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Resumen

La embriogénesis somatica es un método prometedor de propagacion de coniferas, pero necesita
de protocolos optimizados de acuerdo con las diferentes etapas del proceso y la especie
modelo. Pinus halepensis Mill. (pino carrasco) es una especie utilizada ampliamente en la
reforestacion y se logré desarrollar el procedimiento de embriogénesis somatica satisfactoriamente
pero aun asi, existe baja germinacion y conversion de embriones somaticos en plantas. En este
sentido, promover cambios en el ambiente quimico en la etapa de germinacién es una alternativa
para aumentar las tasas de germinacion y la consecuente obtencion de plantas somaticas. Teniendo
esto en cuenta, el objetivo de este trabajo fue evaluar la influencia de diferentes fuentes de
carbohidratos aplicadas durante la etapa de germinaciéon de los embriones sométicos de P.
halepensis, sobre el éxito de este proceso y la morfologia de las plantas somaticas obtenidas. Se
observd un aumento estadisticamente significativo en las tasas de germinacion, en la longitud total
de las plantas sométicas, asi como en la longitud de la raiz principal cuando los embriones soméaticos
fueron cultivados en el medio de germinacién suplementado con maltosa.

Palabras clave: aclimatacion, coniferas, embriones somaticos, maltosa, sacarosa

Abstract

Somatic embryogenesis is a promising method of propagation of conifers, but it requires optimized
protocols according to the different stages of the process and the model species. Pinus
halepensis Mill. (Aleppo pine) is a species widely used in reforestation and the somatic
embryogenesis procedure was successfully developed, but even so, there is low germination and
conversion of somatic embryos into plants. In this sense, promoting changes in the chemical
environment in the germination stage is an alternative to increase germination rates and the
consequent obtaining of somatic plants. Taking this into account, the objective of this work was to
evaluate the influence of different carbohydrate sources applied during the germination stage of the
somatic embryos of P. halepensis, on the success of this process and the morphology of the somatic
plants obtained. A statistically significant increase in germination rates, total length of somatic plants,
as well as principal root length was observed when somatic embryos were cultured in maltose-
supplemented germination medium.
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INTRODUCCION

La embriogénesis somatica es un método prometedor para la propagacion vegetativa de un gran nimero
de coniferas (Gupta et al., 1993). Esta técnica se basa en la totipotencia celular produciendo una planta
completamente nueva a partir de una sola célula. Sin embargo, el éxito del procedimiento depende de los
genotipos, la etapa de desarrollo, los explantos iniciales, los factores de transcripcion y del ambiente
quimico de cultivo (Fehér, 2019; Su et al., 2021).

Pinus halepensis Mill. (pino carrasco) es una especie de conifera utilizada ampliamente para la
forestacion en las zonas del noroeste de la Peninsula Ibérica debido a su plasticidad fenotipica (Abelld,
1988; Voltas et al., 2018). No obstante, aunque se ha conseguido la regeneracion de plantulas en P.
halepensis via embriogénesis somatica (Montalban et al. 2013; Pereira et al. 2021), es importante lograr
una mayor optimizacién con respecto a las condiciones quimicas en todas las diferentes etapas del
proceso, especialmente en la etapa de germinacion, y la posterior conversién en plantulas de los embriones
somaticos (do Nascimento et al., 2020).

En los ultimos anos, los estudios realizados en nuestro grupo de investigacion han tenido como objetivo
buscar la optimizacién de las etapas de iniciacion, proliferacion y maduracion de la embriogénesis somatica
en P. halepensis (do Nascimento et al., 2021). Recientemente, los estudios se han centrado en promover
y mejorar el proceso embriogénico en términos de calidad y cantidad de embriones somaticos obtenidos
por la modificacién del ambiente quimico de cultivo durante la maduracién de los embriones somaticos
en P. halepensis (Pereira et al., 2016, 2017; do Nascimento et al., 2021).

La presencia de diferentes fuentes de carbohidratos actia como fuente de energia para las células
(Gulzar et al., 2020). Ademas, alteran el ambiente quimico de cultivo dado que los carbohidratos utilizados
en la embriogénesis somatica aumentan la osmolaridad del medio nutritivo (Kube$ et al.,, 2014; do
Nascimento et al., 2021). La sacarosa es la fuente mas comun de carbohidratos en el medio de cultivo
(Kaur et al., 2022); sin embargo, algunas especies de coniferas, como P. uncinata subsp. uliginosa G.E.
Neumann Businsky (pino negro), responden mejor cuando la maltosa es utilizada como fuente de
carbohidratos durante la embriogénesis somatica (Vlasinova et al., 2017).

Teniendo en cuenta los estudios antes mencionados, el objetivo de este trabajo fue evaluar la influencia
de diferentes fuentes de carbohidratos aplicadas durante la etapa de germinacion de los embriones
somaticos de P. halepensis sobre el éxito de este proceso y la morfologia de las plantas somaticas
obtenidas.

METODOLOGIA

MATERIAL VEGETAL

Se recolectaron conos femeninos inmaduros de P. halepensis en un huerto semillero establecido por
Neiker-BRTA en Berantevilla (Espafa), y se iniciaron y proliferaron las masas embriogénicas siguiendo el
protocolo descrito por Montalban et al. (2013). Las masas embriogénicas fueron maduradas siguiendo el
protocolo descrito por do Nascimento et al. (2021) en medio DCR (Gupta & Durzan, 1985) suplementado
con 175 mM de maltosa, 9 g.L' de Gelrite® y 75 mM de 4cido abscisico y después del autoclavado, los
medios fueron suplementados con una mezcla de amino&cidos segun lo descrito por Walter et al. (2005).
Los cultivos se mantuvieron a 23°C y en oscuridad durante 16 semanas en medio de maduracién.

EXPERIMENTO DE GERMINACION

La germinacién de los embriones somaticos en estado cotiledonar y la aclimatacion de las plantulas se
realizé segun Montalban & Moncalean (2019) con modificaciones. Brevemente, los embriones somaticos
germinaron durante 8 semanas en medio LP con los macronutrientes reducidos a la mitad [Quoirin &
Lepoivre (1977), modificado por Aitken-Christie et al. (1988)], suplementado con 2 g.L-" de carbdn activado,
9 g.L' de Difco Agar granulado (Becton y Dickinson) y dos fuentes de carbohidratos diferentes: 175 mM de
sacarosa (tratamiento control) 0 175 mM de maltosa. Se utilizaron placas de Petri (90 mm x 15 mm) como
contenedores de cultivo, con las raices de los embriones somaticos apuntando hacia abajo en un angulo
de aproximadamente 60°. Después de esto, las plantulas germinadas fueron subcultivadas en el mismo
medio por un mes mas, pero en EcoBox® (Eco2Box/filiro verde: recipiente de polipropileno con tapa
hermética “respirable”, 125 mm x 65 mm x 80 mm, Duchefa). Los cultivos se mantuvieron a 23°C bajo un



Do Nascimento et al. (2022)  El ambiente quimico en la etapa de germinacion en la embriogénesis somatica

fotoperiodo de 16 h a 120 pmolm-2-1 proporcionado por tubos fluorescentes de color blanco frio (TFL 58
W/33; Philips, Francia). Después de la germinacién, las plantulas se aclimataron en macetas de 43 cm?,
gue contenian turba rubia (Pindstrup, Ryomgard, Dinamarca): vermiculita (8:2, v/v) en invernadero bajo
condiciones controladas.

TOMA DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Después de dos meses en los medios de germinacion, se calculé la tasa de germinacién de los
embriones somaticos. Antes de la aclimatacién ex vitro, se midié con un calibre digital la longitud total de
las plantulas (mm), la longitud de la parte aérea (mm), la anchura de las aciculas (mm), el diametro del tallo
(mm) y la longitud de la raiz principal (mm). Ademas, se contd el niumero de raices secundarias en 10
plantulas por tratamiento. El porcentaje de aclimatacion se calcul6é después de 2 meses en condiciones ex
vitro.

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la germinacién y las caracteristicas morfoldgicas, se
realizé un analisis de varianza (ANOVA). Las diferencias de medias fueran evaluadas mediante las pruebas
de Tukey (p<0,05). Todos los datos fueron analizados utilizando el software R® (R Core Team, 2021).

RESULTADOS

Los medios de germinacion con diferentes fuentes de carbohidratos provocaron un efecto
estadisticamente significativo en el porcentaje de germinacion (Tabla 1). El porcentaje de embriones
somaticos germinados en medio suplementado con 175 mM de maltosa fue significativamente mayor que
los germinados en medio con 175 mM de sacarosa (Figura 1A).

Tabla 1
Analisis de varianza para el efecto de diferentes fuentes de carbohidrato FC sobre las caracteristicas
morfoldgicas de plantulas obtenidas a partir de embriones somaticos de Pinus halepensis Mill durante la
fase de la germinacion de la embriogénesis somatica

Caracteristicas morfolégicas  Efecto gl F-valor p-valor
Porcentaje de germinacion FC 1 25,88 =0,01~
Longitud total FC 1 28,61 <0,001 ™
Longitud del tallo FC 1 0,04 >(0,05 ns
Longitud de la raiz principal FC 1 9,62 =0,01~"
Espesura de acicula FC 1 3,35 >0.05 ns
Diametro del tallo FC 1 11,5 =0,01~
NUmero de raices secundarias FC 1 1,48 >0.05 ns

**> *** Diferencias significativas en p<001 o p<0001 respectivamente. " no significativo en p<0,05.
gl grados de libertad
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Figura 1

Germinacion (%) de embriones somaticos de Pinus halepensis Mill. (A) y las caracteristicas morfoldgicas
de las plantulas: longitud total (mm) (B), longitud de la raiz principal (mm) (C) y diametro del tallo (mm)
(D). Plantulas aclimatadas obtenidas a partir de embriones somaticos germinados en medio
suplementado con 30 gL' de maltosa, barra=2 cm (E). Las barras indican errores estandar. Las
diferencias significativas en p<0,05 se indican mediante letras diferentes.
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Las diferentes fuentes de carbohidratos afectaron significativamente la longitud total, la longitud de la
raiz principal y el diametro del tallo de plantulas obtenidos (Tabla 1). Sin embargo, para las demas
caracteristicas (longitud del tallo, espesura de acicula y nimero de raices secundarias), no se observaron
diferencias estadisticamente significativas (Tabla 1 y Tabla 2).

Se observdé una longitud significativamente mayor en las plantulas germinadas en el medio
suplementado con 175 mM de maltosa, mientras que las plantulas germinadas en el medio con 175 mM
de sacarosa tuvieron una longitud total significativamente menor (Figura 1B). Esa misma tendencia ha sido
observada para la longitud de la raiz principal, dado que el medio de germinaciéon suplementado con
maltosa provocé un aumento significativo en la longitud de la raiz principal con relacién al medio de
germinacién suplementado con sacarosa (Figura 1C). Por otro lado, el efecto inverso ha sido observado
para el diametro del tallo, donde el medio de germinacién suplementado con sacarosa provocd un aumento
significativo en esa caracteristica con relaciéon al medio suplementado con maltosa (Figura 1D).

Todas las plantas obtenidas (Figura 1E) se aclimataron correctamente independientemente de la fuente
de carbohidrato utilizada en el medio de germinacion.

DISCUSION

Los problemas como la baja germinacion y la consecuente conversién de embriones somaticos en
plantas viables dificultan el proceso de embriogénesis somatica, especialmente en Pinus halepensis (do
Nascimento et al., 2020). Teniendo en cuenta este hecho, en nuestro trabajo se utilizaron dos fuentes
distintas de carbohidratos en el medio de germinaciéon de embriones somaticos. Se observé un aumento
estadisticamente significativo en la germinacion de los embriones soméaticos, en la longitud de las plantulas
obtenidas y en la longitud de la raiz principal de las plantulas de P. halepensis obtenidas de la germinacién
en medio suplementado con 175 mM de maltosa en relacion aquellas germinadas en medio del tratamiento
control (175 mM de sacarosa). En concordancia con nuestros resultados, otros autores ya han reportado
el efecto beneficioso de la maltosa en el proceso de la embriogénesis somatica en otras especies de
coniferas (Li et al.,, 1998; Klimaszewska & Cyr, 2002; dos Santos et al., 2002; Ma et al., 2012; do
Nascimento et al., 2021). En linea con nuestros resultados, do Nascimento et al. (2021) han reportado que
cuando la sacarosa ha sido reemplazada por maltosa, pero en su caso en el medio de maduracién de los
embriones somaticos de P. halepensis, se observa un aumento estadistico significativo en el porcentaje de
germinacion, en el diametro del tallo, numero de raices secundarias y en la tasa de aclimatacién de las
plantas somaticas. Ademas, similar a nuestros resultados, la presencia de maltosa en el medio de cultivo
durante la embriogénesis somética en P. nigra Arn. (pino salgarefio) fue fundamental para la formacion de
embriones somaticos con la consiguiente conversion de plantas (Salaj et al., 2019). La maltosa presenta
una hidrdlisis lenta, por lo cual el bajo aporte de hexosas puede haber sido una sefial bioquimica favorable
para la germinacién de los embriones somaticos en P. halepensis, como ha sido reportado en Hevea
brasiliensis Mull. Arg. (arbol del caucho) (Blanc et al., 2002). Contrariamente a nuestros resultados, 175
mM de sacarosa ha sido el principal carbohidrato utilizado en la germinaciéon de muchas especies vegetales
siendo esencial para el aumento de la germinacién de los embriones soméaticos (Montalban et al., 2010;
Fang et al., 2022). Ademas, la sacarosa es un carbohidrato que tiene una hidrélisis rdpida con un alto
suministro de compuestos de almacenamiento (Blanc et al., 2002). En este trabajo, la sacarosa en el medio
de germinacién ha provocado un aumento significativo en el diametro del tallo con relacion a la malto

Tabla 2
Caracteristicas morfoldgicas de plantulas somaticas de Pinus halepensis Mill. desarrolladas a partir de
lineas celulares embriogénicas y germinadas en un medio de cultivo suplementado con diferentes
carbohidratos (M+EE).

Caracteristicas morfolégicas 175 mMde sacarosa 175 mM de Maltosa

Longitud del tallo (mm) 4230 £ 3,95 43,18 + 2,52
Espesura de acicula (mm) 0,26 + 0,02 0,31 £ 0,02
Numero de raices secundarias 2+0,96 3+0,75

EE error estandar
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CONCLUSION

La maltosa en el medio de germinacion de los embriones somaticos favorece el éxito del proceso, asi
como la obtencién de plantas somaticas aclimatadas con mayor longitud del tallo y de la raiz principal.
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