con radicula mayor o igual
a 5 mm, se transfirieron a recipientes ECO2 (E1654, Duchefa Biochimie B.V., 2003) con
350 ml de medio de cultivo basado en la formulacion del medio SH (Schenk y Hildebrandt,
1972) suplementado con 30 g/l de sacarosa y 6 g/l de Plantagar. Se ensayaron dos
condiciones de cultivo en funcion de la ausencia o presencia de PGRs (0,25uM IBA +
0,11uM BAP). Los embriones se mantuvieron en las mismas condiciones de cultivo
anteriores, aumentando la intensidad luminosa (120-180 umol m™ seg”), durante tres
meses. Las plantulas que mostraron desarrollo de la plumula se transplantaron a alveolos

forestales con sustrato para su aclimatacioén en condiciones de alta humedad.

6.1.3. Germinacion de los embriones con los cotiledones insertados en el medio de

cultivo. Efecto de 1a formulacion del medio de cultivo.

Los embriones somaticos cotiledonares del genotipo 1F11, obtenidos en los ensayos
de maduracion del apartado 5.1.4 (Efecto de la desecacion parcial), se cultivaron en las
condiciones pregerminativas descritas en el apartado 6.1.1. Después de cuatro semanas de
almacenamiento en frio, los embriones se transfirieron a recipientes “De Wit”, dispuestos
del siguiente modo: en su tapa se depositaron 1,5 ml de medio de cultivo so6lido, y en su
base un soporte de perlita estéril (J 2 mm). Se colocé un embridon por recipiente,
insertando sus cotiledones en el agar, quedando el hipocétilo suspendido (Fig. 63), siendo

las condiciones de cultivo de 23+1 °C y luz tenue (17-20 pmol m™ seg™).
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Figura 63: Embrion somatico (aprox. 5 mm) en medio de germinacion con los cotiledones insertados en el
medio de cultivo.

Se ensayaron tres medios de cultivo, basados en las formulaciones de los medios
AFC, mLV y Harvengt (Harvengt, 2005), suplementados con 30 g/l de sacarosa, 6 g/l de
Plantagar, y sin reguladores del crecimiento. La perlita se humedeci6 con 18 ml del medio
de cultivo liquido correspondiente diluido cuatro veces, sin sacarosa, sin nitrégeno

organico, y sin PGRs.

Durante 8 semanas se realizaron observaciones semanales de la evolucion del
desarrollo de los embriones, midiéndose las frecuencias de germinacion al final de este
periodo. El material no fue subcultivado durante la duracion del ensayo. Se dispusieron
entre 57-60 embriones por tratamiento, con 8-10 embriones por repeticion y 6 repeticiones
por tratamiento. Las plantulas que mostraron desarrollo del epicotilo se transplantaron a

alveolos forestales con sustrato para su aclimatacioén bajo condiciones de alta humedad.

6.2. RESULTADOS

6.2.1. Desarrollo de los embriones germinados en medio liquido.

Dado el pequefio nimero de embriones disponible por genotipo no se considerd su
efecto, por lo que el ensayo de germinacion se realiz6 con la mezcla de los embriones
obtenidos en las tres lineas. De los 33 embriones cotiledonares puestos en cultivo, 23 de

ellos germinaron (Tabla 23). Debido al escaso nimero de embriones no se pudo relacionar
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la germinacion con las condiciones de maduracion previas de los embriones. Solamente
podriamos resefiar que los embriones tratados de forma continua con 121 uM de ABA
germinaron en mayor proporcion que los tratados con 80 uM ABA. No es concluyente el

resultado de germinacion obtenido con el pulso de ABA al tratarse solo de 6 embriones.

Tabla 23: Porcentajes de germinacion en medio AFC de los embriones somaticos obtenidos en el ensayo de
maduracion 5.1.2.

ABA - continuo ABA - pulso
80 pM 121 uM Total 121 uM 200 uM  Total

Tejido en contacto 58,3% 77,7% 66,6% 66,6% 100% 83,3%

P-A

directo con el CA (7/12) (7/9) (14/21) (2/3) (3/3) (5/6)
. 66,6% 66,6% 66,6%

CA en el medio 2/3) 2/3) (4/6) ne ne ne

Total 60% 75% 66,6%

(9/15) 9/12)  (18/27)

ne: no ensayado

Los embriones que emitieron radicula, se distribuyeron entre las dos condiciones
descritas para estimular su desarrollo, obteniéndose crecimiento del epicotilo y desarrollo
de la radicula en siete de los cultivados en recipientes “De Wit”. Estas plantulas se
transfirieron a sustrato bajo condiciones de alta humedad, manteniéndose el crecimiento
activo en las siete. Después de un mes en condiciones de invernadero sobrevivieron cuatro

de ellas (Fig.64).
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Figura 64: A-B: Plantulas de 1,5 y 2 meses en fase de aclimatacion. C-D: Plantulas de 9 y 15 meses en
condiciones de invernadero.

No se apreciaron diferencias morfologicas entre las diferentes condiciones ensayadas
para la promocion del crecimiento. En general, la longitud de los cotiledones de los
embriones somdticos germinados era menor que la de los embriones cigdticos. La raiz era
blanca y algo gruesa durante las dos primeras semanas, a partir de ese tiempo comenzaba a

oscurecer y a reducir su grosor. El hipocétilo crecié durante las dos primeras semanas.

6.2.2.Periodos de almacenamiento en frio y aplicacion de PGRs.

Después de una semana en cultivo, el 69% de los embriones de la linea embriogénica

1F11, almacenados en frio 4 semanas, comenzaron a emitir la raiz frente al 35% en los no
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almacenados, pero las diferencias entre las tres condiciones no fueron significativas
(p=0,058). Sin embargo, el almacenamiento en frio estimuldé la germinacion
significativamente (p=0,022) obteniéndose una frecuencia media del 62% (Fig. 65). A las
tres semanas en cultivo, las diferencias iniciales desaparecieron aunque el almacenamiento
en frio proporciond una frecuencia de germinacion del 79% frente al 67% en las no
tratadas (p=0,130). Con seis semanas de cultivo en el medio de germinacion las
frecuencias en las tres condiciones se estabilizaron, germinando un 81% las almacenadas
frente a un 71% las no almacenadas, no siendo significativamente diferentes (p=0,093).
Estos datos nos indican que el almacenamiento en frio estimul6 ligeramente el inicio de la
germinacion, manteniendo unas frecuencias de germinacion similares después de seis

semanas en cultivo (Fig. 65).

Se observa la influencia del genotipo en la respuesta de germinacion, en los
embriones almacenados durante 4 semanas (p=0,030). La linea 1F11 mostré una

frecuencia de germinacion del 79% y la linea 2F47 del 61%, a las seis semanas en cultivo.

90

70 A
60 -
50 +
40 -
30 - —e— Control 1F11
20 —8—4s frio 1F11
8s frio 1F11

10 7 —5— 4s frio 2F47
o T T

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8

% Germinacion

Semanas en cultivo

Figura 65: Porcentaje de germinacion en medio AFC de embriones procedentes de las lineas 1F11 y 2F47.
Los datos muestran el valor medio + es de 3-5 repeticiones de 10-12 embriones por condicion (4 u 8 semanas
de almacenamiento en frio) durante varias semanas en cultivo.
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Dado el pequefio nimero de embriones cotiledonares desarrollados en cada uno de
los tratamientos de maduracion con ABA, no se pudo relacionar el efecto de las
concentraciones de ABA durante la maduracion del embrion con su capacidad germinativa.
Por ello, no se considerd este efecto en las frecuencias de germinacion de los embriones.
Sin embargo, en la Tabla 24 se describen los datos de germinacidén por condicion de

maduracion.

Tabla 24: Porcentajes de germinacion en medio AFC de los embriones somaticos obtenidos en el ensayo de
maduracion 5.1.3, a las 8 semanas en cultivo, en funcion de los tratamientos previos a las condiciones de
germinacion.

Concentracion de ABA en medios de maduracion (uM)

Almacenamiento

Genotipo , 80 121 161 181 TOTAL
en frio
) 60% 86,6%  60%  733% 70,9%
e e e e de 55
©de15) (13de15) (6de10) (11de15) (39 de 55)
F11 “0d 60% 9,6%  70% 80% 78,5%
Bdes) (11del12) (7de10) (12de15) (33 de42)
cod 90% 90%  857%  733% 84,6%
c (] (o] c (Y
©de10) (18de20) (6de7) (11del5) (44 de52)
TOTAL 70%  894%  704%  755% 77,8%
(21de 30) (42de47) (19de27) (34dedS) (116 de 149)
0% 22%  60% 61,3%
2k47 30d (0 de 3) " (13de18) (6de10) (19 de 31)

ne= no ensayado

Los embriones germinados (Fig. 66) procedentes de las tres condiciones anteriores,
con radicula igual o mayor a 5 mm, se distribuyeron equitativamente entre las dos
condiciones descritas para estimular su desarrollo (Fig. 67). Para medir la respuesta se
agruparon los embriones procedentes de los dos periodos de frio de la linea embriogénica
1F11, para su comparacion con los procedentes del control. Los datos obtenidos en esta
linea embriogénica nos muestran que la aplicacion de PGRs incrementa el crecimiento del
epicotilo, aunque no se puede apreciar su significacion debido al bajo nuimero de
embriones. Este resultado no coincidié con el obtenido en la linea embriogénica 2F47

(Tabla 25). También se pudo observar, curiosamente, que los embriones de la linea 1F11
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no almacenados se desarrollaron en mayor proporcion que los almacenados. Las plantulas
procedentes de la linea 2F47 se desarrollaron mejor que las procedentes de la linea 1F11,

aunque no se analiz6 estadisticamente (Tabla 25).

Figura 66: Embriones de pino pifionero germinados en medio AFC.

Tabla 25: Porcentaje de embriones germinados que desarrollan raiz y epicétilo en medio SH con y sin PGRs,
después de tres meses en cultivo.

Tratamientos desarrollo plantulas

Genotipo Pretratamiento SH SH+IBA+BAP TOTAL
. 50% 62,5% 56,2%
8 de 16 10 de 16 18 de 32
IF11 ( ) ( ) ( )
12,5% 18,9% 15,9%
FRIO (4 de 32) (7 de 37) (11 de 69)
, 100% 61,5% 73,4%
2F47 FRIO (6 de 6) (8 de 13) (14 de 19)
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Figura 67: Plantulas de pifionero desarrollandose en recipientes ECO2 con medio SH y plantulas en
desarrollo con raiz emitiendo ramificacion secundaria.

Las plantulas con plumula y raiz desarrolladas (29 de la 1F11 y 14 de la 2F47) se
transfirieron a sustrato bajo condiciones de alta humedad, manteniéndose el crecimiento
activo en 15 de ellas (35%) (Tabla 26). Los datos obtenidos nos muestran que la aplicacion
de PGRs disminuy6 ligeramente la frecuencia de aclimatacion, aunque no se analizd

estadisticamente.

Tabla 26: Porcentaje de plantulas aclimatadas en condiciones de alta humedad.

Genotipo SH SH+IBA+BAP TOTAL

ppp 333% 29.4% 31%
4de12)  (5del7)  (9de29)
50% 37,5% 42,8%
K47 34e6)  (3de8)  (6de 14)
ToTAL 388% 32% 34,8%

(7de18) (8de25)  (15de43)

6.2.3.Germinacion de los embriones con los cotiledones insertados en el medio de

cultivo. Efecto de la formulacion del medio de cultivo.

Después de una semana en cultivo, el 19% de los embriones cultivados en AFC, el
16% en el medio Harvengt y el 12% de los cultivados en medio mLV, comenzaron a emitir
la raiz. A la segunda semana ya se mostraron diferencias significativas, siendo el medio

mLV el que proporcioné menor frecuencia de germinacion (p=0,002). Estas diferencias se
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mantuvieron a lo largo de las siguientes semanas. Segiin el medio de cultivo empleado, el
maximo de germinacion se obtuvo a las 4 semanas en el medio AFC, a las 5 en medio
mLV y las 6 semanas en el medio Harvengt. Después de ocho semanas, algunos de los
embriones que germinaron en los medios mLV y AFC se necrosaron (Figura 68). Los
embriones cultivados en el medio Harvengt desarrollaron el epicétilo mejor que en las

otras formulaciones.

45 A
20 | ¥
35
30 -
25 -
20 -
15 ~
10 A
5 1 —o—mLV —m—AFC —a—Harvengt
0 T T T T T 1

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8

Semanas en cultivo

% Germinacién

Figura 68: Porcentaje de embriones germinados en diferentes medios de germinacion en cada una de las
fechas de observacion. Los datos muestran el valor medio + es de 6 repeticiones de §-10 embriones por
condicion.

La insercion de los cotiledones en el medio de cultivo estimul6 el crecimiento del
epicdtilo, pero no de forma muy diferente comparando con el cultivo horizontal del
embrion. (Fig. 69). Las plantulas cultivadas en el medio Harvengt mostraron un mayor
crecimiento que las cultivadas en los otros dos medios, alcanzando el desarrollo de la
plimula 18 de las 21 plantas germinadas (86%). Las cultivadas en medio AFC
desarrollaron la plimula 15 de 22 en (68%) y 6 de 9 en las cultivadas en mLV (67%).

Después de dos meses de crecimiento en contenedores forestales bajo condiciones de
alta humedad, 2 de las 18 plantulas procedentes del medio Harvengt, y 1 de las 15
procedentes del medio AFC lograron mantener el crecimiento activo. No se consiguieron

mantener las plantulas procedentes del medio mLV.
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e

Figura 69: Germinacion y desarrollo de embrion somatico de pino piflonero en medio AFC. A: Raiz
emergiendo a la semana. B: Elongacion de la raiz a las dos semanas. C: Raiz penetrando en el sustrato a la
cuarta semana. D: Desarrollo de la plumula a las ocho semanas.

6.3. DISCUSION

El objetivo final de la embriogénesis somatica es la regeneracion de plantas. Sin
embargo, en la mayoria de las especies donde se ha desarrollado esta técnica, la tasa de
maduracion y conversion en planta es aun un factor limitante para la aplicacion a gran

escala de esta via de regeneracion (Hay y Charest, 1999).

Durante la maduracion, los embriones somaticos acumulan las reservas necesarias
para su desarrollo posterior (hidratos de carbono como fuentes de carbono y energia), y
otros compuestos necesarios para la proteccion del embrion en las siguientes fases
(Konraddova y col., 2003). Estas autoras indicaron que, el almacenamiento a 4°C durante
tres semanas de los embriones somaticos de Picea abies tenia un efecto positivo en la
germinacion, relacionandolo con la acumulacion del oligosacérido rafinosa, implicado en
la adquisicion de tolerancia al estrés. Por ello propusieron que el almacenamiento en frio
podria ser una alternativa a los tratamientos de desecacidn parcial en los protocolos de
embriogénesis en coniferas. Pond y col., (2002) indicaron que un tratamiento en frio de los
embriones de Picea glauca previo al tratamiento de desecacion parcial, conferia tolerancia
a la desecacion e incrementaba la produccion de embriones con mayores capacidades para

la germinacion.

En los embriones somaticos de pino pifionero que maduraron en presencia de ABA,
el almacenamiento en frio promovid ligeramente, aunque no significativamente, su

germinacion. Dado que estos resultados se refieren solamente a un genotipo, se tendria que
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ensayar el tratamiento en embriones de un mayor nimero de lineas embriogénicas para
poder confirmar el efecto promotor del frio en la germinacion de los embriones del pino

pifionero.

Modificaciones en el medio de cultivo podrian también modificar la capacidad
germinativa de los embriones somaticos. Habitualmente se emplean los mismos medios de
cultivo utilizados en el mantenimiento de las lineas, sin embargo pueden requerirse otras
formulaciones nutritivas para optimizar las respuestas en germinacion. Los medios de
germinacion habituales en el género Pinus son el mLV (Klimaszewska y col., 2001) en P.
strobus, los medios DCR, mLV y Harvengt el en P. pinaster (Harvengt, 2005; Lelu-Walter
y col., 2006; Miguel y col., 2004; Ramarosandratana y col., 2001a), el LV en P. sylvestris
(Lelu y col., 1999), el DCR en P. nigra (Salajova y Salaj, 2005). Bonga (2004) indic6 que
el medio de cultivo AFC favorecia la elongacion del tallo en estructuras similares a
embriones producidas en Larix decidua. Cultivando los embriones somaticos de pino
pifionero en tres medios con formulaciones diferentes, insertando los cotiledones en el
medio de cultivo, el mejor desarrollo de los embriones se obtuvo en el medio de Harvengt,

aunque no muy diferente respecto del medio AFC.

En relacion a esto, parece que la orientacion de los embriones in vitro influye en la
germinacion y desarrollo de los embriones. Ya que durante la germinacion del embrion
cigotico, los cotiledones y los meristemos apical y radical de los embriones estan en
contacto con el tejido nutritivo del megagametofito, Brown y Grifford (1958) cultivaron
por primera vez embriones cigdticos de Pinus lambertiana insertando los cotiledones en el
medio de cultivo, describiendo que los nutrientes, especialmente la sacarosa, absorbidos
directamente por los cotiledones, incrementaba la tasa de germinacion de los embriones y
el crecimiento de la raiz. Becwar y col., (1989) estudiaron el efecto de la orientacion de
embriones somaticos de Picea abies durante la germinacion, disponiendo los embriones:
(1) horizontalmente en la superficie del medio de cultivo inclinado con el hipocoétilo
orientado hacia abajo (2) con los cotiledones insertados en el medio, dejando el hipocétilo
y la radicula libres, y los tubos de ensayo invertidos durante el periodo de cultivo (3) con la
radicula y la parte basal del hipocotilo sumergida en el medio, dejando la parte superior del
hipocétilo y cotiledones libre. Estos autores obtuvieron mejores frecuencias de

germinacion y crecimiento de la raiz cuando cultivaron los embriones en las posiciones 2 y

170



6. Germinacion y Conversion en Planta

1 respectivamente, posiciones en las que los cotiledones estaban total o parcialmente en
contacto con el medio de cultivo. Lin y Leung (2002) realizaron estudios similares en
embriones cigoticos aislados de Pinus radiata, obteniendo mejor crecimiento de la raiz
cuando los cotiledones se insertaban en el medio, pero el crecimiento de los cotiledones

fue inferior al de los controles.

Por el contrario, Klimaszewska y col., (2001) y Lelu-Walter y col., (2006)
describieron que la germinacion de los embriones somaticos de algunas especies de Pinus
puede optimizarse, disponiendo los embriones horizontalmente en contacto con el medio
en placas Petri inclinadas 40° y con los hipocoétilos orientados hacia abajo. Esta
disposicion permite el contacto de la raiz con el medio facilitando la absorcion de
nutrientes, y evitando los posibles efectos negativos de la inmersion de la raiz en el medio
de cultivo. El resultado de la insercion de los cotiledones de pino pifionero en el medio de
cultivo, fue la disminucion de las frecuencias de germinacion respecto a la germinacion en

placa inclinada, estimulandose débilmente el crecimiento de los cotiledones.

Al igual que en muchas coniferas (Lelu y col., 1994b; Vagner y col., 2005), en el
pino pifionero la emision de la raiz primaria de los embriones somaticos se inicia a los
pocos dias en cultivo, mientras que el hipocotilo elonga mas lentamente durante las

primeras semanas. El desarrollo del epicétilo es mas tardio y lento.

Aunque en general no hay muchas referencias sobre tratamientos especificos para el
desarrollo del embrion germinado, podemos encontrar algunos protocolos de
germinacion/conversion donde se incluyen PGRs como el IBA, las giberelinas (GA3), y en
algunos casos el BAP para estimular el crecimiento del epicétilo y del hipocoétilo en el
embrion germinado. En Pinus elliottii (Newton y col., 2005) los medios de cultivo se
suplementaron con IBA (0,5 mg/l) y GA3 (0,1 mg/l), junto con 0,05% de CA. En Pinus
taeda (Tang y Newton, 2005) las plantulas obtenidas de los medios de germinacion se
transfirieron a medios que contenian 2,2 uM de BAP para estimular el desarrollo. En los
embriones germinados de pino pifionero, cuando se cultivaron en un medio suplementado
con IBA y BAP, no se estimuld apreciablemente la elongacion del epicotilo, aunque esta
respuesta no es concluyente debido principalmente al pequefio numero de embriones
ensayados. De igual forma, la diferente respuesta observada en los dos genotipos

ensayados no puede confirmar la influencia del genotipo en la respuesta. La utilizacion del
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medio de cultivo SH para el desarrollo de los embriones germinados se decidi6 en base a
los resultados de germinacion obtenidos en Quercus suber por miembros de nuestro equipo
(Toribio y col., 2005). Tremblay (1990) también utilizd este mismo medio para la

elongacion del hipocotilo y de la raiz de embriones somaticos germinados de Picea glauca.

No se encuentran muchos trabajos donde se ensayen distintos sistemas de
germinacion y conversion en planta. Como indican Klimaszewska y col., (2007) quiza se
deba a la dificultad para regenerar grandes cantidades de embriones somaticos de calidad
(similares morfoldégicamente a los embriones cigoéticos). La conversion en planta sigue
siendo mas dificil de conseguir que la germinacion, influyendo también el genotipo en la
respuesta. Los primeros trabajos publicados en germinacion/conversion en aquellas
especies donde se ha conseguido regenerar plantas, mostraban frecuencias bajas.
Respuestas mas altas se han ido consiguiendo a través de la optimizacion de los primeros
protocolos. No se dispone de muchos de estos resultados ya que la mayoria estdn bajo
patente. Segun los autores antes mencionados, los mayores esfuerzos se han realizado en
Pinus taeda, Pinus radiata, Pinus pinaster y Pinus strobus. También indican como un
aspecto beneficioso para la elongacion de la parte aérea, la exposicion a bajas intensidades
luminosas. El hipocétilo también se ve estimulado por el cultivo horizontal de los
embriones en placa inclinada, de forma que las raices no penetren en el medio. Merkle y
col., (2005) también indicaron que la calidad de la luz durante la pregerminacién y
germinacion también podria influir. La longitud de onda roja durante estos procesos resultd
en el incremento de las frecuencias de germinacion y conversion en embriones somaticos

de Pinus radiata, Pinus elliottii y Pinus palustris.

Aunque los resultados obtenidos demuestran la capacidad de los embriones
somaticos de pifilonero para germinar y desarrollar plantas completas, debemos sefialar que
su validez es tan solo relativa debido a las pocas lineas embriogénicas ensayadas y al
numero limitado de embriones cotiledonares disponible. La optimizacion del proceso
pasaria por estudiar nuevos factores que incrementen la tasa de obtencién de embriones
cotiledonares de buena calidad, similares a los cigéticos, y de unas condiciones de cultivo
que favoreciesen la germinacion y conversion en planta; como por ejemplo la inclusion de
giberelinas, de acido ascorbico o de carbon activo al medio de cultivo, otras condiciones de

luz, etc.

172



7. PROTOCOLO DE REGENERACION







7. Protocolo de Regeneracion

7. PROTOCOLO DE REGENERACION

INDUCCION

» Cultivo de megagametofitos completos conteniendo embriones cigoéticos en un
estado de desarrollo entre la poliembrionia de particion y el estado cotiledonar.

» Medio de induccion M-mLV; basado en la formulacion del medio Litvay, con los
macronutrientes reducidos a la mitad y los micronutrientes modificados con
CuSO4, NayMoO4 y KI reducidos a la mitad, CoCl, reducido a 0,01 mg/l y
suplemento de 0,72 mg/l NiCl,; Fe-EDTA y vitaminas completos, 0,5 g/l de L-
glutamina, 1 g /1 de hidrolizado de caseina, 10 g/l de sacarosa y 4 g/l Gerlite®™. Se
utiliza una combinacion de PGRs de 9 uM 2,4-D y 4,5 uM BAP. El pH de todos
los medios se ajusta a 5,8 antes del autoclavado.

» El material permanece en el medio de induccion sin ser repicado a medio fresco

durante 4-12 semanas, a 23°C en oscuridad.

MANTENIMIENTO / PROLIFERACION

» Transferencia de las masas embriogénicas aisladas del megagametofito para
mantener su proliferaciéon a un medio M-mLV, basado en la formulacion del medio
Litvay con los macronutrientes reducidos a la mitad y los micronutrientes, Fe-
EDTA vy vitaminas completos; suplementado con 0,5 g/l de L-glutamina_1 g 1" de
hidrolizado de caseina, 20 g/l de sacarosa y 4 g/l Gerlite®. Se utiliza una
combinacion de PGRs de 9,5 uM 2,4-D y 4,5uM BAP.

» Subcultivo bisemanal de porciones externas de las masas embriogénicas. Segun las
capacidades proliferativas de las lineas embriogénicas se subcultivan en forma de
masa (mas activas) o en forma de disgregado (menos activas). El material

permanece en oscuridad a 23°C.

MADURACION

» Seleccionar masas embriogénicas con crecimiento vigoroso y de morfotipo picudo,
obtenidas de subcultivos recientes.
» Precultivo del tejido embriogénico en medio UL-/2mLV, basado en la formulacion

del medio Litvay con los nutrientes reducidos a la mitad y bajas concentraciones de
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auxina y citoquinina (0,24 uM 2,4-D y 0,22 uM BAP). El cultivo permanece
durante 4 semanas a 23°C en oscuridad, con un subcultivo bisemanal.

Disgregacion de las masas embriogénicas en medio liquido 2 mLV + 10 g/l de CA.
Filtracion con disco de papel y vacio.

Desecacion parcial del material embriogénico disgregado en el disco de papel
(entre el 7y 17% de pérdida de humedad).

Cultivo de las masas disgregadas en el medio mLV suplementado con 60 g/l de
sacarosa, 121uM ABA y 10 g/l de Gerlite™. El cultivo permanece entre 12-16
semanas a 23°C en oscuridad, con subcultivos cada cuatro semanas.

Cultivo de los embriones, al comienzo de su diferenciacion, de forma aislada en el

mismo medio de maduracion hasta alcanzar el estado cotiledonar.

GERMINACION
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» Los embriones cotiledonares bien conformados se transfieren a un medio de cultivo

basado en la formulacion del medio AFC (medio LV modificado, donde NO3;NH4
se reduce 10 veces, el MgSO4 un tercio, el calcio se aporta como fosfato
incrementandose asi los niveles al doble), sin PGRs y suplementado con 30 g/l
sacarosa y 6 g/l Plantagar. Las placas Petri se almacenan a 4°C durante cuatro
semanas.

Los cultivos se transfieren a las condiciones de germinacion. Los embriones se
cultivan en la misma placa, dispuesta con una inclinacion de 40° quedando los
embriones dispuestos con los hipocétilos orientados hacia abajo, a 23°C y con un
fotoperiodo de 16 h de luz tenue (17-20 pmol m™ seg™), durante 8 semanas con un
subcultivo a las cuatro semanas.

Los embriones germinados que alcanzan una radicula igual o mayor a 5 mm, se
transfieren para continuar su desarrollo a recipientes ECO2, con medio de cultivo
SH 6 AFC sin PGRs, suplementado con 30 g/l sacarosa y 6 g/l Plantagar. Se
cultivan bajo intensidad luminosa mas alta (120-180 pmol m™ seg™), durante tres

meses.



7. Protocolo de Regeneracion

CONVERSION

» Las plantulas con plumula y raiz desarrolladas se transfieren ex vitro a alvéolos
forestales (240 ml), con una mezcla de turba y perlita (3:1 v/v) humedecida con
abono soluble Peters (2 g/l). Se afiaden 3 g/l de fertilizante de liberacion lenta
Osmocote”™, y se trata con el agente fungicida Previcur (2ml/l). Se mantienen en
camara de cultivo de alta humedad a 24+1°C y fotoperiodo de 16 h de luz (120-180
umol m? s™) durante 8 semanas para su aclimatacion.

» Las plantas con crecimiento activo se transfieren a contenedores forestales de
mayor volumen (1000 ml) con el mismo sustrato, y se trasladan a condiciones de

invernadero con riego por nebulizacidon hasta su completa aclimatacion.

Maduraciéon

Figura 70: Regeneracion de Pinus pinea L. por embriogénesis somatica.
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8. CRIOCONSERVACION

Se ha abordado por primera vez la crioconservacion de lineas embriogénicas en esta
especie. Se ha determinado la posibilidad de conservar masas proliferativas (MES) de pino
pifionero a temperaturas de nitrégeno liquido (NL). Para ello, se ha evaluado en primer
lugar el posible efecto nocivo de los agentes crioprotectores sorbitol y dimetil-sulfoxido
(DMSO) sobre el crecimiento de los cultivos embriogénicos. En segundo lugar, se ha
evaluado la recuperacion del crecimiento de distintas lineas embriogénicas después de la
descongelacion. También se ha estudiado la capacidad de las lineas recuperadas tras la
crioconservacion para producir embriones cotiledonares cuando se someten a condiciones

de maduracion, y su conversion en plantas.

8.1. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron seis lineas embriogénicas pertenecientes a cuatro familias, inducidas en
embriones cigdticos inmaduros en los afios 2005 (7F11) y 2006 (2F47, 5F47, 3F58, 9F58,
6F88). Estas lineas se mantuvieron en crecimiento activo en el medio mLV con 9,5 uM de
2,4-D, 4,5 uM de BAP, 1 g/l de hidrolizado de caseina, 0,5 g/l de L-glutamina, 0,1 g/l de
mioinositol, 20 g/l de sacarosa y 4 g/l de Gerlite®. El protocolo de crioconservacion
utilizado se basé en el descrito por Park y col., (1994). La evaluacion del crecimiento de

los cultivos embriogénicos se realizé en las condiciones de mantenimiento ya descritas.

8.1.1.Pretratamiento. Efecto de los agentes crioprotectores sorbitol y DMSO.

Se prepar6 una solucion estéril con el medio de mantenimiento liquido (M-mLV) y
sorbitol a una concentraciéon de 0,4 M en viales de 25 ml (Duran” Group). Una muestra de
lg de tejido embriogénico se suspendido en 3,5 ml de esta solucion de sorbitol. Las
suspensiones se mantuvieron durante 16 horas en agitacion orbital a 115 rpm, en

condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente.
Se prepararon soluciones crioconservantes con 0,4 M de sorbitol y tres

concentraciones de DMSO: 4,5%, 7,5% y 15%, esterilizado por filtracion (Fig. 71). Las

soluciones estériles de sorbitol/DMSO se prepararon en el momento de su utilizacion,
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manteniéndolas en hielo. En la Tabla 27 se detallan los volumenes utilizados de las
soluciones de los crioprotectores para conseguir la concentracion final de DMSO por

criovial.

Tabla 27: Preparacion de las soluciones sorbitol/DMSO en funcidén de la concentracion final de DMSO
utilizada por criovial, en cada uno de los tratamientos.

Solucion Solucion DMSO en solucion
sorbitol/DMSO 0.4 M sorbitol DMSO sorbitol/DMSO DMSO final
DMSO0 4,5 25,5 ml 4,5 ml 15% 4,5 %
DMSO 7,5 22,5 ml 7,5 ml 25 % 7,5 %
DMSO 15 15 ml 15 ml 50 % 15 %

Transcurridas las 16 horas en esta primera fase de precultivo, las suspensiones
celulares se colocaron en hielo y sobre ellas se fueron afiadiendo 250 pl de la solucion
sorbitol/DMSO correspondiente a cada concentracion. Esta operacion se repitié cada cinco
minutos hasta 6 veces, agitandose las suspensiones después de cada adicion. El volumen
final de las suspensiones fue de 5 ml (1g de tejido + 3,5 ml de 0,4 M sorbitol + 1,5 ml de
solucion sorbitol/DMSO). La mezcla se dejo equilibrar durante 30 minutos en hielo,
agitandose frecuentemente. Se tomaron alicuotas de 1 ml (200 g de MES) que se

dispusieron en cada uno de los crioviales a utilizar por tratamiento.

En el andlisis del efecto de las soluciones sorbitol/DMSO en el crecimiento de los
cultivos embriogénicos, se utilizaron muestras pretratadas y no congeladas. Se utiliz6

como control el mismo material embriogénico sin pretratamientos con los crioprotectores.

En la cabina de flujo laminar, se desinfect6 la superficie de los crioviales con etanol
al 70% (v/v), dejandose secar antes de abrirlos. El contenido del criovial se filtr6 a través
de un disco de papel sobre un embudo Biichner estéril aplicando vacio, con el fin de retirar
la solucion crioprotectora (Fig. 72). Luego se transfirié el disco de papel con el tejido
embriogénico (aprox. 100 mg de MES) a placa Petri con medio de mantenimiento (M-
mLV). Las placas se precintaron con Parafilm” y se incubaron en oscuridad a 23+1 °C

durante 24 horas. Posteriormente, para eliminar por difusion el resto de crioprotectores que

182



8. Crioconservacion

quedara en el tejido, los discos se transfirieron a medio de cultivo fresco. En adelante, los
cultivos se transferirian bisemanalmente a medio de mantenimiento fresco, en las
condiciones de cultivo mencionadas. Se realizaron cinco repeticiones por linea

embriogénica y por tratamiento.

La variable incremento relativo en peso fresco de las MES se midi6 a través del peso
del disco de papel con el material embriogénico restando el peso de la placa Petri. Se
tomaron los datos al inicio de la puesta en cultivo, y después de transcurrir 2, 4, 6 y 8
semanas. Los resultados se analizaron mediante el ANOVA, utilizando el programa
Statistica para Windows"” 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). Los datos se transformaron
logaritmicamente. Los valores de las medias se muestran junto a los errores estandar. Las
diferencias significativas entre medias se determinaron con el test de Duncan con un nivel
de significacion del 5%. El crecimiento de los cultivos pretratados (T) se muestra en
relacion al crecimiento de los cultivos control (C), representando estos el 100% del
crecimiento (Tx100/C). También se calcul6 la tasa de crecimiento de los cultivos después
de 2, 4, 6 y 8 semanas como el cociente entre el peso fresco alcanzado en cada subcultivo

(restando el peso de la placa y del papel de filtro) y el peso inicial.

8.1.2.Congelacion en nitrogeno liquido.

Se realizé un pretratamiento del material tal y como se indica en el apartado 8.1.1.
De los 5 ml de la suspension celular en solucion sorbitol/DMSO, se tomaron alicuotas de 1
ml (200 mg de MES) que se dispusieron en cada uno de los cinco crioviales a utilizar por
tratamiento (Fig. 71). Los crioviales se introdujeron en contenedores “Mr. Frosty”
(Nalgene® Cryo 1°C Freezing Containers) (Schrijnemakers y van Iren, 1995), a los que
previamente se les afiadi6 250 ml de isopropanol (Ford y col., 2000), y se mantuvieron
durante 2 horas a 4 = 1 °C. A continuacion se realiz6 el enfriamiento paulatino de las
muestras, colocandolas a -20 + 1 °C durante 40 minutos, y luego a -70 = 1 °C durante 2
horas. Por ultimo, los crioviales se colocaron en cafias de crioconservacién para su
introduccion en tanques de nitrogeno liquido (NL), donde permanecieron 24 horas. Se

realizaron cinco repeticiones por linea embriogénica y por tratamiento.
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Viales con 1 g de MES
suspendidas en 3,5 ml de
solucion 0,4 M sorbitol en
agitacion 16 horas

Esterilizacion DMSO
por filtracion

Preparacion solucion
0,4 M sorbitol/ DMSO

Viales con 30 ml de las soluciones
0,4M sorbitol/DMSO a las
concentraciones 15, 25y 50 % de
DMSO mantenidas en hielo

Se afiaden 250 ul de
solucion 0,4 M
sorbitol/DMSO a cada vial
conteniendo la suspension
de MES, hasta los 5 ml

Viales de 5 ml de solucion
crioconservante con 1 g de
MES en suspension.

Dejar 30 min en hielo

Cinco crioviales por
tratamiento con 1 ml de
suspension (200 mg de MES
por solucidn crioconservante)

Cesta de canas con
con crioviales para la los crioviales
congelacion gradual

Contenedores “Mr. Frosty”

Figura 71: Protocolo de crioconservacion.
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8.1.3.Descongelacion. Recuperacion del crecimiento.

Los crioviales se extrajeron del tanque de NL y se introdujeron en un bafo con lejia
comercial diluida al 10% (v/v) (3.5% cloro activo) y unas gotas de Tween 20, a una

temperatura de 40° C durante 3 minutos, hasta que el contenido se descongelara un 70 %.

En la cabina de flujo laminar, se procedié como ya se ha descrito para el tejido no
congelado. El contenido del criovial se filtro para retirar la solucion crioprotectora,
transfiriéndose el disco de papel con el tejido embriogénico (aprox. 100 mg) a placa Petri
con medio de mantenimiento (M-mLV). Las placas precintadas se incubaron en oscuridad
a 23«1 ° C durante 24 horas. Posteriormente, los discos se transfirieron a medio de cultivo

fresco, subcultivandolos bisemanalmente en las condiciones de cultivo mencionadas.

Figura 72: Filtracion de la suspension crioconservada y puesta en cultivo.

Para analizar el efecto de la crioconservacion en la recuperacion del crecimiento de
las lineas embriogénicas, se utilizo como control el mismo material embriogénico sin
pretratamientos con los crioprotectores, ni congelacion. Se realizaron cinco repeticiones

por linea embriogénica y por tratamiento.

La variable incremento relativo en peso fresco de las MES se midio a través del peso
del disco de papel con el material embriogénico restando el peso de la placa Petri. Se
tomaron los datos al inicio de la puesta en cultivo, y después de transcurrir 2, 4, 6 y 8
semanas. Los resultados se analizaron mediante el ANOVA, utilizando el programa

Statistica para Windows"” 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). Los datos se transformaron
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logaritmicamente. Los valores de las medias se muestran junto a los errores estdndar. Las
diferencias significativas entre medias se determinaron con el test de Duncan con un nivel
de significacion del 5%. El crecimiento de los cultivos crioconservados (Cr) se muestra en
relacion al crecimiento de los cultivos control (C), representando estos el 100% del
crecimiento (Cr x 100/C). También se calculd la tasa de crecimiento de los cultivos
después de 2, 4, 6 y 8 semanas como el cociente entre el peso fresco alcanzado en cada

subcultivo (restando el peso de la placa y del papel de filtro) y el peso inicial.

8.1.4.Maduracion y conversion.

Se utilizaron tres lineas embriogénicas recuperadas tras la crioconservacion, la 7F11
(de 7,5% DMSO), la 3F58 y la 9F58 (de 15% DMSO). Los cultivos permanecieron entre 9
y 14 meses en medio de mantenimiento M-mLV, antes de someterlos a las diferentes
condiciones de maduraciéon. Como control se utilizaron las lineas originales sin pretratar ni

congelar.

Antes de someter los cultivos a las condiciones de maduraciéon, el material
embriogénico se preacondiciond, siguiendo el esquema adjunto. El material se cultivo en
medio UL- 2 mLV, donde los componentes nutritivos se redujeron a la mitad y los
reguladores 2,4-D a 0,24 uM y BAP a 0,22 uM, 10 g/l de sacarosa y 4 g/l de Gerlite™;

durante cuatro semanas con un repicado a las dos semanas.

Se prepararon suspensiones con 10 g/l de peso fresco de MES en 2 mLV liquido (sin
PGRs ni glutamina) y 10 g/l de CA. Se dispensaron alicuotas de 5 ml (50 mg de MES)
sobre discos de papel de filtro, de la forma ya descrita. Los discos con el material
embriogénico se cultivaron en medio 2 mLV suplementado con 20 uM de ABA o sin el,

con 10 g/l de sacarosa y 4 g/l de Gerlite®, durante una semana.

Transcurrido este precultivo, los discos se transfirieron a las condiciones de
maduracion. Se utilizé la formulacion en nutrientes del medio AFC, suplementado con 121
uM de ABA y 20 g/l de Plantagar. Se ensayaron dos tipos de azucares (maltosa VS
sacarosa) a concentraciones de 60, 90 y 120 g/l. Se ensayaron dos tipos de agentes

gelificantes (20 g/l de Plantagar vs 10 g/l Gerlite™) en el medio suplementado con 60 g/ de
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sacarosa o 60 g/l de maltosa. El pH se ajust6 a 5,8 antes del autoclavado. Las soluciones de
glutamina y ABA se esterilizaron por filtracion y se afiadieron al medio templado. Los
cultivos se mantuvieron en oscuridad a 23+1° C, transfiriéndose cuatro veces a medio
fresco cada 4 semanas. Se emplearon cinco repeticiones (50 mg) por tratamiento y linea

ensayada, siendo cada placa Petri (90 mm de diametro) una unidad experimental.

MES en UL- %2 mLYV (10 g/l sacarosa)
(4 semanas, subcultivo bisemanal)

l

Disgregacion MES en medio liquido
% mLYV + 10 g/l CA. Filtracion.

l

Discos en %> mLV (10 g/l sacarosa)
(1 semana)

l

Discos en medio AFC + 121 uM ABA.
Tratamientos de maduracion.

l

Sacarosa (g/l) | Maltosa (g/ 1)
60 90 120 (60 90 120
Plantagar v v v |V v Y

Maduracion

Gerlite® v ne ne | ¥ ne ne

(ne: no ensayado)

La capacidad de maduracion de las lineas embriogénicas en cada uno de los
tratamientos, se midid como el nimero de embriones cotiledonares normales formados en
250 mg de tejido embriogénico al final del tratamiento. Transcurridas 16 semanas en los
medios de maduracion, se seleccionaron los embriones cotiledonares bien conformados y
se colocaron horizontalmente sobre el medio de germinacion (AFC, sin PGRs, 30 g/l de
sacarosa y 6 g/l de Plantagar) con los cotiledones dispuestos todos en la misma direccion.

Las placas Petri (90 mm x 16 mm) se llenaron con 25 ml de medio de cultivo.
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Como tratamiento pregerminativo, los embriones se almacenaron durante 4 semanas
a 4°C y oscuridad. Luego, se transfirieron a la cdmara de cultivo a 23 + 1°C, con 16-h de
fotoperiodo (17-20 umol m™? s™') durante 8 semanas. Las placas Petri se inclinaron un
angulo de 40° de manera que los embriones tuvieran los cotiledones en la zona con mayor
inclinacion y el polo radical dirigido hacia abajo. Se realizaron recuentos semanales del

nimero de embriones germinados, durante un total de 8 semanas.

Para promover el desarrollo del epicétilo, los embriones germinados que emitieron
una radicula de unos 15 mm , se transfirieron a recipientes ECO2 (Duchefa) con 350 ml de
medio SH (Schenk y Hildebrandt, 1972) suplementado con 0,25 uM de IBA y 0,11 uM de
BAP, 30 g/l de sacarosa y 6 g/l de Plantagar, introduciendo la raiz en el medio de cultivo.
Se cultivaron a 23£1° C y 16 h de fotoperiodo (120-180 pmol m™ seg™) entre 2 y 3 meses,

hasta que la plumula alcanz6 una longitud de 1 cm.

Las plantulas con plumula y raiz desarrolladas, se transfirieron ex vitro a alvéolos
forestales de plastico (240 ml) con sustrato compuesto por turba y perlita (3:1 v/v) y 3 g/l
de fertilizante de liberacién lenta Osmocote”™, humedecido con abono soluble Peters (2 g/1)
y tratado con el agente fungicida Previcur (2ml/l). Se mantuvieron en cdmara de cultivo de
alta humedad a 24+1°C y fotoperiodo de 16 h de luz (120-180 umol m™ s™). Durante la
primera semana se cubrieron con envases de plastico invertidos y agujereados en la base
para reducir la evapo-transpiracion, retirandolos 4 horas cada dia, para una aclimatacion
paulatina. Luego, los envases se retiraron definitivamente. Transcurridos dos meses, las
plantas se transfirieron a condiciones de invernadero con nebulizacién hasta su completa

aclimatacion.

8.2. RESULTADOS
8.2.1.Pretratamiento. Efecto de los agentes crioprotectores.
A las dos semanas en cultivo, el crecimiento relativo medio de los cultivos

pretratados fue muy bajo (Tabla 28), suponiendo una media del 30% del crecimiento

alcanzado por los cultivos sin tratar (Tabla 29) lo que indica un cierto grado de toxicidad
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ejercido por los crioprotectores. La mayor toxicidad se mostré en la dosis mas alta de
DMSO al obtenerse el menor crecimiento relativo medio (0,6) (Tabla 28). La baja tasa de
crecimiento de los cultivos en este primer periodo se suele denominar fase de latencia, y
supuso una tasa de crecimiento medio del 3,4% respecto del inicio del cultivo (Tabla 30).
La linea 9F58 fue la que mostré mayor capacidad de crecimiento, principalmente cuando

se aplico la menor concentracion de DMSO (Fig. 73) (Anexo 4).

A las cuatro semanas en cultivo, se mantuvo el menor crecimiento de los cultivos
pretratados que los controles (Tabla 28), suponiendo una media del 40,5% del crecimiento
alcanzado por los cultivos sin tratar (Tabla 29). Las diferencias entre los crecimientos
relativos medios de los cultivos pretratados con los tres niveles de DMSO no fueron
significativas, debido principalmente a la mayor tasa de recuperaciéon de los cultivos
tratados con 15% DMSO (Tabla 28). La linea 9F58 sigui6 mostrando la mayor capacidad
de recuperacion del crecimiento (Fig. 73) (Anexo 4), no encontrandose diferencias

significativas entre el tratamiento con 4,5% DMSO vy el control.

A las seis semanas en cultivo, los cultivos pretratados siguieron creciendo menos que
los controles. Entre los tres pretratamientos, el mayor crecimiento se obtuvo cuando se
aplicé 7,5% DMSO (Tabla 28), suponiendo un 71,2% del control (Tabla 29). Los cultivos
pretratados con esta concentracion de DMSO mostraron la tasa de crecimiento mas alta
(26,9) respecto del inicio del cultivo (Tabla 30). Las lineas 2F47 y 9F58 pretratadas

alcanzaron crecimientos similares a los controles (Fig. 73) (Anexo 4).

Después de 8 semanas en cultivo, los cultivos pretratados siguieron mostrando menor
crecimiento relativo que los cultivos control (Tabla 28). Los cultivos pretratados con 7,5 y
4,5% DMSO mantuvieron el mayor crecimiento relativo medio no diferenciandose
significativamente entre ellos (Tabla 28), lo que suponia un 86,5% y un 83,2%
respectivamente del crecimiento del control (Tabla 29). Los cultivos tratados con 7,5%
DMSO mostraron la tasa de crecimiento mas alta (40,3) respecto del inicio del cultivo
(Tabla 30). Con esta concentracion de DMSO, el crecimiento de las lineas pretratadas fue
similar a los cultivos control, execpto la linea 6F88 que mostrd una acusada disminucion

del crecimiento en las tres concentraciones (Fig. 73) (Anexo 4). La linea 9F58 pretratada
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con las tres concentraciones de DMSO, mostré crecimientos superiores aunque no

significativamente diferentes del control.

Mientras que los cultivos no tratados incrementaron 48,5 veces el peso inicial a las 8
semanas en cultivo, los cultivos pretratados lo incrementaron entre 32,3 y 40,3 veces,

siendo esta ultima tasa la correspondiente al pretratamiento con 7,5% DMSO (Tabla 30).

Hay que sefialar que, los crecimientos de las lineas embriogénicas pretratadas se
igualaron a los crecimientos control después de otros dos subcultivos bisemanales (datos a

las 12 semanas no mostrados).

—e— CONTROL —A&—DMSO 7.5 ——DMSO 15‘

Incremento relativo peso fresco

70 - 110 1
o0 13758 100 J9F58 ‘, .
50 [
40
30 EEEEEEEEEEs
20 |

04

Incremento relativo peso fresco

| 6F88

Incremento relativo peso fresco

2 4 6 8 2 4 6 8

Semanas en cultivo Semanas en cultivo

Figura 73: Incremento relativo en peso fresco de seis lineas embriogénicas después de pretratamientos con
0,4 M sorbitol y tres concentraciones de DMSO, durante cuatro subcultivos bisemanales. El control es tejido
que no se ha tratado con crioprotectores. Los datos son medias + es de 5 repeticiones.
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8.2.2.Descongelacion. Recuperacion del crecimiento.

Inicialmente, tras la descongelacion, el tejido viable mostraba un aspecto
mucilaginoso y las cabezas embrionarias apareciendo en forma de pequefios agregados. A
las dos semanas en cultivo se observd una ligera recuperacion del crecimiento en los
cultivos descongelados apareciendo agregados celulares en multiplicacion activa (Fig. 75
A), suponiendo una media del 15% del crecimiento alcanzado por los cultivos sin tratar
(Tabla 29). No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos ni entre
genotipos (Tabla 31). La tasa de crecimiento medio en esta fase de latencia fue del 1,7%

respecto del inicio del cultivo (Tabla 30).

A las cuatro semanas apenas se incremento el crecimiento de los cultivos (Tabla 28),
no encontrandose tampoco diferencias entre tratamientos ni entre genotipos (Tabla 31). Las
cabezas embrionarias aparecen en forma de pequefios agregados con células del suspensor
(Fig. 75 B).Ya que la tasa de crecimiento medio de los cultivos recuperados fue muy baja
(1,8) (Tabla 30), los crecimientos relativos a los de los cultivos control fueron inferiores,

suponiendo una media del 6,9% (Tabla 29).

A las seis semanas, aunque no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos ni entre genotipos (Tabla 31), ya se observo una ligera recuperacion del
crecimiento en los cultivos pretratados con 15% DMSO (Tabla 28), correspondiendo a un
5,9% respecto de los cultivos control (Tabla 29). Pudieron observarse agrupaciones
embriogénicas en multiplicacion por particion (Fig. 75 C). El crecimiento de estos cultivos

fue el doble respecto del peso fresco inicial (Tabla 30).

A las ocho semanas en cultivo, emergieron las diferencias entre tratamientos y
genotipos (Tabla 31). La mayor recuperacion del crecimiento se obtuvo en los cultivos
pretratados con 15% DMSO, incrementando 2,7 veces el peso fresco inicial (Tabla 28),
representando un 8,4% del crecimiento alcanzado por los cultivos control (Tabla 29). En
este periodo de cultivo, los tejidos pretratados con 4,5% de sorbitol apenas incrementaron
su peso fresco inicial entrando en una fase estacionaria. Los tejidos pretratados con 7,5% y

15% de sorbitol alcanzaron una tasa de crecimiento respecto del peso inicial 2,6 y 3.5
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veces, respectivamente (Tabla 30). Los cultivos ya mostraron embriones somaticos en

desarrollo (Fig. 75 D).

Las seis lineas embriogénicas crioconservadas fueron capaces de recuperar su
capacidad proliferativa después de la descongelacion (Fig. 74). Sin embargo, después de 4
subcultivos bisemanales, el crecimiento relativo medio de los cultivos crioconservados fue
muy inferior al de los cultivos control, suponiendo el 4,3, 5,6 y 8,4% conforme se
incrementaba la concentracion de DMSO (Tabla 29). El peso fresco inicial se incremento
en 1,7 veces con 4,5% DMSQO, 2,6 veces con 7,5% DMSO, y 6,4 veces con 15% DMSO
(Tabla 30). Las lineas 3F58 y 9F58 mostraron la mayor capacidad de recuperacion del
crecimiento después de la crioconservacion, sobre todo cuando se pretrataron con 15% de

DMSO (Tabla 31) (Anexo 4).
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Figura 74: Incremento relativo en peso fresco de seis lineas embriogénicas recuperadas tras la
crioconservacion, durante cuatro subcultivos bisemanales. Los cultivos se pretrataron con 0,4 M sorbitol y
tres concentraciones de DMSO. Los datos son medias + es de 5 repeticiones.
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Hay que sefialar que los crecimientos de las lineas crioconservadas se equipararon a
las no crioconservadas ni pretratadas transcurridas 14 semanas en cultivo. Pudo observarse
que algunas lineas embriogénicas crioconservadas perdian su capacidad proliferativa
después de wvarios subcultivos. La linea 6F88 recuperada mantuvo su capacidad

proliferativa durante 2 meses, la 5F47 durante 8 y la 2F47 durante 11meses.

El crecimiento de algunas de las lineas originales, como la 7F11, 5F47 y 3F58
declind después de 24 a 36 meses en cultivo, mientras que las recuperadas tras la
crioconservacion mantienen su crecimiento activo hasta el momento (22 meses). Ademas,
la linea 7F11 original no producia embriones maduros en condiciones de maduracion, sin

embargo en la crioconservada se promovi6 la maduracion de los embriones.

Tabla 28: Incremento relativo en peso fresco (Pf-Pf; / Pf) de cultivos embriogénicos después de
pretratamientos con 0,4M sorbitol y tres concentraciones de DMSO y congelacion en NL, durante cuatro
subcultivos bisemanales. El control es tejido que no se ha tratado con crioprotectores ni congelado. Los datos
son medias + es de 30 repeticiones. Pfi: peso fresco final; Pf;. peso fresco inicial.

Incremento relativo en peso fresco

Semanas - - =
en cultivo Pretratamiento Pretratamiento y congelacion
Control DMSO4,5 DMSO7,5 DMSO15 DMSO04,5 DMSO7,5 DMSO15
2 13,2+1,4 2,8+0,5 2,7+0,2 0,6%0,1 0,7%0,1 0,8+0,1 1,0+0,1
4 31,6+3,2 11,2+3,0 8,6£1,8 11,619 0,8+0,1 0,9+0,1 1,0+0,1
6 41,54+4,5 21,9£5,1  25,844,0 23,2438 0,8+0,1 1,0+0,1 1,2+0,2
8 50,9+5,2 37,7£7,3  40,0£5,0 36,7+4,8 0,8+0,1 1,7¢0,5  2,7+0,8

Tabla 29: Crecimiento en peso fresco de cultivos embriogénicos después de pretratamientos con
crioprotectores y congelacion en NL, en relacion al crecimiento de los cultivos control (=100%), durante
cuatro subcultivos bisemanales. El control es tejido que no se ha pretratado ni congelado.

% Crecimiento relativo al control

fjg::;gii Pretratamiento Pretratamiento y congelacion
DMSO04,5 DMSO7,5 DMSO15 DMSO04,5 DMSO7,5 DMSO15

2 31,6 28,9 29,5 15,4 14,0 15,7

4 42,5 33,8 45,2 7,1 6,4 7,1

6 61,0 71,2 64,3 53 5,0 5,9

8 83,2 86,5 80,9 4,3 5,6 8,4
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Tabla 30: Tasa de crecimiento de cultivos embriogénicos (Pf; / Pf}) en varios subcultivos bisemanales,
después de pretratamientos con crioprotectores y congelacion en NL. El control es tejido que no se ha
pretratado ni congelado. Los datos son el cociente entre el peso alcanzado en cada subcultivo (Pfy) y el peso
inicial (Pf)).

Tasa de crecimiento respecto del peso inicial

Semanas - . <,
en cultivo Pretratamiento Pretratamiento y congelacion
Control DMSO04,5 DMSO7,5 DMSO15 DMSO04,5 DMSO7,5S DMSO15
2 13,0 33 3,6 33 1,6 1,7 1,8
4 29.4 10,0 9,6 11,5 1,7 1,8 1,8
6 39,4 19,2 26,9 21,9 1,7 1,9 2,0
8 48,5 323 40,3 33,9 1,7 2,6 3,5

Tabla 31: Nivel de significacion al 5% de probabilidad segin ANOVA de la recuperacion del crecimiento de
cultivos embriogénicos pretratados y cultivos embriogénicos crioconservados, en diferentes subcultivos. Los
datos para ver el efecto de los crioprotectores corresponden a seis lineas embriogénicas y cuatro tratamientos
(control, 4,5% DMSO, 7,5% DMSO y 15% DMSO). Los datos para ver el efecto de la crioconservacion
corresponden a seis lineas embriogénicas y tres tratamientos (4,5% DMSO, 7,5% DMSO y 15% DMSO). Se
realizaron cinco repeticiones por linea y tratamiento ensayado.

Efecto de los Semanas en cultivo

crioprotectores 2 4 6 8
Linea embriogénica p=0.000 p=0.000 p=0.000 p=0.000
Tratamiento p=0.000 p=0.000 p=0.000 p=0.000
Linea x Tratamiento p=10.030 p=0.000 p=0.000 p=0.000
Efecto de la

crioconservacion

Linea embriogénica p=10.393 p=0.280 p=0.653 p=0.002
Tratamiento p=0.573 p=0.649 p=0.208 p=0.005
Linea x Tratamiento p=0.948 p=0.957 p=0.907 p=0.065

En el Anexo 4 se muestran los datos de los incrementos relativos de peso fresco de

las lineas embriogénicas controles y crioconservadas.

194



8. Crioconservacion

Figura 75: Cultivos embriogénicos crioconservados creciendo en medio de mantenimiento. A: Agregados
celulares en multiplicacion activa después de dos semanas en cultivo. La flecha sefiala célula en anafase
(barra= 50 uM). B: Las cabezas embrionarias aparecen en forma de pequefios agregados con células del
suspensor, después de cuatro semanas en cultivo (barra=25 uM). C: Embriones somaticos en desarrollo, a las
seis semanas en cultivo (barra= 0,2 mm). D: Agrupaciones embriogénicas en multiplicacion por particion,
después de 8 semanas en cultivo (barra= 0,2 mm).

8.2.3. Maduracion y conversion.

La crioconservacion modifico el comportamiento frente a la maduracién de dos
lineas. Mientras que la 9F58 original form6 embriones cotiledonares en algunas de las
condiciones de maduracion ensayadas, tras la crioconservacion no se obtuvieron embriones
cotiledonares. En la linea 7F11 original no se obtuvieron embriones en ninguna de ellas,
mientras que tras la crioconservacion proporcioné embriones cotiledonares en alguno de
los medios ensayados. En la linea 3F58 recuperada no se desarrollaron embriones
cotiledonares. Se obtuvo un pequefio numero de embriones cotiledonares en presencia de
sacarosa, por ello no se pudo definir la concentracion mdas idonea. Los cultivos
solidificados con Plantagar o Gerlite®, proporcionaron el mismo numero de embriones,

pero tampoco se pudo definir su idoneidad (Tabla 32).
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Tabla 32: Numero de embriones normales maduros en 250 mg de tejido embriogénico, obtenidos en
distintas condiciones de maduracion; ne: no ensayado.

AFC
Maduracion Sacarosa (g/l) Maltosa (g/1)
60 90 120 60 90 120

Plantagar 4 6 5 0o 0 O

Gerlite® 4 ne ne 0 ne ne

De los 19 embriones obtenidos en la linea 7F11 recuperada de la crioconservacion,
germinaron 4 de ellos (21% germinacion). Solamente una planta logré aclimatarse
completamente, no observiandose hasta el momento diferencia alguna respecto de las

plantas obtenidas de otras lineas no crioconservadas (Fig. 76).

Figura 76: A: Embriones somaticos cotiledonares obtenidos en la linea 7F11 crioconservada, después de 16
semanas en medio AFC con 121 pM de ABA. (barra= 1 mm). B: Germinacion de un embriéon somatico de
tejido recuperado tras la crioconservacion. (barra= 5 mm). C: Plantulas de embridon somatico creciendo en
tarrinas de cultivo ventiladas con medio SH (Dimensiones de la tarrina= 125 mm x 65 mm x 80 mm). D:
Planta regenerada de linea embriogénica crioconservada, creciendo en contenedor forestal (Didmetro maximo
del contenedor = 52 mm).
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8.3. DISCUSION

Se han ensayado algunos de los factores que intervienen en el establecimiento de un
protocolo apropiado de crioconservacion en cultivos embriogénicos de pino pifionero.
Estos factores incluyen tanto el régimen aplicado en el enfriamiento y descongelacion, el
estado fisiologico del material embriogénico, la concentracion de tejido en las
suspensiones, como la osmolaridad del medio de congelacion y concentracion del
crioprotector DMSO (Zoglauer y col., 2003). Por ello, como primer paso, se ha tratado de
ajustar la concentracion de DMSO en los rangos utilizados en la bibliografia a través de su
efecto en el crecimiento de los cultivos embriogénicos de pino pifionero antes y después de

su congelacion en NL.

Las soluciones mas utilizadas en la crioconservacion de cultivos embriogénicos de
coniferas incluyen al sorbitol a concentraciones entre de 0.2 My 0.4 M y el DMSO a
concentraciones entre el 5y el 20% (Héggman y col., 1998, Gupta y col., 2005). El sorbitol
reduce el contenido hidrico de las células y el DMSO remplaza parte del agua intracelular
y estabiliza las membranas. Debido a su toxicidad, la concentracion de DMSO tiene que
ajustarse debidamente y extraerse de los tejidos inmediatamente después de la

descongelacion.

Los resultados en pino pifionero mostraron que la concentracion de 15% de DMSO
resultd mas citotoxica que las concentraciones menores, en las dos primeras semanas de
cultivo de las lineas embriogénicas pretratadas. Sin embargo, esta toxicidad se revertia en
los siguientes subcultivos, mostrandose un crecimiento medio del 83,5 % respecto de los
cultivos control después de 8 semanas; e igualdndose con ellos cuando transcurrian 12

semanas en cultivo.

Estos resultados estan en la linea con lo descrito en Picea glauca, donde los cultivos
sufrian una reduccién del crecimiento cercano al 40% como consecuencia de una
citotoxicidad inicial del DMSO. Dicha toxicidad revertia con los sucesivos subcultivos, y
no aumentaba con el incremento de su concentracién. Se ha observado que durante el
tratamiento con sorbitol y DMSO se eliminaban la mayoria de las células del suspensor
(Kartha y col., 1988). Segin Aronen y col., (1999) el enriquecimiento en cabezas

embrionales obtenido en los cultivos pretratados de Abies cephalonica podria contribuir al
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incremento de los crecimientos observados comparados con los controles. Encontraron una
correlacion negativa entre el peso inicial de la muestra y su capacidad de crecimiento
posterior; ya que los tratamientos que incrementaron mas su tasa de crecimiento, también
tenian los pesos iniciales menores. Los autores piensan que este incremento estaria mas
conectado con la variacion del peso inicial de la muestra después del tratamiento al inicio
del cultivo, que con los tratamientos en si mismos. No se ha observado esta disminucion en

el peso de las muestras después de los pretratamientos en los cultivos de pino pifionero.

En Picea mariana (Klimaszewska, 1995) y Picea sitchensis (Find y col., 1993), el
crecimiento de las muestras tratadas con agentes crioprotectores no congeladas era
comparable a las congeladas. Higgman y col., (1998) indicaron que, los cultivos
embriogénicos de Pinus sylvestris pretratados y no congelados mostraron mayores tasas de
crecimiento que los cultivos control; por lo que sugirieron que los pretratamientos con
crioprotectores podrian ser una alternativa para conseguir mejorar la capacidad
embriogénica, o incrementar el desarrollo sincronico de los embriones somaticos.
Klimaszewska y col., (1992) puntualizaron la importancia para la supervivencia de los
cultivos crioconservados que tras un precultivo con sorbitol, la aplicacion de la solucion

crioconservante de sorbitol y DMSO fuera paulatina.

Ya que todas las lineas pretratadas de pino pifionero recuperaron el crecimiento al
nivel de los controles con los subcultivos, puede indicarnos como en otras especies que las
soluciones crioprotectoras ensayadas tuvieron un efecto limitado en el metabolismo celular
de las masas embriogénicas de pifionero. Pudo observarse que las seis lineas
embriogénicas mostraban distintas sensibilidades respecto a las concentraciones de DMSO
aplicadas. Después de 8 semanas en cultivo, la linea 7F11 en 7,5% de DMSO y la 5F47 en
15% de DMSO mostraron crecimientos similares a los controles. Mientras que la linea
6F88 mostré6 una reducciéon drastica en su crecimiento, la 9F58 mostrd crecimientos

superiores que el control, en todas las concentraciones de DMSO ensayadas.

Los resultados mostrados en la bibliografia sobre los efectos de la crioconservacion
en la recuperacion del crecimiento de los cultivos en coniferas pueden ser contradictorios.
En ocasiones la recuperacion del crecimiento puede ser menor, igual o mayor que en los

cultivos controles. La crioconservacion de Abies nordmanniana disminuia las tasas de
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crecimiento de los cultivos embriogénicos (Nergaard y col., 1993a). En Picea abies, en los
primeros meses de cultivo después de la descongelacion mostraron un crecimiento lento,
pero tras subcultivos prolongados éste se recuperaba siendo equiparable a los cultivos
controles (von Arnold y col., 1995). En Pinus radiata (Smith y col., 1994) y Pinus
sylvestris (Héggman y col., 1998) la tasa de crecimiento de los cultivos crioconservados

era mayor que los controles.

Generalmente, después de la crioconservacion los tejidos pueden permanecer en
estado de reposo (fase de latencia o estacionaria) pudiendo durar desde unos dias hasta
algunas semanas dependiendo de las especies, el genotipo o el explanto utilizado. En Pinus
roxburghii esta fase estacionaria podia durar entre 2-7 dias (Mathur y col., 2003), unos 3
dias en Pinus pinaster (Bercetche and Paques 1995), en Abies nordmanniana (Nergaard y
col., 1993a) como en Pinus sylvestris (Higgman y col., 1998) la fase vario entre 2 y 4
semanas. David y col., (1995) indicaron que el precultivo, el pretratamiento y el proceso de
congelaciéon inducian una fase estacionaria antes de la recuperacion del crecimiento en
Pinus caribaea. Sugirieron que esta fase estacionaria podria inducirse mas por el
precultivo (plasmolisis) y el pretratamiento (DMSO) que por la congelacion propiamente
dicha, ya que encontraron diferencias muy ligeras entre las curvas de crecimiento del

material no congelado pero tratado y el congelado.

En pino pifionero los crecimientos de las lineas congeladas fueron muy inferiores a
los de las pretratadas y no congeladas. A las 8 semanas en cultivo, las lineas
crioconservadas crecieron un 6,1% del crecimiento obtenido por los cultivos control,
mientras que las pretratadas y no congeladas crecieron un 83,5%. Sin embargo, los
crecimientos de las lineas crioconservadas se igualaron con 6 semanas mas en cultivo.
Estos resultados indicaban que la fase estacionaria en los cultivos del pino pifionero era
mas larga pero estaban en la linea de lo referido en otras especies, donde la duracion de
esta fase puede depender también del protocolo de crioconservacion aplicado. El
tratamiento que produjo mayor reduccion del crecimiento fue con 4,5 % de DMSO. Este
resultado esta de acuerdo con el descrito por Ford y col., (2000a) donde la combinacion de
0,4M de sorbitol y 5% de DMSO produjo incrementos en peso fresco de cultivos de Pinus

patula muy bajos.
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Cultivos de Pinus roxburghii crioconservados con 0,3 M de sorbitol y 5% de DMSO
mostraron un incremento en peso fresco del 70 % frente a los 158 % de los cultivos no
tratados ni congelados, después de 5 semanas en cultivo (Mathur y col., 2003). Estos
cultivos mostraron una fase de latencia en la recuperacion del crecimiento de una semana,
similar a lo observado en Picea sitchensis por Find y col., (1993). Ford y col., (2000b)
mostraron que una linea embriogénica de Pinus patula pretratada con 0,3 M de sorbitol y
10% de DMSO increment6 13 veces el peso fresco inicial a las 5 semanas en cultivo,
mientras que la crioconservada incrementd 7 veces. Los autores indicaron que el tejido
sufria un dafio durante el proceso de congelacion. Con este protocolo recuperaron un 60 %
de los genotipos crioconservados. En Pinus nigra, de las seis lineas crioconservadas
sobrevivieron cinco, mostrando tasas de crecimientos variables entre ellas, pero superiores
a los controles (Salaj y col., 2007b). Marum y col., (2004) indicaron que la densidad inicial
de las suspensiones antes de los pretratamientos era determinante para la recuperacion del
crecimiento de los cultivos de Pinus pinaster tras la crioconservacion. Con una densidad de

250 mg/ml las tasas de recuperacion fueron mas altas que con densidades inferiores.

Con el protocolo de crioconservacion descrito para el pino pifionero, se recuperaron
la totalidad de las lineas embriogénicas tras la descongelacion. Con la mejor combinacioén
(0,4M de sorbitol y 15 % de DMSO) y utilizdndose una densidad de 200 mg/ml de tejido,
el dafio producido por la congelacion se reflejo en que las lineas incrementaron el peso
fresco inicial 3,5 veces, mientras que las no congeladas y pretratadas incrementaron 34

veces, a las 8 semanas en cultivo.

Se ha observado que los cultivos embriogénicos mas vigorosos son los mas
apropiados para abordar la crioconservacion, ya que tienen mayores posibilidades de
recuperacion de su crecimiento tras la descongelacion (Kartha y col., 1988). Sin embargo,
los resultados obtenidos en pino pifionero mostraron que las lineas originales con
crecimiento mas activo como la 2F47, 5F47 y 9F58 en orden decreciente, no mostraron el
mismo orden en sus capacidades de recuperacion del crecimiento. Las mayores tasas de

recuperacion se obtuvieron en las lineas 3F58 y 9F58.

En otras especies también se han descrito diferencias en las respuestas de

recuperacion, indicandose que la capacidad de los cultivos embriogénicos para tolerar la
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crioconservacion es genotipo dependiente (Nergaard y col., 1993 a y b; Higgman y col.,

1998; Aronen y col., 1999, Cyr y col., 1999; Mathur y col., 2003).

Muchos autores han descrito que la regeneracion tras la descongelacion ocurria a
partir de células embriogénicas caracterizadas por tener citoplasma denso y que sobreviven
al pretratamiento y congelacion. Malabadi y Nataraja (2006) indicaron que inicialmente el
tejido que sobrevivia a la crioconservacion mostraba cabezas embrionarias y después de 4
semanas en proliferacion se observaba la poliembrionia de particion. Este proceso de
eliminacion de las células vacuoladas de los suspensores y permanencia de las células
densas de las cabezas embrionales se ha asociado con la mejora en el potencial
embriogénico que se obtiene en algunas especies, sugiriendo una sincronizacion del estado
de desarrollo de los cultivos. Sin embargo, von Arnold y col., (1995) encontraron que esta
respuesta se debia a un efecto al azar que no ha sido demostrado en un gran numero de
genotipos testados. Cyr (1999) sugiri6 que la recalcitrancia de las lineas podria ser un
reflejo de una alta tasa de células de suspensor en los cultivos, ya que normalmente no
sobreviven al pretratamiento con los crioconservantes ni a la congelacion (Zoglauer y col.,
2003). Los autores observaron que los cultivos podian continuar su crecimiento

proliferativo incluso a partir de unas pocas células embrionales supervivientes.

Las observaciones microscopicas realizadas en los cultivos crioconservados del pino
pifionero podrian sugerir las mismas conclusiones, ya que mostraron varias semanas de

fase estacionaria y aparente destruccion de las células del suspensor (Fig. 74).

Engelmann (2004) sugirid6 que la crioconservacion podria usarse como una
herramienta para el rejuvenecimiento de los cultivos cuando su capacidad proliferativa
disminuye, ya que permite seleccionar una poblacion de células embriogénicas mas

homogénea, con lo que se obtendria un potencial embriogénico mayor.

En muchos casos la crioconservacion mejora o facilita la maduracion de los
embriones y posterior conversion en planta (Higgman y col., 2000). En los cultivos
recuperados de pino pifionero, la maduracién no se obtuvo en la linea 3F58, no se mejord
en la 9F58, pero se pudo promover en la 7F11. Este resultado podria tener relacion con la

hipotesis de Engelmann (2004) en relacion al rejuvenecimiento de los cultivos
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embriogénicos, ya que la linea 7F11 se mantuvo en crecimiento activo durante 18 meses,

no obteniéndose con anterioridad en ninguno de los ensayos embriones cotiledonares.

Con este protocolo, se ha obtenido en una linea recuperada un porcentaje de
germinacion inferior a los obtenidos con el material embriogénico de otras lineas no
crioconservadas, al igual que el nimero de plantas aclimatadas. Este resultado podria estar
mas relacionado con el efecto del genotipo en la respuesta que con el protocolo en si, ya
que no se dispuso del resultado de germinacion con la linea sin crioconservar. Los
embriones que maduraron después de la crioconservacion, se desarrollaron hasta

convertirse en planta de forma similar a los obtenidos en los cultivos no crioconservados.

El protocolo de crioconservacion descrito en este trabajo podria aplicarse en algunas
lineas embriogénicas de pino pifionero. En aquellas lineas en las que se han obtenido tasas
de recuperacion del crecimiento bajas tras la descongelacion y en las que no se ha
promovido el desarrollo de los embriones formados, tendrian que ensayarse protocolos

alternativos de crioconservacion.

Podemos concluir que para poder utilizar la embriogénesis somatica con fines
operativos en los programas de forestacion clonal, los protocolos de crioconservacion
deben poder aplicarse a un amplio rango de genotipos. Por ello el presente protocolo de
crioconservacion debe optimizarse para poder aplicarlo a un rango mas amplio de lineas
embriogénicas de pino pifionero. La optimizacién de este protocolo conllevaria estudios
sobre el efecto de otras combinaciones de crioprotectores, mayores concentraciones de
tejido en las suspensiones, sistemas para eliminar los crioprotectores de los tejidos, entre

otros.

8.4. PROTOCOLO DE CRIOCONSERVACION

# Se suspende 1g de tejido embriogénico en 3,5 ml de una solucion estéril con el
medio M-mLV liquido y 0,4 M de sorbitol. Viales de 25 ml (Duran® Group) con las
suspensiones se mantienen durante 16 horas en agitacion orbital a 115 rpm, en condiciones

de oscuridad y a temperatura ambiente.
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# A los viales con las suspensiones celulares mantenidos en frio, se les anade
paulatinamente la solucién crioconservante 0,4 M sorbitol/15% DMSO, agitandose
después de cada adicion. Se deja equilibrar durante 30 minutos en hielo, 5 ml de la mezcla
(1g de tejido + 3.5 ml de 0,4 M sorbitol + 1,5 ml de solucion sorbitol/DMSO), agitandose
frecuentemente.

# Se dispensan alicuotas de 1 ml (200 mg de MES) en cada uno de los crioviales
que se introducen en contenedores “Mr. Frosty” de Nalgene® conteniendo 250 ml de
isopropanol. Después de 2 horas a 4 = 1 °C, se realiza el enfriamiento paulatino de las
muestras, colocandolas a -20 + 1 °C durante 40 minutos, y luego a -70 = 1 °C durante 2
horas.

# Las diferentes lineas embriogénicas contenidas en los crioviales se colocan en
cafias de crioconservacion para su introduccion en tanques de nitrogeno liquido (NL)
durante tiempo indefinido.

% Para recuperar el crecimiento de las lineas, se extraen los crioviales del tanque y
se introducen en un bafio a 40° C durante 3 minutos hasta su descongelacion.

# En la cabina de flujo laminar, el contenido del criovial se filtra para retirar la
solucion crioprotectora, transfiriéndose el disco de papel con el tejido embriogénico
(aprox. 100 mg) a placa Petri con medio de mantenimiento (M-mLV). Las placas se
incuban a 23+1 ° C en oscuridad durante 24 horas.

# Para promover el crecimiento proliferativo de las lineas embriogénicas
recuperadas, los cultivos se transfieren a medio fresco bisemanalmente en las condiciones
de mantenimiento descritas. Tras la descongelacion, la linea recupera el crecimiento
habitual de la linea original aproximadamente a las 14 semanas en cultivo.

# Para la regeneracion de plantas, los cultivos recuperados se transfieren a las

condiciones ya descritas en el protocolo de maduracion, conversion y aclimatacion.
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1.- Se ha desarrollado, por primera vez, un protocolo de regeneracion de arboles
selectos via embriogénesis somdtica en embridon cigdtico inmaduro, con posibilidad de
aplicacion en embriones maduros, lo que abre una nueva oportunidad de aplicacion de esta

técnica en los planes de mejora de la especie.

2.- Se han establecido lineas embriogénicas a partir de megagametofitos completos
procedentes de cinco familias selectas de semihermanos (polinizacidon abierta). Aunque el
tejido embriogénico inicial prolifera por poliembrionia de particiéon a partir del embrion
cigbtico y extruye a través del micrdpilo a las 4-12 semanas de cultivo, puede que no
mantenga un crecimiento continuo en los siguientes subcultivos, lo que condiciona el
establecimiento de la linea embriogénica. Las frecuencias de iniciacion de tejido
embriogénico en el pino pifionero han sido bajas y menores que las de extrusion, pero
similares a las obtenidas inicialmente en otras especies. De los 10.700 megagametofitos

testados, se han establecido 41 lineas embriogénicas (7,3 %)

3.- El estado de desarrollo del embrion cigético (fecha de recogida), el genotipo
(familias de semihermanos) y el medio de cultivo (nutrientes y PGRs), son factores que
influyen en la iniciacion del tejido embriogénico. Las mayores respuestas de iniciacion se
obtienen cuando el embrién se encuentra entre el estado de poliembrionia de particion
hasta el estado cotiledonar inicial. Las frecuencias de iniciacion difieren entre familias y
entre afnos de recoleccion. El mejor medio de iniciacion ha sido el Litvay modificado,

suplementado con L-glutamina e hidrolizado de caseina, 9 uM de 2,4-D y 4,5uM de BAP.

4.- La proliferacion de las lineas embriogénicas se mantiene mediante el subcultivo en
un medio nutritivo diferente del de induccion. El crecimiento se maximiza utilizando la
técnica de suspender las masas embriogénicas en medio liquido y subcultivar en forma de
disgregado, y resulta especialmente util en aquellas lineas embriogénicas con menores
tasas de crecimiento. Los crecimientos de algunas lineas declinaron después de 12 a 36

meses en cultivo, lo que es comun a otras especies.
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5.- Se ha establecido la posibilidad de desarrollar embriones somaticos en distintas
condiciones de maduraciéon. La mayor frecuencia de maduraciéon se obtiene con un
precultivo del tejido embriogénico en medio con nutrientes reducidos y bajas
concentraciones de auxina y citoquinina, una desecacion parcial del tejido disgregado
incluyendo CA (entre 7,5 y 17% de pérdida de humedad) y la posterior puesta en cultivo
en un medio Litvay modificado, suplementado con 60 g/l de sacarosa, 121uM de ABA y
10 g/l de Gerlite®. Se puso de manifiesto la influencia del genotipo en esta fase. La tasa de
obtencioén de embriones cotiledonares normales por gramo de tejido fresco, 220 embriones
en el mejor genotipo y condicidn, es comparable a otras especies de pino. Sin embargo, la
alta tasa de proliferacion de los cultivos del pino pifionero, aun en estas condiciones,

dificulta la maduracidon de los embriones.

6.- Las mejores tasas de germinacion de los embriones somaticos se obtiene
cultivandolos horizontalmente en placa con medio AFC, sin PGRs, 30 g/l sacarosa, 6 g/l
Plantagar, y baja intensidad luminosa. Como tratamiento pregerminativo, el
almacenamiento en frio de los embriones cotiledonares, mejora la respuesta germinativa.
La transferencia del embrion germinado a recipientes ventilados ECO2 con medio de
cultivo SH o AFC sin PGRs, suplementado con 30 g/l sacarosa, 6 g/l Plantagar, e

intensidad luminosa mas alta, estimula el desarrollo del epicétilo e hipocotilo.

7.- Se ha conseguido la regeneracion de plantas a partir de alguna de las lineas
embriogénicas establecidas. El porcentaje de plantas que sobrevive al proceso completo de
aclimataciéon es del 35%, manteniéndose durante los 2 primeros meses en camara
climatizada de alta humedad y un mes mas en condiciones de invernadero con

nebulizacidn intermitente.

8.- Se ha desarrollado un protocolo de crioconservacion de lineas embriogénicas de
pino pifionero, que permite mantener la capacidad proliferativa y diferenciacion en alguna
de ellas. El pretratamiento de las masas embriogénicas de seis lineas con una mezcla
crioconservante de sorbitol y DMSO, produce un cierto grado de toxicidad, que revierte
después de 12 semanas de cultivo, equiparandose al crecimiento de las lineas no tratadas.

La mayor tasa de recuperacion se obtiene con la mezcla de 0,4 M de sorbitol mas 7,5 % de
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DMSO, alcanzandose a las 8 semanas de cultivo un 86,5 % del crecimiento de los cultivos

control. Se ha evidenciado la influencia del genotipo en la respuesta.

9.- Aunque la recuperacion del crecimiento de las seis lineas crioconservadas ha sido
lenta (fase de latencia), pudo igualarse al crecimiento de las lineas originales transcurridas
14 semanas de cultivo. La mayor tasa de recuperacion se ha obtenido con la mezcla de 0,4
M de sorbitol mas 15 % de DMSO, alcanzandose a las 8 semanas de cultivo un 8,4 % del
crecimiento respecto a los cultivos control. La capacidad proliferativa de tres de las lineas
recuperadas declind después de 6 a 11 meses en cultivo. La crioconservacion ha
modificado el comportamiento frente a la maduracion de dos de las lineas, mientras que
una de las lineas pierde la capacidad de diferenciacion de embriones cotiledonares, en otra

de ellas se promueve.

10.- Las plantas regeneradas a partir de los embriones somaticos que han madurado y
germinado normalmente después de la crioconservacion, muestran un desarrollo similar

que las procedentes de los cultivos activos.

11.- Sin embargo, es necesaria mds investigacion en este area, a través de la
optimizacion de los protocolos de regeneracion via embriogénesis somatica y
crioconservacion, con el fin de obtener no solo tasas de iniciacion y conversion
suficientemente altas; sino también para avanzar en el conocimiento del proceso
embriogénico en esta especie, aplicables no solo a material embrionario sino también a

material no embrionario, de gran importancia en los programas de mejora.
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11. Anexos

Anexo 1: Composicion de los medios basales DCR (Gupta y Durzan, 1985), LP (Lepoivre mod. por Aitken-Christie, 1984; macronutrientes diluidos a la
mitad), 505 (Pullman y Johnson, 2002), mLV, (Park y col., 2006), mLV (Klimaszewska y col., 2001), AFC (Bonga, 2004), SH (Schenk y Hildebrandt, 1972)

y Harvengt (Harvengt, 2005). Las cantidades se expresan en mg/l, excepto los azucares y el agente gelificante.

DCR LP 505 mLV, mLV AFC SH Harvengt
NH4NO; 400 400 200 825 825 83 - 400
- NH, H,PO, - - - - - - 300 -
g KNO; 340 1800 909,9 950 950 950 2500 340
2 MgSO, 7 H,O 370 360 246,5 925 925 308 400 37
*;' KH,PO, 170 270 136,1 170 170 340 - 170
g MgCl, 6 H,O - - 101,7 - - - - -
5 Mg (NO,),6 H,0 ; ; 2565 ; ; ; ; -
S [ ca(NOy), 4H,0 556 1200 236,2 ; ; ; ; 55,6
CaCl, 2 H,0 85 - - 11 11 - 200 85
Ca (H2PO4)2 - - - - - 200 - -
FeSO, 7 H,O 27,8 30 13,9 27,8 27,8 13,9 27,8 27,8
" Na, EDTA 2 H,0O 37,3 40 18,65 37,3 37,3 18,7 37,3 37,3
] H3BO; 6,2 6,2 15,5 31 31 15 6,2 6,2
s MnSO, H,0 22,3 1 10,5 21 21 10 16,9 16,9
E ZnS0, 7 H,O 8,0 8,0 14,69 43 43 21 8,6 10,6
g Na,MoO, 2 H,0 0,25 0,25 0,125 0,63 1,25 0,6 0,25 0,25
5 CuSQO, 5 H,0 0,25 0,025 0,1725 0,25 0,5 0,25 0,025 0,025
E CoCl, 6 H,0O 0,025 0,025 0,125 0,01 0,125 0,065 0,025 0,025
Kl 0,83 0,08 4,15 2,1 4,15 2 0,83 0,83
NiCl, 0,025 - - 0,72 - - - -
Ac. Nicotinico 0,5 - 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25
2 Piridoxina HCI 0,5 - 0,5 0,1 0,1 0,1 0,5 0,25
= Tiamina HCI 1 0.4 1 0.1 0.1 0.1 0.1 0,5
S Glicina 2 2 - - - 2 1
= Glutamina - - 450 500 500 500 - 500
o Mioinositol 200 1000 Seot 100 100 100 100 200
H. de caseina ; ; egtin ensayos 1000 1000 1000 ; 500
Sacarosa 30 g/l 30 g/l 10 g/1 30 g/l
Maltosa - - Seglin ensayos - Seglin ensayos : Seglin ensayos : Seglin ensayos -
Gerlite” 2 gl 252/ g 4 4 g/l g 4 g 4 gln ensay _
Plantagar - 6 g/l
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Anexo 2: Medios de cultivo empleados en explantos embrionarios:

embriones cigoticos maduros (ECM) y embriones cigdticos inmaduros (ECI).

Componentes

Medio de cultivo

DCR LP1 PJ1 PJ2 PJ3 L-mLV, M-mLV, H-mLV, UH-mLV, M-mLV  H-mLV
Medio base DCR LP 505 505 505 mLV, mLV, mLV, mLV, mLV mLV
?g/il‘;i“"s“"' 0,2 1 0,02 1 1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
g'/lc)asei“a 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 I I I I
é}gl“tami“a 0,05 0,05 0,45 0,45 0,45 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Ac.
Ascorbico 0,04 0,04 - - - - - - - - -
@)
gi‘;‘:{’)“(g 0 - - 0,05 0,05 0,05 - - - - - -
Sacarosa (g/1) 30 30 - - - 10 10 10 10 20 20
Maltosa (g/1) - - 15 15 15 - - - - - -
Gerlite® (g/1) 2 2,5 2,5 2,5 2,5 4 4 4 4 4 4
2.4-D (uM) - - - - - 2,4 9 15 20 9,5 15
ANA (uM) 10 10 - - 10 - - - ) _ -
BAP (uM) 4 4 - - 4 2,2 4,5 45 45 45 45
TDZ (uM) - - 18 18 - - i - _ } i}
ECM 2003 2003 = 2003/4 2004 2004 2004 - - - - -
ECI - - - - - 2005 2005/06 | 2005/06 2006 2006 2006
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Anexo 3: Medios de cultivo empleados en explantos no embrionarios.

Medio de cultivo

Componentes LP1  LP2  LP3  PJI PJ2 PJ3 PJ4 PJ5 PJ6 L-mLV, H-mLV, P-mLV, U-mLV,
Macronutrientes LP LP LP 505 505 505 505 505 505 mLV, mLV, mLV, mLV,
Micronutrientes LP LP LP 505 505 505 505 505 505 mLV, mLV, mLV, mLV,
Cofactores LP LP LP 505 505 505 505 mLV, mLV, mLV, mLV, mLV, mLV,
Mioinositol (g/1) 1 1 1 0,02 1 1 1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
H. Caseina (g/l) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 1 1 1 1
L-Glutamina (g/1) 0,05 0,05 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,5 0,5 0,5 0,5
Ac. Ascérbico (g 0,04 0,04 0,04 - - - - - - - - - -
Carbon Activo (g/l) - - - 0,05 0,05 0,05 0,05 - - - - - -
Sacarosa (g/l) 30 30 30 - - - 30 10 10 10 10 10 10
Maltosa (g/l) - - - 15 15 15 - - - - - - -
Gerlite® (g/1) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 4 4 4 4 4 4
2.4-D (uM) - 10 - - - - - - - 2,4 15 20 30
ANA (M) 10 - - - - 10 - 15 30 - - 25 -
BAP (uM) 4 4 - - - 4 - 4,5 4,5 2,2 4,5 9 4,5
TDZ (uM) - - 9 18 18 - 18 - - - - - -
Estrébilos femeninos 2004 - - 2004 - - - - - - - - -
Estrébilos masculinos 2004 2004 - 2004 - - - - - - - - -
Aciculas en expansion 2004 - 2004 2005 2004 2004/05 2004 - - 2005 - - -
Braquiblastos - - - 2005 - 2005/08 - 2008 2008 2005 2006/08 2006 2008
Yemas - - - - - 2008 - 2008 2008 - 2006/08 2006 2008




11. Anexos

Anexo 4: Incremento relativo de peso fresco de seis lineas embriogénicas controles (no tratadas con agentes crioprotectores), pretratadas con agentes crioprotectores, y
pretratadas con agentes crioprotectores y congeladas, durante cuatro subcultivos bisemanales. Los datos son medias £ es de 5 repeticiones por linea embriogénica y
tratamiento.

0r¢

Pretratamiento Pretratamiento y congelacion
Semanas en .

culfivo Genotipo Control DMSO 4,5 DMSO 7,5 DMSO 15 DMSO 4,5 DMSO 7,5 DMSO 15
7F11 12,52+2,8 2,25+0,6 3,10+0,4 0,47+0,1 0,45+0,1 1,05+0,5 0,54+0,1

5F47 17,14£22 1,33+0,2 2,68+0,4 0,62+0,2 0,71+0,3 0,64+0,3 1,03+0,4

2 2F47 19,17+4,0 2,82+0,5 3,65+0,3 0,69+0,05 0,77+0,1 0,74+0,1 1,48+0,6
3F58 10,80£2,1 2,57+0,7 1,90+0,4 0,49+0,05 0,86+0,2 1,04+0,2 0,94+0,2

9F58 15,67+2,8 7,52+1,8 4,27+0,3 1,21+0,2 0,71+0,2 0,7740,1 0,84+0,2

6F88 3,84+1,1 0,49+0,2 1,09+0,1 0,17+0,05 0,61+0,1 0,74+0,2 0,90+0,1

13,2+1,4 2,8+0,5 2,7+0,2 0,6+0,1 0,7+0,1 0,8+0,1 1,0+0,1

7F11 26,59+6,2 4,19£1,6 4,52+0,6 7,36+2,0 0, 53+0,1 1,11+0,5 0,57+0,1

5F47 44,40+4,7 1,88+0,3 14,7127 19,55+3,5 0,72+0,3 0,70+0,3 1,09+0,4

4s 2F47 44,9449.0 11,85+1,8 8,61+0,7 9,06+0,9 0,77+0,1 0,79+0,1 1,54+0,7
3F58 26,89+5,1 6,91+1,7 4,59+1,1 4,35+0,8 0,97+0,2 1,14+0,3 1,05+0,2

9F58 39,72+3,7 41,6549,3 28,10+6,6 27,78+2,6 0,80+0,2 0,84+0,1 0,93+0,2

6F88 8,81+2,7 0,92+0,3 1,3740,2 0,88+0,3 0,72+0,1 0,85+0,2 0,95+0,1

31,6+3,2 11,2+3,0 8,6+1,8 11,6+1,9 0,8+0,1 0,9+0,1 1,0+0,1

7F11 29,97+6,2 8,254+4,0 10,66+1,8 11,41£3,2 0,53+0,1 1,13+0,5 0,57+0,1

5F47 51,91+6,2 3,72+0,6 44,9244.1 44,72+4.6 0,73+0,3 0,81+0,3 1,12+0,4

6s 2F47 67,28+14,4 37,44+6,4 41,64+3,7 21,78+2,0 0,78+0,1 0,79+0,1 1,54+0,7
3F58 42,6248,5 14,29+1,4 18,95+3,0 9,73+2,0 0,97+0,2 1,15+0,2 1,93+0,4

9F58 40,62+10,8 64,22+15,3 56,64+5,9 50,36+7,1 0,80+0,2 1,04+0,1 1,15+0,2

6F88 16,46+4,1 2,21+0,6 1,7240,2 0,88+0,3 0,72+0,1 1,03+0,1 0,96+0,1

41,5+4,5 21,945,1 25,8+4,0 23,2+3,8 0,8+0,1 1,0+0,1 1,2+0,2

7F11 30,43+6,0 16,51£7,5 33,56+5,9 19,29+4,7 0,58+0,1 1,64+0,6 0,58+0,1

5F47 54,27+£5.4 14,80+2,7 52,55+2.3 57,60+6,9 0,74+0,3 0,93+0,4 1,44+0,6

8 2F47 84,40+16,1 66,13+9,3 65,21£9,5 44,46+1,4 0,81+0,1 0,83+0,1 1,62+0,7
3F58 50,89+12,3 27,83+6,6 36,58+4,7 31,9346,5 0,97+0,2 1,26+0,3 9,22+3,7

9F58 52,15£13,7 87,31+£23,6 64,12+9,6 67,49+6,7 0,80+0,2 4,22+2,7 3,74+1,4

6F88 33,26+7,4 5,1442,1 2,60+0,2 0,94+0,2 0,75+0,1 1,03+0,1 1,02+0,1

50,9+5,2 37,7£7,3 40,0+5,0 36,7+4,8 0,8+0,1 1,7+0,5 2,7£0,8
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