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Presentacion

La Sociedad Esparola de Cultivo In vitro de Tejidos
Vegetales (SECIVTV) os invita a participar en su Xl
Reunién que va a tener lugar en Vitoria-Gasteiz, entre
los dias 11y 13 de septiembre de 2019, organizada por
NEIKER-TECNALIA. Bajo el lema “Retos del cultivo de
tejidos vegetales en la era de la bioeconomia”, la reunién
va a tratar los temas mas actuales en la investigacion
del cultivo in vitro de plantas, mediante conferencias
magistrales, ponencias invitadas y sesiones orales.
El congreso va a reunir expertos en diferentes areas
relacionadas con nuestro dmbito de trabajo tales como,
el Cultivo in vitro en la era de las —omicas, la mejora
genéticay epigenética, laorganogénesisy embriogénesis
somatica y la conservacion de recursos genéticos.
Ademads, hemos pensado en una sesién denominada “del
laboratorio a la empresa” donde hablaremos de algunas
estrategias para el escalado de los procedimientos
desarrollados en los laboratorios de investigacion. En
el nombre de la SECIVTV, el comité organizador os
da la bienvenida a Vitoria y os anima a que participéis
activamente de todas las sesiones contribuyendo a crear
un cdlido ambiente de ciencia para el progreso.

Isabel Arrillaga
Presidenta de la SECIVTV



ORGANIZING
AND SCIENTIFIC
COMMITTEE
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Comité organizador

Organizing committee

Paloma Moncalean (NEIKER-Tecnalia)
Itziar A. Montalban (NEIKER-Tecnalia)
Ander Castander (NEIKER-Tecnalia)
Maiara Marqués (NEIKER-Tecnalia)
Iranzu Telletxea (NEIKER-Tecnalia)
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Comité cientifico

Scientific committee

Isabel Arrillaga (Universidad de Valencia)
Lorenzo Burgos (CEBAS-CSIC)

Mariano Toribio (IMIDRA)

Fernando Pliego (Universidad de Malaga)
Juan Marin (EEAD)

Jesus Jorrin (Universidad de Cordoba)

Pilar Testillano (CIB-CSIC)
Elena Corredoira (IIAG-CSIC)






PROGRAMME
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Programa Cientifico

Miércoles, 11/09/2019

08:00 - 09:00

09:00 -10:00

10:00 - 10:30

10:30 - 12:45

10:30 - 11:15

11:15 -12:00

12:00 -12:30

12:30 -13:30

Registro y entrega de documentacion.

Conferencia Inaugural

“Edicion de genes mediante transformacién de explantes y transfeccién de protoplastos
con CRISPR/Cas”.

Vicente Moreno (IBMCP-CSIC, Valencia).

Inauguracién congreso.

Sesion I: Cultivo in vitro en la era de las -omicas

Moderador: Lorenzo Burgos

“Investigacion molecular en el drea del cultivo in vitro de tejidos vegetales:
un reto para cualquier época”.
Jesus Jorrin (Universidad de Cérdoba).

Café y Posters.

«Proteomic and transcriptomic profiling of embryogenic competence
acquisition in tamarillo somatic embryogenesis».
Sandra Correia (Universidad Coimbra).

Discusion Péster Sesion Tematica |

Moderadores: Lorenzo Burgos / Benito Pineda

Stage and tissue-specific expression analysis of two miRNAs and their targets
during Solanum betaceum Cav. (tamarillo) somatic embryogenesis.
Miguel Rito, Sandra Correia, Jorge Canhoto.

Functional validation of candidate miRNAs in the regulation
of tamarillo (Solanum betaceum Cav.) regeneration processes.
Daniela Cordeiro, Sandra Correia, Jorge Canhoto.

Poligalacturonasa FaPG1y CRISPR/Cas9: Editando la firmeza del fruto de fresa.
Gloria Lépez-Casado, Estrella Salcedo, Pablo Ric-Varas, Antonio J. Matas, José A. Mercado.

Transformacion de olivo con el gen AtNPR1 para inducir tolerancia a patégenos fungicos.
Isabel Narvédez, Clara Pliego, Elena Palomo-Rios, Louis Fresta, Rafael Jiménez-Diaz,

Jose Luis Trapero-Casas, Carlos Lépez-Herrera, Juan M. Arjona-Lépez, Jose Angel Mercado,
Fernando Pliego-Alfaro.

Genetic transformation of European chestnut (Castanea sativa Mill.)

Somatic embryos with a gene encoding a Gnk2 protein.

Maria Teresa Martinez, Susana Serrazina, Rita Lourenco Costa, Francisco Javier Vieitez,
Maria del Carmen San José, Elena Corredoira.
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Estudio de las variaciones en el perfil hormonal, protedmico y fendlico en embriones
sométicos de encina (Quercus ilex L) elicitados y sometidos a estrés bidtico.

Marian Morcillo, Rosa Sdnchez-Lucas, Alex Alborch, Kamilla Carvalho, Ana Patricia
Martinez, Alberto Guillén, Ester Sales, Jesus V. Jorrin-Novo, Juan Segura, Isabel
Arrillaga.

El estrés térmico determina la organizacion celular y el perfil metabdlico durante la
iniciacion de la embriogénesis somatica en Pinus radiata.

Ander Castander-Olarieta, Itziar Aurora Montalban, Eliana de Medeiros Oliveira, Emilia
Dell’aversana, Luisa D’amelia, Petronia Carillo, Neusa Steiner, Hugo Pacheco de Freitas
Frata, Miguel Pedro Guerra, Tomds Goicoa, Maria Dolores Ugarte, Catia Pereira, Paloma
Moncaleén.

13:30 - 15:00 Comida.

15:00 - 17:30 Sesion ll: Mejora genética y epigenética

Moderadora: Olaya Pérez-Tornero

15:00 - 15:30 «Las lineas dobles haploides en la mejora genétican.
José Maria Segui (Universidad Politécnica de Valencia).

15:30 - 16:00 «Epigenetic memory affects bud phenology in Picea abies»
Elena Carneros (CIB-CSIC).

16:00 - 16:30 «Induccién de la embriogénesis de la microspora en trigo mediante modificaciones
epigenéticas». Pilar Vallés (EEAD).

16:30 - 17:00 “Aproach to apomixis by culturing the fern gametophyte”.
Helena Fernandez (Universidad de Oviedo).

17:00 - 17:30 «Targeting the determinant factors of stress-induced cell reprogramming

and totipotency to improve microspore embryogenesis in crop and forest species».
Pilar Testillano (CSIC).

17:30 - 18:15 Pausa Café y Pdsters.
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18:15 - 19:30 Discusion Péster Sesion Tematical ll

Moderadores: J. Maria Segui / Pilar Testillano

Incremento de tolerancia a salinidad en patrones de citricos mediante mutacién por rayos
gamma.

Margarita Pérez-Jiménez, Fernando Cérdoba, Antonio José Lopez-Pérez, Montserrat
Moreno, Carmen Maxi Rodriguez, Olaya Pérez-Tornero.

Caracterizacion fenotipica, celular y genética de un mutante de tomate con desarrollo
helicoidal.

Marybel Jazquez, Alejandro Atarés, Benito Pineda, Carlos Ribelles, Begofia Garcia-Sogo,
Carmen Capel, Fernando J. Yuste-Lisbona, Rafael Lozano, Vicente Moreno.

Genetically engineered resistance to sharka disease in apricot.
Nuria Alburquerque, Lydia Faize, Vicenza llardi, Lorenzo Burgos.

Cell culture initiation from isolated tamarillo (Solanum betaceum Cav.) protoplasts.
Joana Puga, Sandra Correia, Jorge Canhoto.

Obtencién de plantas compuestas de olivo mediante transformacién con Agrobacterium
rhizogenes.

Elena Palomo-Rios, Isabel Narvdez, Marina Yébenes, Naima Gouffi, Adela Zumaquero, Clara
Pliego, Jose Angel Mercado, Fernando Pliego-Alfaro.

Identificacion de modificadores epigenéticos que actian como inductores de la
embriogenésis de la microspora en trigo.
Isabel Valero Rubira, Ana M. Castillo Alonso, M. Pilar Vallés Brau.

High temperatures during maturation produce different somatic embryo morphologies and
yields in Pinus spp.

Antonia Maiara Marques Do Nascimento, Paloma Moncalean, Ander Castander Olarieta,
Itziar Aurora Montalban.

La mutacién Arlequin confiere cambios en la arquitectura radicular y mayor tolerancia

a estrés.

Carlos Ribelles Alfonso, Begona Garcia-Sogo, Alejandro Atarés Huerta, Fernando J. Yuste-
Lisbona, Laura Castafieda Cruz, Carmen Capel Salinas, Rafael Lozano Ruiz, Vicente Moreno
Ferrero, Benito Pineda Chaza.

Embriogénesis somatica, priming y termotolerancia en pino maritimo.
Ester Sales, Amparo Perez, Alex Alborch, Juan Segura, Isabel Arrillaga.

Effects of environmental stress in Pinus halepensis somatic embryogenesis.

Cétia Pereira, Itziar A. Montalban, Tomas Goicoa, Maria Dolores Ugarte, Sandra Correia,
Jorge Canhoto, Paloma Moncalean.

19:30 Pintxos y Potes en el Palacio Villasuso / Plaza del Matxete.
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Jueves, 12/09/2019

09:00 - 09:45

09:45 -10:15

10:15 -13:15

Conferencia Magistral
«Opportunities and challenges of tissue culture in forest trees with a focus on conifers».
Jean Francois Trontin (FCBA)

Sesion lll: Organogénesis y Somatic Embriogénesis: bases fisiolégicas

Moderadora: Conchi Sanchez

“Embriogénesis somética de alcornoque (Quercus suber L) en medio liquido”
(“Cork oak Quercus suber Embryogenic Liquid Cultures”).
Maria del Mar Ruiz Galea. (I.M.I.D.R.A.)

Discusion Péster Sesion tematica lll

Moderadores: Araceli Barcel6 / Conchi Sanchez / José A. Mercado

Micropropagacion de Sedum sediforme y S. album, una estrategia rapida y eficiente para
multiplicacién a gran escala de estas especies.

Begona Garcia-Sogo, Carlos Ribelles Alfonso, Gokhan Gokmen, Benito Pineda Chaza,
Salvador Soler Aleixandre, Vicente Moreno Ferrero.

Efecto de la concentracion de auxina y de la presencia de derivados de las difenilureas en el
enraizamiento adventicio de brotes castafo y roble.

Jesus M Vielba Villegas, Nieves Vidal Gonzalez, Ada Ricci, Ricardo Castro Camba,
Purificacién Covelo Abeleira, M. Carmen San-Jose Capilla, Conchi Sdnchez Fernandez.

Pulsos con 2,4-D estimulan la organogénesis en Prunus spp.
Elisabeth Carmona-Martin y César Petri.

Estudio preliminar de la influencia de las poliaminas sobre la regeneracién

adventicia de explantos de limonero.

Virginia Celdréan-Sanchez, Nuria Navarro-Garcia, Fernando Cérdoba, Antonio Lépez-Pérez,
Yolanda Jiménez, Margarita Pérez-Jiménez, Olaya Pérez-Tornero.

Effect of the invasive Caulerpa cylindracea and Asparagopsis taxiformis seaweeds extracts
on the in vitro plant regeneration and crop protection.

Nuria Alburquerque, Lydia Faize, Mohamed Faize, Maria Dolores Nortes, Jaime Bernardeau,
Juan Manuel Ruiz-Fernandez, Lorenzo Burgos.

Estudio de la osmolalidad interna y del medio en el cultivo in vitro de microsporas.
Antonio Calabuig-Serna, José Maria Segui-Simarro.

Influencia del tipo de iluminacion LED en la micropropagacion del patréon de pistacho UCB1.
Elena Garcia, Pilar Lorente, Juan A. Marin, Arancha Arbeloa.

Efecto de la iluminacién LED sobre la fase de multiplicacion in vitro.
Marta Barcelé Muroz, Alfonso Gago-Calderén, Araceli Barceld6 Mufoz.

Morphological and physiological evaluation of tamarillo (Solanum betaceum Cav.) somatic
embryogenesis-derived plants.
Mariana Correia, Sandra Correia, Jorge Canhoto.
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Developing scale-up systems for the in vitro multiplication of tamarillo using
temporary immersion bioreactors.
Ana Puga, Sandra Correia, Jodo Martins, Clayton Debiasi, Jorge Canhoto.

Changes in pectin methylesterification and AGPs indicate remodeling of cell wall during
somatic embryogenesis of Quercus suber.

Elena Carneros, Yolanda Pérez-Pérez, Eduardo Berenguer, Maria-Teresa Solis, lvett Barany,
Beatriz Pintos, Ardnzazu Gémez-Garay, Maria C. Risuefio, Pilar S. Testillano.

Evaluation, micropropagation and selection of tamarillo plants (Solanum betaceum Cav.)
Tércia Lopes, Sandra Correia, Daniel Martin, Paula Marques, Jorge Canhoto.

1115 - 11:45 Pausa Café y Posters.

Establecimiento in vitro de material seleccionado de Teca (Tectona grandis Linn) procedente
de Plantaciones Forestales del Pacifico Sur de Costa Rica

Alejandra Rojas Vargas,Ana Hine Gémez, Maricruz Torres Mendoza, Lucia Jiménez
Corrales.

Efecto de la sacarosa sobre el crecimiento, estrés y contenido en azucares en brotes de
Castanea sativa x C. crenata cultivados en sistemas de inmersién temporal y continua.

Diego Gago Mesejo, Conchi Sadnchez Fernédndez, Anxela Aldrey Villar, Beatriz Cuenca Valera,
M2 Angeles Bernal Pita da Veiga, Nieves Vidal Gonzalez.

Proembryogenic masses from anther culture show cellular markers of early zygotic embryos
in Cucumis sativus

Sara Bagheri, Ivett Barany, Eduardo Berenguer, Mahmoud Lotfi, Mehran E. Shariatpanahi,
Pilar S. Testillano.

El Sistema de Inmersién Temporal aplicado al cultivo in vitro del patrén de pistacho UCB1.
Pilar Lorente, Elena Garcia, Arancha Arbeloa, Juan A. Marin.

La inhibicién de histona desacetilasas provoca un aumento de la competencia embriogénica
en microsporas de colza.
Patricia Corral-Martinez, Ricardo Mir, José M. Segui-Simarro.

Embriogénesis de microsporas: estudiando la relacion de la respuesta al estrés y el destino
celular.

Patricia Corral-Martinez, Carolina Camacho-Fernéndez, Ignacio Lorente-Castro, Kim
Boutilier, José M. Segui-Simarro.

In vitro morphogenesis in cultured explants of Pinus halepensis adult trees.
Jéssica Tavares, Cétia Pereira, Itziar A. Montalbén, Sandra Correia, Paloma Moncaleén,
Jorge Canhoto.

Introduccion in vitro de diferentes genotipos utilizados como portainjertos
en cultivos comerciales de aguacate (Persea americana Mill.).
Lina Maria Arbelaez Galvis, Diana Maria Cano Martinez, Aura Ines Urrea Trujillo.

Microinjerto de Morus nigra sobre Morus alba.

Juan Luis Fernédndez-Lorenzo, Alba Noelia Prado Vazquez, Nuria Ferreiro Dominguez, Rosa
Mosquera Losada, Pilar Gonzéalez Hernandez, Antonio Rigueiro Rodriguez, Rosa Romero
Franco, J. Javier Santiago Freijanes.
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Mejora genética de citricos asistida con marcadores moleculares.
Pablo Aleza, Andrés Garcia-Lor, Maria Hernandez, José Cuenca, Luis Navarro.

Sesién IV: Metabolismo Secundario

Moderadora: Isabel Arrillaga

«Produccién biotecnoldgica de farmacos y biofadrmacos en cultivos de células y 6rganos
vegetales».
Javier Palazén (UB).

«Efecto del estrés luminico sobre el crecimiento y el metabolismo secundario, en cultivos
celulares vegetales».
Luisa Rojas (Grupo de Biotransformacion Universidad de Antioquia).

13:30 - 14:00 Discusion Péster Sesion tematica IV

Moderadores: Isabel Arrillaga / Javier Palazén

Optimizacion de la callogénesis en Stevia rebaudiana (Bert.) para establecimiento de
cultivos celulares.
Susana Vilarifio Rodriguez, José Luis Garcia Fernandez, Manuel Cantos Barragan.

Production of Silymarin flavonolignans in metabolically engineered plant cell suspension
cultures of Silybum marianum.
Purificaciéon Corchete, Antonio Ibarlucea, David Villar, Lorena Almagro, Javier Palazon.

Biomass and cannabinoids content increases by using flowering Cannabis sativa L.
proceeding from in vitro vs. in vivo plantlets.
Veronica Codesido Sampedro, Carlos Ferreiro Vera.

Botanical, chemical and genetic characterization of a 235-year old historical herbarium
sample of Cannabis sativa L. cultivated in Alava. Proposed efforts for the in vitro generation
of live tissue from achenes.

Guillermo Moreno, Javier Gamboa, Tomas E. Diaz, Paloma Moncalean.

Estrategia biotecnoldgica para incrementar la produccion de oxi-resveratrol mediante cultivo
in vitro de morera.

Isabel Nicolds Sanchez, Laura di Patria, Pedro Joaquin Sanchez Pujante, M? Angeles
Pedrefio, Ana Belén Sabater Jara.

Anadlisis del perfil génico y su relacién con la produccion de compuestos terpénicos en
cultivos celulares de Solanum lycopersicum cv Micro-Tom sometidos a elicitacion.
Maria Borja-Martinez, Maria J. Marin-Marin, Maria A Pedrefio, Ana B. Sabater-Jara.

Eventos de sefalizacion temprana en suspensiones celulares de brécoli elicitadas con
coronatina.

Pedro Joaquin Sdnchez Pujante, Karla Daniela Pavon Ramon, Sarai Belchi Navarro, Lorena
Almagro, Ana Belén Sabater-Jara, Maria Borja Martinez, M? Angeles Pedrefio.
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14:00 - 15:30 Comida.

15:45 -17:45 Sesion V: Conservacion de recursos

Moderadoras: Elena Corredoira / Itziar Montalban

15:45 -16:15 «Conservacion de germoplasma de especies lefiosas mediante técnicas biotecnoldgicas».
Elena Corredoira (IIAG-CSIC).

16:15 -16:45 Conservacion de recursos genéticos forestales a bajo coste: utopia o realidad?.
Itziar Montalban (NEIKER).

16:45 -16:55 Discusion Péster Sesion tematica V
Anélisis fenotipico de plantas regeneradas a partir de embriones somaéticos crioconservados.

José Manuel Cereto Blanco, Carolina Sdnchez Romero.

Manejo y conservacion del polen de teca (Tectona grandis L).
Ana Hine Gémez, Alejandra Rojas Vargas, Olman Murillo Gamboa

16:55 -17:30 Café.

17:30 - 18:00 Asamblea Ordinaria.

18:00 - 18:30 Asamblea extraordinaria.

19:00 Visita guiada del casco histérico de la ciudad de Vitoria-Gasteiz.

21:00 Cena Congreso. Restaurante EL PORTALON.
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Viernes, 13/09/2019

09:00-09:45 Conferencia Magistral: “El cultivo in vitro de plantas: algo mas que micropropagacion”.
Juan Marin (EEAD).

09:45-12:10  Sesién VI: Del laboratorio a la empresa

Moderador: Alejandro Atarés

09:45-10:30  «Plant tissue culture to support Nestlé’s Nescafé and Cocoa Plants».
Jean-Paul Ducos (Nestlé).

10:30-10:50  «Herramientas de inteligencia artificial y de disefio experimental aplicadas al cultivo in
vitro: nuevas tecnologias para viejos problemas».
Pedro Pablo Gallego (Universidad de Vigo).

11:00 - 11:45 Café y Posters.

11:45 -12:30 Discusion Pésters Sesion tematica VI
Moderadores: Alejandro Atarés / Beatriz Cuenca

Adaptacion de un protocolo de micropropagacion adquirido al sistema productivo
en un laboratorio comercial en un clon de granado (Punica Granatum).

Inés Mataix Valero, Josefa Fernandez Fernadndez, Elena Garcia Martin, Maria Pilar
Lorente Alonso, Arancha Arbeloa Matute.

Introduccién de plantas carnivoras en cultivo in vitro.
Alberto Coronado, Marybel Jdquez, Vicente Moreno, Alejandro Atarés.

Estratificacién en frio: Un método simple de mejorar la conversiéon de embriones
somaticos de Pinus taeda a plantas.
Yenny Lineros, Sandra Marin, Ximena Mufioz

¢Puede el CTV apoyar las bioeconomias regionales? Casos exitosos en Argentina.
Sandra Sharry, Patricia Boeri, Sebastian Galarco.

Transferencia del laboratorio al vivero comercial: propagacién masiva del patrén
de pistachero UCB-1.
José Diaz-Riquelme, Elena Garcia, Pilar Lorente, Juan A. Marin, Arancha Arbeloa

Improving a culture medium for Bryophyllum spp: role of micronutrients.
Samuel L. Novoa, Pascual Pérez-Garcia, Pedro P. Gallego, M. Esther Barreal

Design of culture medium for the rooting of a recalcitrant chestnut clone.
Aida Lopez-Diaz, Alejandro Pérez-Martinez, Laura Iglesias-Bernabé, Margarita Fraga, M.
Esther Barreal, Pedro P. Gallego.

Tissue culture of ornamental native species from Argentina as a market innovation.

Maite Romero Alves, Tatiana Cinquetti, Mariano Veldzquez, Sebastian Galarco, Diego
Ramilo, Sandra Sharry.

12:30 Clausura.






PLENARY
CONFERENCES
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Edicion de genes mediante transformacion de explantes y transfeccion
de protoplastos con CRISPR/Cas

Vicente Moreno Ferrero

Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (UPV-CSIC). Ingeniero Fausto Elio, s/n
46022 Valencia. Espafia

Email de contacto: asun.lopez@topcongress.es

El sistema inmune CRISPR consta basicamente de dos elementos: los loci gendmicos CRISPR y
sus nucleasas asociadas (Cas). En 2005, el Dr. Mojica y sus colaboradores encontraron unas se-
cuencias muy extrafias en el genoma de una arquea que medra en las salinas de Santa Pola. Poco
después se descubrid que estas secuencias forman parte de un sistema de defensa de las bacterias y
arqueas contra la invasion de material genético de virus. En 2012, se publico la primera edicion ge-
némica con CRISPR/Cas. En tan solo seis afios este sistema ha conducido a un salto cualitativo en
la biotecnologia vegetal. Esta técnica se utiliza habitualmente para generar mutaciones en secuen-
cias codificadoras, pero se puede emplear también para modificar secuencias reguladoras que son
las que han tenido un mayor papel en la evolucion, domesticacion y mejora. En particular, el uso de
vectores con varios RNAg permite generar multiples variantes alélicas para el promotor de un gen,
lo que tiene una gran relevancia a nivel basico y aplicado. Ademas, la disponibilidad de métodos
de regeneracion de plantas a partir de protoplastos permite abordar la edicion genémica mediante
transfeccion, lo que conduce a la modificacion genética deseada sin integracion del vector.
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Investigacion molecular en el area del cultivo in vitro de tejidos
vegetales: un reto para cualquier época

Jesus V. Jorrin Novo

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular. Universidad de Cérdoba,
UCO-CeiA3

Email de contacto: bfljonoj@uco.es

Los avances en el campo de la biologia molecular, en especial las aproximaciones -6micas y su
integracion con otras mas clasicas, hacen posible que las técnicas de cultivo in vitro de tejidos y
células vegetales se apoyen en el conocimiento y la prediccion mas que en el empirismo. Esta la
idea que pretendo desarrollar durante la reunion, ilustrandola con trabajos en los que se ha utili-
zado una aproximacion de proteémica con diferentes sistemas vegetales, incluyendo suspensiones
celulares de alfalfa y embriones somaticos de palmera datileray encina. Se discutiran las ventajas
y limitaciones de la aproximacion protedmica y la necesidad de integracion con datos fenotipicos,
de fisiologia y otras aproximaciones —Omicas, en la direccion de la biologia de sistemas.
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Opportunities and challenges of tissue culture in forest trees with a
focus on conifers

Jean-Frangois TRONTIN

FCBA Technological Institute, Biotech & Advanced Forestry department, 71,
Route d’Arcachon — Pierroton, F-33610 Cestas, France.

Contact email: jean-francois.trontin@fcba.fr

Forests and forest-wood sector are considered as key players towards de-carbonation of the eco-
nomy worldwide and mitigation of climate change. It is the dynamic forest management for wood
production that would likely contribute to reduce (carbon sequestration) or prevent greenhouse
gas emission (material and energy substitution) while increasing the flexibility to adapt forests to
climate change. Intensively managed plantation forests are expected to play a major role, especially
faster-growing and more successful conifers for reforestation. This will require however significant
capacity to produce high-quality seedlings at reduced cost.

Reproduction strategies of selected varieties based on vegetative propagation may therefore be-
come more essential in the near future to continuously improve upon wood biomass production.
Micropropagation technologies are promising for scaling-up the production of many forest tree
species, especially conifers. However, forest biotechnologists are facing recurrent problems for
decades, i.e. low genotype capture and yield during the process and poor plant quality compared
to reference seedlings. The presentation will highlight some ongoing tissue culture strategies and
challenges to make biotech forest a reality in the bioeconomy era.
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El cultivo in vitro de plantas: algo mas que micropropagacion
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El cultivo in vitro es una técnica tremendamente versatil y flexible y que requiere un equipamiento
relativamente modesto y accesible. En el conjunto de grupos de investigacion, sirve como herra-
mienta para muy diferentes fines. Indudablemente, la micropropagacion o propagacion masiva, es
la aplicacion mas importante, no solo comercialmente, sino como una herramienta de apoyo para
las demas aplicaciones. Pero en esta exposicion nos extenderemos en tres temas: Organogénesis,
Seleccion Precoz y Transferencia de Conocimiento.

Organogénesis. La formacion de nuevos 6rganos, como brotes y raices, hace posible la micropro-
pagacion y la regeneracion de plantas a partir de células y tejidos selectos, aqui mostraremos cémo
suceden a un nivel morfoldgico. La regeneracion de yemas adventicias a partir de tejidos de hojas,
que dard lugar a nuevos brotes, es un modelo que se ha utilizado muy frecuentemente en cultivo
in vitro. Las hojas, forman un callo desorganizado que se desarrolla y da lugar a la formacion del
apice meristematico. Partiendo del callo como un tejido muy esponjoso se pasa a una compactacion
de las células y posteriormente a la formacion de una capa a modo de cuticula que cubre estas cé-
lulas. Finalmente, las divisiones celulares en la epidermis y en las capas celulares inmediatamente
inferiores da lugar a una estructura de apice meristematico. Este patron de regeneracion indirecta es
aplicable a las especies frutales. Sin embargo, plantas modelo, como la violeta africana (Saintpau-
lia ionantha J.C. Wendl), permiten la regeneracion directa de brotes a partir de los tejidos foliares.
En el caso de las raices adventicias formadas en la base de las microestaquillas, su origen es interno.
El cambium origina células meristematicas que se organizan en apices radicales y después como
nuevas raices. Seleccion precoz. El cultivo in vitro permite utilizar como material experimental
modelos de organizacion mas simplificados que la planta entera. En nuestro caso, hemos utilizado
las raices aisladas como modelo experimental y hemos reproducido in vitro la respuesta que el arbol
frutal tiene en campo, reduciendo el tiempo de respuesta a un estrés abiodtico: la salinidad. Ademas,
los cultivos mas sensibles acumularon mas granos de almidon en sus células que los mas tolerantes.
Por otra parte, la prolina exudada era mas concentrada a medida que aumentaba la concentracién
de sal y los cultivos mas tolerantes exudaban mas prolina que los mas sensibles. Y estas concentra-
ciones estuvieron muy relacionadas con el contenido interno de prolina en las raices.

Transferencia de Conocimiento. Hay que destacar como claves 1) la comunicacion con la empresa,
2) establecer cual es el “éxito tecnologico” de la transferencia, 3) la diversidad de las empresas y 4)
la dificultad para fijar el valor de la transferencia, ya que no hay referencias normalizadas. La parti-
cipacion creciente de las empresas como parte activa en proyectos de investigacion o de innovacion
nos fuerza a quienes trabajamos en “Ciencia Orientada” a adaptarnos a esta realidad.
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Plant tissue culture to support Nestlé’s Nescafé and Cocoa
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Abstract — Coffee and cocoa are threatened by many factors such as aging trees and increasing
exposure to biotic and abiotic stresses. In 2010, Nestl¢ launched two major sustainability initiatives
to tackle this situation: the Nescafé and the Cacao plans. One of the objectives was the distribution
to farmers of selected varieties. To support these projects, Nestlé-PSRU developed an expertise in
in vitro mass propagation for the both species. The process, based on somatic embryogenesis, was
scaled-up up in liquid medium cultures. We will describe in details this propagation method applied
to the both species, as well as its state-of-the-art and limits.
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Plant somatic embryogenesis (SE) is a developmental pathway in which a somatic cell acquires toti-
potency and evolves into an embryo. Our group has developed effective protocols for SE in the so-
lanaceous tree tamarillo (Solanum betaceum). Tamarillo SE induction is achieved through a two-step
process, by exposing leaf segments or mature zygotic embryos to MS media with an auxin and high
concentrations of sucrose and by transferring the induced embryogenic cells (EC) to auxin-free me-
dium to allow somatic embryos development. Tamarillo’s SE is also an efficient system for molecular
analyses and experimental embryology approaches. Based on this system, comparative proteomic
and transcriptomic profiles were obtained for tamarillo’s EC and non-EC cells. The results obtained
reveal a better ability of EC to regulate the effects of stress conditions through an increased expres-
sion of heat-shock and energy metabolism-related proteins. The differential expression of several
transcripton factors and specific families of miRNAs in EC and NEC also reveals a strong epigenetic
regulation of cell commitment to embryogenic competence. These results allow the formulation and
test of various novel fundamental hypotheses regarding the induction of SE.
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Las lineas dobles haploides en la mejora genética
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Las lineas dobles haploides (DHs) son lineas de individuos 100% homocigotos provenientes de la
duplicacion de un genoma haploide. Esta caracteristica les hace ser muy utiles como herramientas
para acelerar el proceso de obtencion de semilla hibrida, y también para facilitar otra serie de procesos
también relacionados con la mejora. Existen diversas aproximaciones biotecnoldgicas, tanto in vivo
como in vitro, para obtener DHs en distintas especies a partir de sus gametos masculinos o femeninos,
o de sus precursores, pero por desgracia todavia son muchas en las que no es posible obtenerlas. Por
este motivo, diversos grupos de investigacion se dedican a su estudio y al desarrollo de metodologias
para obtenerlas utilizando diversos abordajes celulares, moleculares y genéticos.

La aproximacion mas utilizada en la actualidad para obtener DHs consiste en tratar de inducir que las
microsporas (precursores del gameto masculino) se desarrollen como un embrion haploide, y después
duplicar su genoma para convertir el embrion en DH. Entender exactamente qué le sucede a la micros-
pora para acabar convirtiéndose en un embrion es la clave para poder hacer este proceso posible en
aquellas especies donde atin no lo es, y para hacer el proceso mas eficiente en aquellas donde, siendo
posible, el rendimiento es atin bajo. En los ultimos afios se han realizado una serie de estudios que han
permitido avanzar en la comprension de este cambio en el programa de desarrollo de la microspora.
Por ejemplo, la relacion entre la induccion de embriogénesis y la alteracion de los niveles de calcio
intracelular, que induce la generacion de paredes celulares anormales, con una composicion alterada
de calosa y celulosa, lo cual a su vez tiene un efecto clave en la viabilidad de las microsporas cultiva-
das in vitro, y en su posterior desarrollo como embriones.
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Epigenetic memory affects bud phenology in Picea abies
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In northern regions Picea abies is subjected to strong seasonal environmental changes that require a
precise synchronization of the annual growth-dormancy cycle in order to grow and survive. Some cru-
cial phenological traits associated to the latitude such as bud burst timing are influenced by the tem-
perature sum during zygotic embryogenesis forming a long-lasting epigenetic memory phenomenon.
Similarly, during somatic embryogenesis at different epitype inducing temperatures (Epl) lay down
an epigenetic memory generating warm (WE) and cold epitypes (CE). The resulting plants behave
much like latitudinal ecotypes, differing in the timing of spring bud burst and bud set in the autumn.

Despite the increasing evidence of an epigenetic impact on bud phenology in different plant species,
little is known about the induction and persistence of the epigenetic memory from a molecular pers-
pective. To elucidate the mechanisms involved, 16-year old clonal WE and CE individuals growing in
afield in As, Norway (69°N latitude) were studied using several approaches: (a) a phenological study
of the bud burst timing, (b) gene expression analysis by qRT-PCR of genes associated with bud phe-
nology and with the epigenetic machinery in buds and last year’s needles harvested before and during
bud burst, and from isolate defined cells types of buds collected in early spring before bud burst and
(d) RNAseq transcriptomic analysis in buds harvested in early spring before bud burst.

The timing of phenology showed differential time of bud swelling and bud burst in the epitypes with
the CE being advanced compared to WE. The two epitypes exhibited different expression pattern of
the candidate genes selected in buds and last year’s needles but also cell type specific differences.
The transcriptome differences also reflected the phenological observations at gene expression level.
CE individuals are enriched in the up-regulation of cell cycle controlling genes, translational activity
and epigenetic players. The results demonstrate that the epigenetic memory of temperature during
embryogenesis affects the transcriptome and bud phenology and confirm the long-lasting persistence
of the epigenetic memory in Picea abies.
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En los ultimos afios se han descrito nuevas estrategias de induccion de la embriogénesis de micros-
poras basadas en la aplicacion de compuestos que modifican la estructura de la cromatina, actuando,
por ejemplo, sobre el grado de acetilacion de histonas(1, 2, 3). En nuestro grupo hemos estudiado el
efecto inductor de un inhibidor de histonas deacetilasas (Trichostatina A, TSA) en la embriogénesis
de las microsporas de trigo panadero.

Para identificar el tratamiento mas eficiente, se han aplicado diferentes concentraciones de la TSA en
combinacion con dos tratamientos de estrés inductores de la embriogénesis de la microspora (manitol
y frio), en dos momentos distintos de aplicacion: junto con el tratamiento de estrés convencional; des-
pués del tratamiento de estrés. También se ha ensayado la TSA como tratamiento Ginico de induccion.
Se ha analizado el efecto del tratamiento con TSA en los pardmetros que caracterizan las distintas
fases de la embriogénesis de la microspora hasta la produccion de plantas verdes DH. El analisis se ha
realizado en dos genotipos de distinta respuesta a la embriogénesis de la microspora.

El efecto de la TSA dependi6 del genotipo utilizado, de la dosis aplicada, y su combinacion o no
con un tratamiento de estrés. Con la aplicacion de la TSA durante un tratamiento de inanicién y alta
presion osmotica con manitol se obtuvieron los valores més altos de embriones. En estas condicio-
nes, la aplicacion de la TSA fue mas eficiente en el cultivar de baja respuesta que en el cultivar de
alta respuesta. Nuestro interés se centra en estudiar los mecanismos por los cuales la TSA induce la
embriogénesis de la microspora.

1- Li H., Soriano M., Cordewener J., Muifio J.M., Riksen T., Fukuoka H., Angenent G.C., Boutilier K.
(2014) The histone deacetylase inhibitor trichostatin a promotes totipotency in the male gametophyte.
The Plant Cell, Vol. 26: 195-209.

2- Jiang F., Ryabova D., Diedhiou J., Hucl P., Randhawa H., Marillia E-F., Foroud N.A., Eudes F.,
Kathiria P., (2017) Trichostatin A increases embryo and green plant regeneration in wheat. Plant Cell
Reports 1-6.

3- Pandey, P., Daghma D.S., Houben A., Kumlehn J., Melzer M., Rutten T. (2017) Dynamics of
post-translationally modified histones during barley pollen embryogenesis in the presence or absence
of the epi-drug trichostatin A. Plant Reproduction 30:95-105.
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The gametophyte of ferns is a cellular monolayer structure, whose more important function is to
form the gametes, responsible of sexual fusion that will lead to sporophyte generation. During the
last decades, there has been a great effort all around the world, to decipher the molecular clues behind
apomixis or asexual seed formation, which could have important repercussions in crop production.
In ferns, apomixis is more frequent than in other major plant groups, and it includes two events:
apogamy (the formation of sporophytes from somatic cells of the gametophyte), and agamospermy
or diplospory (the production of unreduced —diplo- spores. The gametophyte in ferns is an au-
tonomous organism that is well suited for in vitro cultures, sample collection, and observation under
a microscope, being a useful experimental system to cope with either basic and practical develop-
mental processes.

Dryopteris affinis (Lowe) Fraser-Jenkins ssp. affinis is a diploid fern with an apomictic life cycle;
when cultured in vitro, apogamy in this species is evident as gametophyte develops a brown meris-
tematic area near the apical indentation that evolves into a new sporophyte. Sexual reproduction is not
possible due to the lack of archegonia or female sexual organs. Apogamy in ferns can be seen as an
opportunity to investigate on embryogenesis, one of the more powerful tools in plant biotechnology.
How somatic cells, either of sporophytic or gametophytic origin become and develop as embryogenic
is still poorly understood. Omics technologies based on comprehensive biochemical and molecular
characterizations of an organism, tissue or cell type, and next-generation omics approaches, facili-
tate the analyses of non-model organisms owing to the rapid production of large amounts of de novo
systems biology data, making them attractive options for studying plant development and evolution.
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Stress-induced microspore embryogenesis is a powerful in vitro system in which microspores are re-
programmed towards embryogenesis, producing doubled-haploid (DH) plants, which are biotechno-
logical tools, very useful in plant breeding as a source of new genetic variability, fixed in homozygous
plants in only one generation. This system is widely used by plant biotechnology companies, although
low efficiency of the process still limits its application in many agroforestry species. Our recent inves-
tigations in horticultural, cereal and forest tree species have characterized a number of determinant
factors involved in the regulation of microspore embryogenesis. Upon the inductive stress, autophagy
and specific proteases are activated and involved in cell death at early stages, being crucial players
in the response to stress. After induction, cell reprogramming and totipotency acquisition are mainly
regulated by hormonal and epigenetic mechanisms. On one hand, endogenous auxin biosynthesis,
transport and action are required for microspore embryogenesis. Initial embryogenesis stages involve
genome-wide epigenetic changes including DNA hypomethylation, H3K9 demethylation, and H3/
H4 acetylation. Pharmacological treatments with small molecule modulators of autophagy, proteases
and epigenetic marks are able to reduce cell death and enhance embryogenesis initiation, opening
up new intervention pathways for biotech strategies to improve in vitro DH production for breeding
programs, via microspore embryogenesis.

Testillano PS (2019) Microspore embryogenesis: targeting the determinant factors of stress induced
cell reprogramming for crop improvement.J.Exp.Bot. Doi: 10.1093/jxb/ery464.

Pérez-Pérez Y, Barany I, Berenguer E, Carneros E, Risuefio MC, Testillano PS (2019) Modulation
of autophagy and protease activities by small bioactive compounds to reduce cell death and improve

stress-induced microspore embryogenesis initiation in rapeseed and barley. Plant Sign. Behav. 14:2,
e1559577.

Barany I, Berenguer E, Solis MT, Pérez-Pérez Y, et al. Testillano PS (2018) Autophagy is activated
and involved in cell death with participation of cathepsins during microspore embryogenesis in bar-
ley. J. Exp. Bot. 69, 1387-1402.

Berenguer E, Barany I, Solis MT, Pérez-Pérez Y, Risueilo MC, Testillano PS (2017) Inhibition of his-
tone H3K9 methylation by BIX-01294 promotes stress-induced microspore totipotency and enhances
embryogenesis initiation. Front. Plant Sci. 8, 1161.
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and TRANSAUTOPHAGY Cost Action CA15138.
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El alcornoque (Quercus suber L.) es un arbol de la familia de las Fagaceas de gran interés economico
por su produccion de corcho y de bellotas.

El protocolo de embriogénesis somatica desarrollado para esta especie a partir de hojas (Toribio et al.
2005) permite clonar ejemplares adultos, en los que se observan los caracteres de interés, establecién-
dose lineas embriogénicas de casi cualquier genotipo. Sin embargo, para la propagacion a gran escala,
es necesaria su adaptacion al cultivo en medio liquido.

A partir de las lineas embriogénicas proliferando en medio semisolido sin reguladores de crecimiento,
se ha llegado al establecimiento y mantenimiento de los cultivos en el mismo medio sin gelificante
(Jiménez et al. 2013). Inoculando agregados embriogénicos de unos 3mm de didmetro a baja densidad
(43mg/L) es posible mantener estos cultivos durante afios sin pérdida de la capacidad embriogénica.
Un aumento de la densidad del indculo (150mg/L) favorece la proliferacion pero reduce la capacidad
embriogénica con el tiempo.

En estos cultivos en medio liquido se identificaron tres vias de diferenciacion de embriones somaticos
(Alegre et al. 2011), dos de ellas similares a las observadas en medio semis6lido a partir de embriones
en recurrencia. El control de estas dos vias ha permitido obtener una cantidad maxima de 30 embrio-
nes aislados por embrion. En la tercera via se producian embriones a partir de células y agregados
celulares. Se ha conseguido establecer y mantener suspensiones de estos agregados sin usar regula-
dores de crecimiento (Ruiz-Galea et al, 2018). Cultivando la fraccion de 40-800um de diametro en
alta densidad (8g/L) se obtienen suspensiones de embriones globulares. Distribuyendo este material
sobre un filtro en el mismo medio con agar y carbon activo, se producen alrededor de 500 embriones
inmaduros por gramo, mejorandose la producciéon media de 25 embriones por gramo conseguido al
cultivar en medio semisélido.
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El impacto de la biotecnologia vegetal actualmente es considerable debido a su enorme avance de las
ultimas décadas. Responsables de este progreso son la implementacion de herramientas clave como,
los cultivos in vitro y las técnicas de ingenieria genética. Una consecuencia de ello, ha sido el desarro-
llo de las biofactorias vegetales, plataformas biotecnoldgicas basadas en cultivos de células y 6rganos,
utilizadas para la produccion de farmacos y biofarmacos. En este contexto, la ingenieria metabdlica
ha demostrado ser una estrategia efectiva para incrementar la produccion de estas biofactorias y lograr
su mayor implementacion a nivel industrial, ya que permite modificar el genoma vegetal y disenar
nuevas lineas celulares con capacidades metabdlicas mejoradas.

Muchos metabolitos secundarios vegetales tienen propiedades farma-, nutra- o cosmecéuticas. Este
metabolismo involucra miles de enzimas, algunas especificas que generan un producto a partir de un
sustrato, o bien pueden generar multiples productos a partir del mismo sustrato, resultando en nuevas
aplicaciones de las biofactorias vegetales, en las que la maquinaria metabodlica natural puede apro-
vecharse para la bioconversion de fitofarmacos o la produccion de nuevos compuestos bioactivos.
Ademas, la ingenieria metabodlica permite la expresion heterdloga de genes en los cultivos in vitro,
que equipados con nuevas capacidades metabdlicas pueden convertir sustratos especificos en otros
compuestos bioactivos e incluso transferir una ruta de metabdlica total o parcialmente de una especie
vegetal a un cultivo in vitro de otra especie.

Por otro lado, las biofactorias vegetales también se han implementado en el mercado biofarmacéutico,
ya que los cultivos de células vegetales ofrecen varias ventajas para la produccion de biofarmacos
frente a los cultivos transgénicos de bacterias, levaduras o células de mamiferos, como son, rapido
crecimiento celular en medios de bajo coste y quimicamente bien definidos, seguridad, pues estan
libres de componentes derivados de mamiferos y toxinas bacterianas, y como sistemas eucariotas,
consiguen el ensamblaje correcto de proteinas multiméricas.
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La luz es un factor que afecta el crecimiento y la produccion de metabolitos en las plantas; dife-
rentes investigaciones, han demostrado el efecto estimulante que ésta posee sobre la produccion de
antioxidantes en cultivos celulares. En la actualidad, con las tecnologias de secuenciacion de nueva
generacion, se cuenta con mayor informacion acerca de las rutas metabolicas y sus mecanismos de
regulacion; asi mismo del papel que juegan las especies reactivas del oxigeno (EROs), como interme-
diarios asociados al estrés oxidativo. En este trabajo, se desarroll6 un analisis de componentes princi-
pales, para correlacionar el efecto de la radiacion visible y UV, sobre indicadores como el crecimiento,
metabolismo y el estrés oxidativo generado. Se propuso la produccion de polifenoles (CPT) como
metabolitos de defensa (sistema no enzimatico) y el sistema antioxidante enzimatico constitutivo de
la célula. Se encontrd que las células irradiadas con UV a una intensidad de 125x10-3 Wm-2, mos-
traron un caso tipico de estrés oxidativo, caracterizado por una alta produccion de EROs, que no fue
mitigado por ninguno de los sistemas antioxidantes, conduciendo a una pérdida en la viabilidad y
a una baja productividad volumétrica. Cuando la intensidad se duplico, las células incrementaron su
produccion de EROs, pero fueron capaces de mantener activo su sistema antioxidante no enzimatico,
para continuar con su proceso de multiplicacion celular. Por otro lado, la luz blanca a una intensidad
de 15 Wm-2, mostr6 bajo contenido de EROs y un nivel intermedio de CPT, aunque se observo mayor
actividad de la enzima SOD. En este caso, se evidencio que bajo esta longitud de onda, ambos siste-
mas de defensa son capaces de contrarrestar la cantidad de EROs producida, no siendo evidenciado
un caso de estrés oxidativo. Este estudio, permitié proponer mecanismos de defensa de las células de
T. cacao, frente a las diferentes condiciones de irradiacion.
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Las herramientas biotecnologicas disponibles en la actualidad suponen una ayuda importante en la
conservacion de recursos fitogenéticos, especialmente en especies lefiosas. Los métodos desarrollados
son altamente eficaces para el mantenimiento a largo plazo del germoplasma de especies lefiosas que
deben ser propagadas vegetativamente, de especies que producen semillas recalcitrantes de dificil
conservacion por métodos clasicos o de material vegetal derivado de procesos biotecnologicos (trans-
formacion genética). Los bancos de germoplasma derivados de procesos biotecnologicos comple-
mentan los bancos convencionales de conservacion como son los bancos de semillas, las colecciones
de plantas conservadas in situ o las existentes en jardines botanicos.

En esta comunicacion se describen los avances en la conservacion de germoplasma mediante la apli-
cacion de las herramientas biotecnoldgicas disponibles: el uso del cultivo in vitro de tejidos vegetales
para su conservacion en camaras de cultivo y la crioconservacion o el almacenamiento indefinido del
material vegetal en nitrogeno liquido (-196°C). En el primer caso, el material vegetal (apices cauli-
nares, yemas axilares, yemas adventicias y embriones somaticos) se mantienen de forma rutinaria
y, en muchos casos de forma indefinida, mediante subcultivos periodicos (sobre 4-6 semanas). No
obstante, en muchos casos, es factible extender estos periodos de forma notable (6-12 meses 0 mas)
manteniendo los cultivos en condiciones de crecimiento reducido, especialmente mediante el almace-
namiento a baja temperatura (3-8°C). Por otra parte, la crioconservacion puede considerarse el méto-
do mas seguro y eficaz para el almacenamiento a largo plazo de un gran niimero de especies lefiosas.
Se describen las diferentes técnicas disponibles: enfriamiento paulatino, desecacion, encapsulacion,
encapsulacion-deshidratacion y vitrificacion. Se hace especial énfasis en la seleccion del explanto
mas apropiado para la crioconservacion: 1) explantos aislados in vivo (ejes embrionarios de semillas
recalcitrantes o yemas axilares recogidas en campo) y 2) explantos aislados de material cultivado in
vitro (apices caulinares, yemas axilares, masas proembriogénicas (PEMs), embriones somaticos y
suspensiones embriogénicas). Se hara una revision critica de los diferentes métodos propuestos.

Finalmente, se destaca la importancia de la crioconservacion de lineas embriogénicas en especies
lefiosas mientras se lleva a cabo su evaluacion en campo (Multi-Varietal Forestry).
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En los ultimos afios el desarrollo y optimizacion de las técnicas de propagacion in vitro de especies
forestales ha posibilitado la conservacion a largo plazo de recursos genéticos €lite. En este sentido,
la embriogénesis somatica en especies de coniferas es una herramienta biotecnoldgica de alto valor,
pero el desarrollo comercial de esta tecnologia adquiere mayor relevancia, si cabe, si se combina con
la conservacion de los recursos genéticos generados. El inconveniente de la crioconservacion clasica
es que la adquisicion y mantenimiento de criotanques y el abastecimiento de los mismos con nitro-
geno liquido es muy costoso; este hecho aumenta considerablemente el coste final de las plantulas
somaticas o hace esta tecnologia inaccesible para centros de investigacion con limitados recursos
econdmicos.

En este escenario, el desarrollo de métodos de almacenamiento alternativos que minimicen estos
costes se presenta como una alternativa muy atractiva para la crioconservacion. A lo largo de nuestra
exposicion, daremos un repaso a los estudios desarrollados en Neiker para la conservacion de recursos
genéticos vegetales a temperaturas por encima de la congelacion (4°C), asi como a los que llevamos a
cabo en nuestro laboratorio a temperaturas ultrabajas (- 80°C). De este modo, ponemos de manifiesto
que la conservacion de recursos genéticos a bajo coste ya no es ciencia ficcion.
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Stage and tissue-specific expression analysis of two miRNAs and their
targets during Solanum betaceum Cav. (tamarillo) somatic
embryogenesis
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Somatic embryogenesis (SE) is a type of non-zygotic embryogenesis that has been used for plant clo-
ning and analysis of embryo development. Embryogenic competence in tamarillo (Solanum betaceum
Cav.) is achieved when explants (either zygotic embryos or young leaves) are exposed to auxins (2,4-
D or Picloram) and high sucrose concentrations (0.3 M) in the culture medium. On these conditions
embryogenic (EC) or non-embryogenic (NEC) calluses are obtained from the same explant. By trans-
ferring EC to culture media without auxins and with lower sucrose concentrations (0.1 M), embryos
develop and plantlets are obtained from them. The auxin pathway is essential in the regulation of SE.
Genes like TIR, AFB or GRFs play a key role in auxin-mediated plant developmental processes. miR-
NAs are small, single-stranded RNAs known to function as post-transcriptional regulators of gene
expression. Two of those miRNAs, mir393 and mir396, that play important roles in plant growth,
development and maturation of the plant, were identified as differentially expressed in tamarillo’s EC
and NEC smallRNAseq libraries. Both are crucial in the auxin pathway, by regulating 7/R and AFB
expression (mir393), and the expression of GRF's genes (mir396).

This study aims to analyse the expression of mir393 and mir396 and their target genes during tamari-
llo’s SE, from zygotic embryos and leaf explants. Total RNA and smallRNAs were extracted from EC
and NEC as well as from explants collected throughout the SE induction and embryo development
processes. RNA samples were reverse transcribed into cDNA and the expression levels of the target
genes and miRNAs quantified by qPCR.

Tissue-specific expression of miR393 and miR396, shows their up-regulation in non- embryogenic
samples, suggesting their possible modulation on tamarillo SE. These results provide new insights
into embryogenic competence acquisition by tamarillo tissues, as well as how that competence is
maintained during callus subcultures and expressed during embryo development.

Acknowledgments: This work was supported by the project PTDC/BAA-AGR/32265/2017 "Tamarillo breeding: better

plants for better products".
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Functional validation of candidate miRNAs in the regulation of tamari-
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Plant regeneration is the expression of somatic plant cell totipotency under in vitro conditions. The
ability to induce this regeneration competence, either through somatic embryogenesis (SE) or or-
ganogenesis, has been widely used in plant biotechnology as an efficient tool for plant cloning and
as a system for studying plant morphogenesis. Recently, the generation of genome- wide profiles
of microRNAs (miRNAs) and their target genes has pointed out several of these molecules as key
factors controlling many developmental processes. High-throughput sequencing (HTS) and diffe-
rential expression analysis of the smallRNAs from cell lines with different embryogenic ability,
indicated that specific miRNA-target regulatory nodes are involved in the acquisition and expres-
sion of embryogenic competence. In order to functionally validate the effects of miRNAs on tissue
culture in vitro, a preliminary analysis of the levels of previously identified miRNAs was carried
out by qPCR in tissues induced through effective protocols of SE and organogenesis in the fruit
tree tamarillo (Solanum betaceum Cav.). The quantification method used allows efficient, reliable,
and specific measure of individual mature miRNAs expression. RNA extracted from the induced
tissues is reverse-transcribed using a primer, specific for the miRNA under study, with a highly
stable stem-loop structure that provides better specificity and sensitivity. The obtained RT product
is amplified using a forward primer, also specific for the miRNA under study, and a universal re-
verse primer, by qPCR for quantification. Using this method, we are being able to analyse several
miRNAs that are differentially expressed in tamarillo plants originated by different propagation
methods. So far, the expression of miR393 and miR396 was tested using this method in calli with
different regeneration abilities. miR393 is more expressed in non-embryogenic calli than in embr-
yogenic ones, and miR396 has more equivalent expression levels in tissues with different embryo-
genic ability, validating the results obtained from the HTS.
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Poligalacturonasa FaPGl y CRISPR/Cas9: Editando la firmeza del
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El uso de la técnica CRISPR/Cas9 para la edicion de genomas vegetales ha sido ampliamente estu-
diado y referido en los ultimos afios. En trabajos recientes, se ha empleado esta técnica para mejorar
la vida postcosecha y caracteristicas organolépticas de frutos modelo como el tomate; sin embargo,
los trabajos de edicion génica en otros frutos como la fresa son muy escasos. Los cambios en las
caracteristicas y/o composicion de las paredes celulares durante la maduracion son el principal
factor que contribuye a la pérdida de la firmeza del fruto. Estos cambios estan promovidos por la
induccién de genes que codifican enzimas modificadoras de los polimeros de la pared celular. En el
caso de la fresa, trabajos anteriores demostraron que el silenciamiento de genes de poligalacturona-
sa alarga la vida postcosecha del fruto. En este trabajo se ha evaluado el efecto de la edicion del gen
de poligalacturonasa FaPG1 mediante el sistema CRISPR/Cas9 en fresa, con el fin tltimo de desa-
rrollar plantas editadas no transgénicas con una vida postcosecha mas larga. Para ello, se disefiaron
cebadores para amplificar el RNA guia especifico para este gen utilizando la aplicacion http://crispr.
hzau.edu.cn/CRISPR2/ y el genoma de F. vesca v4.0 como referencia. Se transformaron discos de
hoja del cv. Chandler mediante A. tumefaciens portando el vector binario pDe-CAS9 que contiene
la secuencia codificante de Cas9 y el gen bar para seleccion en fosfinotricina. Se obtuvieron un
total de 40 lineas transgénicas independientes. En el 50% de las plantas analizadas, se comprobo la
edicion del gen diana mediante el ensayo de la endonucleasa T7. Los productos de amplificacion
para la zona editada estan siendo secuenciados mediante la plataforma Illumina para determinar los
patrones de edicion que han tenido lugar. Estas lineas seran aclimatadas para su posterior cultivo y
evaluacion fenotipica en invernadero.

Proyecto AGL2017-86531-C2-1-R
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El gen NPR1 codifica un componente esencial de la respuesta SAR mediada por 4cido salicilico
(AS). Tras la infeccion por el patdogeno, la acumulacion de AS libera los monémeros NPR1 en el ci-
toplasma, los cudles son translocados al nucleo activando la expresion de genes relacionados con la
patogénesis (PR). La sobreexpresion del gen NPRI de Arabidopsis thaliana ha incrementado la re-
sistencia a hongos, bacterias y virus, en distintas especies. El objetivo de esta investigacion fue so-
breexpresar este gen en olivo con objeto de evaluar su efecto en la tolerancia a dos hongos de suelo,
el hemibiotrofo Verticillium dahliae (Vd), una de las mayores amenazas del cultivo y el necrotrofo
Rosellinia necatrix, un patégeno emergente en nuevas plantaciones. Se obtuvieron 3 lineas trans-
génicas, a partir de una linea embriogénica derivada de semilla del cv. Picual. Las lineas mostraron
diferencias en el nivel de expresion del transgen en hoja, aunque estas diferencias no afectaron a
los niveles de actividad endoquitinasa basal, similar a la de plantas control. La respuesta a Vd varid
con el patotipo; asi, todas las plantas murieron 50 dias tras su inoculacion con la cepa defoliante (D)
V-138. Por otra parte, la respuesta a patotipos no defoliantes (ND) también fue variable, en funcién
de la raza; tras la inoculacion con la cepa V1242 (ND, raza 2), los sintomas aparecieron transcurri-
dos 44-55 dias, siendo la linea NPR1-780, con mayor expresion del transgen, la que mostrdé menor
indice de severidad de la enfermedad. Esta linea también mostréo un comportamiento superior al
control tras la inoculacion con la cepa V1558 (ND, raza 1), aunque las diferencias no fueron tan
acusadas. En la respuesta a R. necatrix, las lineas transgénicas mostraron un ligero retraso en el
desarrollo de la enfermedad con valores AUDPC entre 7-15% inferiores al control.

Proyectos: Plan Nacional AGL2014-52518-C2-1-R; AGL2017-83368-C2-1-R y Junta de Andalucia P11-AGR7992.
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European chestnut is a tree species with a wide distribution and important economical and ecologi-
cal role in Europe. This species is seriously threatened by diseases and pests namely: ink disease/
root rot, caused by Phytophthora spp, blight disease, caused by the fungus Cryphonectria parasi-
tica, and more recently gall wasp caused by Dryocosmus kuriphilus. Genetic transformation with
antifungal genes could be an alternative to conventional breeding efforts. Recently Serrazina et al.
(2015) compared the root transcriptomes of C. sativa (susceptible species) and C. crenata (resistant
species) after P. cinnamomi infection and they have identified candidate genes associated with the
plant defenses differentially expressed after infection. One of these candidate genes is Ginkbilobin2
gene (Gnk2) which was found in seeds of the gymnosperm Ginkgo biloba and it is known to pos-
sess antifungal properties. The aim of the present study was to produce European chestnut somatic
embryos that overexpress the Cast Gnk2-like gene.

The Cast_Gnk2-like gene was cloned into pK7WG2D under the CaMV35S promoter using the
Gateway cloning system (Invitrogen, USA). The resulting plasmid was transferred into Agrobac-
terium tumefaciens strain EHA105. This plasmid also contains neomycin phosphotransferase 11
(nptll) gene as the selectable marker gene for kanamycin resistance and the green fluorescente
protein gene (gfp) as reporter marker gene. For transformation, explants consisted of small clumps
of 2 or 3 somatic embryos in globular or early-torpedo stage which were isolated from two chestnut
embryogenic lines. Explants were co-cultured for 5 days with Agrobacterium tumefaciens strain
EHA105pK7WG2D-GIN. The transformation efficiency (TE) was determined based on the fluores-
cence of surviving explants and was clearly genotype- dependent. The TE was 14.2% in CI-9 line
whereas in the CI-3 line was 2.5%. A total of 12 independent transformed lines were obtained and
the presence Gnk2 gene in genomic DNA was determined by PCR.

Serrazina, S., Santos, C., Machado, H., Pesquita, C., Vicentini, R., Pais, M.S., Sebastiana, M., Costa, R. (2015).
Castanea root transcriptome in response to Phytophthora cinnamomi challenge. Tree Genet. Genomes 11, 6. doi:
10.1007/s11295-014-0829-7.

This report was partially funded by MINECO (Spain) through the project AGL2016-76143-C4- 4-R.
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La encina (Quercus ilex L.) es una de las especies mas afectadas por el decaimiento conocido como
“la seca” producido, entre otros factores, por el oomiceto Phytophthora spp. Con este estudio se
pretende probar si la aplicacion de elicitores a embriones somaticos (SEs) de encina produce una
memoria epigenética, que a su vez induce una mayor tolerancia de esta especie al patdgeno.

La linea embriogénica E0O se elicitd durante 3 dias con 0 y 50 uM de metil jasmonato (MeJA) y
los embriones se transfirieron a medio de proliferacion (Martinez et al. 2015, Plant Cell Tiss Organ
Cult DOI 10.1007/s11240-015-0722-6). Después de 5 dias las muestras se sumergieron durante
3 horas en medio ESM liquido (Elicitin Secretion Medium, Horta et al. 2008, PMPP 73:48-57)
que contenia un 20% de extracto activo de Phytophthora cinnamomi (cepa 1630) y se volvieron a
depositar en medio de proliferacion durante 24 horas, tras las cuales, se liofilizaron para llevar a
cabo los andlisis.

Para estudiar las posibles modificaciones inducidas por la aplicacion del elicitor metil jasmonato se
ha evaluado la variacion en el contenido hormonal (ABA; salicilato y jasmonato) y en los perfiles
protedmico y fenolico de la linea EQO elicitada o no y enfrentada al oomiceto.

Los resultados obtenidos indican alteraciones en los niveles hormonales, fundamentalmente de
acido jasmonico en las lineas elicitadas y enfrentadas al oomiceto, expresion diferencial de 24 pro-
teinas, 7 de ellas relacionadas con respuesta a estrés bidtico y variaciones en algunos compuestos
fenodlicos.

Estos resultados sugieren que la elicitacion con MeJA activa los mecanismos de defensa ante la
infeccion por Phytophthora spp.

Agradecimientos. Dra. Paloma Abad del Instituto Agroforestal del Mediterraneo (UPV, Valencia) por facilitar la cepa de P,
cinnamomi. Dr. Mariano Toribio del Instituto Madrilefio de Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario y Agroalimentario
(IMIDRA) por la cesion de la linea embriogénica E00. Este trabajo esta financiado por el MINECO, la UE (AGL2016-

76143-C4-R), la Generalitat Valenciana (PROMETEOI1/2014/052) y por un contrato predoctoral a M.M.
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El cambio climatico esta condicionando la supervivencia y el rendimiento de plantaciones y recur-
sos forestales. Por consiguiente, la capacidad de las plantas para hacer frente a dichas variaciones
sera un factor determinante en los proximos afios. En este sentido, parece que los cambios epige-
néticos inducidos pueden ayudarnos a modular la capacidad adaptativa de las plantas, y ademas,
se ha demostrado que ciertos metabolitos, tales como azucares solubles y aminoacidos, toman
parte activa en procesos de respuesta a estrés abiotico y plasticidad fenotipica. Por ese motivo, en
este trabajo hemos investigado el efecto que la temperatura y la disponibilidad de agua durante la
iniciacion de la embriogénesis somatica de Pinus radiata puede tener durante las diferentes etapas
del proceso, ademas de evaluar si dicho efecto puede determinar el perfil metabolico y la organiza-
cion morfoldgica y ultraestructural de las masas embriogénicas generadas. Para ello se llevaron a
cabo dos experimentos de iniciacién aplicando temperaturas elevadas durante diferentes periodos
de incubacion (1. Experimento: 23°C, 12 semanas (control); 30°C, 4 semanas; 40°C, 4 dias; 50°C,
5 minutos/ 2. Experimento: 23°C, 12 semanas (control), 40°C, 4 horas; 50°C, 30 minutos; 60°C, 5
minutos). Los resultados indicaron que temperaturas moderadas durante largos periodos de tiempo
tienen un efecto negativo sobre la iniciacion y proliferacion debido a un incremento de células
suspensoras procedentes de eventos de muerte celular programada. Ademas de un aumento general
en productividad, los embriones procedentes de incubaciones bajo temperaturas extremas durante
periodos cortos de tiempo resultaron tener mayor vigor y mejores caracteristicas morfoldgicas.
Finalmente, entre las diferencias observadas en el perfil metabdlico, cabe destacar la acumulacion
de aminoacidos como la tirosina y la isoleucina, o la acumulacion de compuestos fenolicos, meta-
bolitos involucrados en respuestas de reajuste osmoético, antioxidante y en la sintesis de metabolitos
secundarios.

AGRADECIMIENTOS: Este trabajo ha sido financiado por MINECO (Gobierno de Espana) (AGL2016-76143-C4-3R),
BIOALI-CYTED (P117RT0522) y DECO (Gobierno Vasco, “Ayudas de formacion a jovenes investigadores y tecndlogos”).
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Incremento de tolerancia a salinidad en patrones de citricos mediante
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Aumentar la tolerancia a la salinidad en citricos es uno de los principales objetivos de cualquier
programa de mejora de patrones. Sin embargo, debido a que este es un proceso en el que intervie-
nen multiples mecanismos, la mejora clasica se encuentra limitada, tomando mayor protagonismo
técnicas alternativas como la mutagénesis por rayos gamma. Asi, tres mutantes obtenidos por rayos
gamma (MM3B, MM4B, MM5B) de Citrus macrophylla que habian sido seleccionados previa-
mente in vitro por su capacidad para hacer frente al estrés salino, se cultivaron in vitro junto con
explantos de Citrus macrophylla, como control, a una concentracion de NaCl de 60 mM. Después
de 8 semanas de cultivo, se tomaron datos sobre la tasa de proliferacion y el nimero de hojas
dafiadas para evaluar los efectos producidos por la salinidad en el medio de cultivo. Ademas, se
cuantifico el contenido en prolina, Na+, Cl- y NO3-. En las condiciones salinas analizadas, todos
los mutantes mostraron un mejor comportamiento que Citrus macrophylla, con mayores tasas de
multiplicacion. MM5B mostré menos dafio en hoja y un mayor contenido en prolina en condiciones
de estrés salino que el resto de mutantes y Citrus macrophylla, mientras que no se encontraron
diferencias, para esta variable, en el resto de mutantes entre condiciones control y de salinidad.
Ademas, aunque se detecté una acumulacion similar de los iones Na+ y Cl-, la concentracion de
NO-3 fue mayor en plantas mutantes que en Citrus macrophylla, en condiciones salinas, lo que les
confiri6 una ventaja adicional contra el estrés salino. Asi, aunque el global de los mutantes tuvieron
mejor comportamiento en condiciones de salinidad que los explantos de Citrus macrophylla, el
mutante MM5B fue con certeza el que produjo mejores resultados siendo un gran candidato para
estudiar los mecanismos que confieren tolerancia a salinidad en citricos.
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Caracterizacion fenotipica, celular y genética de un mutante de tomate
con desarrollo helicoidal
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El mutante recesivo 1425-MM exhibe un desarrollo helicoidal de sus érganos, motivo por el cual lo
denominamos corkscrew (crs). En plantulas cultivadas in vitro el rasgo se manifiesta por una débil
curvatura en los cotiledones y primeras hojas y un marcado crecimiento helicoidal del hipocétilo.
En las hojas adultas la ldmina foliar se curva y el desarrollo helicoidal es atin mas evidente en el
raquis, asi como en el tallo de las plantas crs cultivadas in vivo. Sorprendentemente, el crecimiento
helicoidal se manifiesta también en los verticilos de la flor. Los sépalos y pétalos se curvan lige-
ramente a lo largo de su superficie, excepto en su parte terminal que se curva totalmente hacia la
cara abaxial. El cono estaminal parece normal en su parte basal pero tiene un marcado desarrollo
helicoidal en su extremo distal.

Los analisis de citometria de flujo no revelaron diferencias en el patron de mixoploidia en diferen-
tes zonas del tallo de crs con respecto al WT, lo que sugiere que el fenotipo no se debe a diferencias
en la progresion mitdtica. Subsiguientemente, estimamos el tamafio celular en cortes longitudinales
y transversales del tallo. Las células del cortex de crs tenian una anchura ligeramente menor y una
similar longitud. En cambio, las células de la médula eran mucho mas estrechas y dos veces mas
largas, lo que provoca ondulaciones en las lineas de células que generan el fenotipo helicoidal. Asi
pues, en contraste con los mutantes spirall y spiral2 de Arabidopsis, en los que el crecimiento he-
licoidal estd asociado a un menor crecimiento anisotropico, en el mutante crs de tomate el fenotipo
parece deberse al mecanismo opuesto, es decir, a un incremento en la anisotropia celular. Actual-
mente estamos abordando la identificacion del gen responsable de este fenotipo peculiar mediante
mapeo por secuenciacion.

Los autores agradecen al MINECO la concesion de los proyectos AGL2015-64991-C3-3 y AGL2015-64991-C3-1 que han
sido cofinanciados con fondos FEDER. Marybel Jaquez agradece a CONACYT la concesion de una beca.
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Genetically engineered resistance to sharka disease in apricot
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Sharka disease is caused by the Potyvirus Plum pox virus (PPV) and induces severe damage in
apricot (Prunus armeniaca L.), that seriously affects yield. One of the main objectives of apricot
breeders is to obtain plants resistant to sharka disease. The aim of this work is to produce apricot
plants resistant to PPV by genetic transformation using a vector designed for silencing virus ge-
nome, which has been successfully used in tobacco and plum. Hypocotyls sections from mature
apricot seeds (‘Canino’ cv.) were infected with the EHA105 strain of Agrobacterium tumefaciens
harbouring the binary vector h-UTR/P1 (Di Nicola-Negri et al., 2005), following a procedure pre-
viously described (Wang et al., 2011). The vector produces self-complementary RNA that includes
the no-translatable 5’ region and part of the P1 gene (nt 1-733) of PPV-M [SPaVe44. Three apricot
transgenic lines were generated and the presence of the transgenes was tested by PCR. The lines has
been in vitro propagated and evaluated by in vitro micrografting using as rootstock shoots of peach
GF305 infected with PPV (Garcia-Almodovar et al., 2015). After 42 weeks from the micrografting
the virus was not detected in most of the evaluated shoots of the three lines, whereas all non-trans-
formed shoots controls showed the presence of the virus when evaluated by RT-PCR. Plants of
all lines were rooted and acclimatized for their inoculation with PPV under greenhouse conditions
following previously published methodology (Rubio et al., 2013). Inoculated plants were subjec-
ted to vernalization in a cool chamber for two months and then transferred to the greenhouse for
four months to resume the cycle of growth. After two cycles of vernalization and growth lack of
symptoms and negative DASI-Elisa results were observed in infected plants of one line. However,
positive and negative results in the analyzed plants of the others lines were obtained. More vernali-
zation cycles are required to properly evaluate sharka resistance in apricot plants.
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Cell culture initiation from isolated tamarillo (Solanum betaceum Cav.)
protoplasts
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Solanum betaceum (Cav.), commonly known as tamarillo or tree tomato, is a Solanaceae that pro-
duces edible fruits with economic interest. The low genetic variability observed in natural popu-
lations of this species, due to natural inbreeding, imposes limitations to breeding programs, which
can be overcome through the combination of classical and biotechnological approaches. Protoplasts
have a large potential for plant breeding since they can be used for genetic transformation, somatic
hybridization and single cell regeneration. Few data are available over the isolation, culture and re-
generation from protoplasts of tamarillo. Previous work carried out in our lab allowed the isolation
of protoplasts but without further division. Now we present the first results showing cell division in
cultured protoplasts of tamarillo from in vitro established shoots and embryogenic cell lines.

Protoplast isolation was achieved using a combination of 2% (w/v) cellulase “Onozuka” R-10 and
0.5% (w/v) macerozyme R-10 on isolation solution buffer (0,4M manitol, 20mM MES—- KOH, 20
mM KCl, 0.1% BSA e 10mM CaCl2), overnight at 27°C, in the dark with agitation. Following di-
gestion of the cell wall protoplasts were purified under centrifugation at 100g for Smin. Protoplasts
settled in an interphase band being removed to fresh medium of the same composition of the isola-
tion solution but without the enzymes. Average yields, evaluated by direct counting in a hemocy-
tometer, gave a number of 6.608+5,821 x 105 protoplasts g'FW. Viability assays, using Calcofluor
White as well as blue Evans staining, showed that viable cells reached values of 50.51£28.12%.

Isolated protoplasts were cultured in several conditions to test variables such as basal media, cultu-
re media additives, plant growth regulators and agarose embedding versus liquid culture. BS basal
medium, supplemented with 0.1mg/L 2,4-D, 1.0mg/L NAA and 1.0mg/L BAP, showed the best
results, with cell wall formation and cell divisions being observed after 7days of culture.

Acknowledgments: This work was supported by the project PTDC/BAA- AGR/32265/2017 "Tamarillo breeding: better
plants for better products".
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La transformacion con Agrobacterium rhizogenes ha sido utilizada como herramienta para estudios
de genomica funcional en raices (Collier et al. 2005 Plant Journal 43:449-457; Baranski et al. 2006
Plant Cell Reports 25:190-197). La obtencion de plantas compuestas de olivo (sistema radicular
transgénico y parte aérea no transgénica), mediante esta técnica, seria de gran ayuda para estudiar
la interaccion de esta especie con los patogenos de suelo Verticillium dahliae y Rosellinia necatrix.
En este trabajo, se presentan las primeras aproximaciones para la transformacion de brotes micro-
propagados de olivo mediante 4. rhizogenes. Se han utilizado 2 genotipos procedentes de semilla
del cv. Picual, uno con baja capacidad de enraizamiento, P1, y otro, con alta capacidad, P138, y dos
cepas de A. rhizogenes: A4, que contiene el plasmido silvestre Ri, y K599, con el plasmido binario
pKGWFS7.0-35SP, que incluye el gen marcador gfp. En el caso del genotipo P1, en la fase de
co-cultivo con la bacteria, se afiadieron al medio 3 mg/l AIB, para facilitar la formacion de raices.

En el genotipo P138, se obtuvo un 100% de enraizamiento tanto en el tratamiento control como
en el de brotes infectados con la cepa A4; sin embargo, aquéllos inoculados con la cepa K599 sélo
alcanzaron un 70% de enraizamiento. Asimismo, se observo que el 61% de las raices obtenidas tras
la infeccion con K599 mostraron fluorescencia verde bajo el microscopio confocal. En el genotipo
P1, el 60% de las plantas control formaron raices, frente al 10% de plantas infectadas con A4 y
ninguna con la cepa K599. La naturaleza transgénica de las raices obtenidas tras la infeccion con
A4, en ambos genotipos, se evaluara mediante amplificacion por PCR del gen RolB.

Proyectos: PLAN NACIONAL AGL2017-83368-C2-1-R y JUNTA DE ANDALUCIA AVA201601.14 (20% Junta de
Andalucia-80% FEDER).
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Identificacion de modificadores epigenéticos que actian como
inductores de la embriogenésis de la microspora en trigo
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La embriogénesis de la microspora se basa en el cambio de patron de desarrollo del polen inmaduro
hacia una ruta embriogénica. La activacion del nuevo programa de desarrollo se caracteriza por
una reorganizacion de la cromatina y una alteracion de la expresion génica. Las modificaciones
post-traduccionales de histonas y la metilacion del DNA son dos de los principales mecanismos de
regulacion epigenética implicados en la embriogénesis de la microspora [1].

Para inducir la embriogénesis de la microspora se usa normalmente un tratamiento de estrés. En
estudios recientes se ha descrito que la aplicacion de modificadores epigenéticos, como el inhibidor
de las histona deacetilasas Tricostatina A (TSA), también tienen un efecto inductor y pueden au-
mentar la eficiencia del proceso en distintas especies vegetales, entre las que se encuentra el trigo

[2].

En este estudio se ha realizado un cribado de modificadores epigenéticos para la identificacion de
inductores de la embriogénesis de la microspora con mayor potencial que la TSA. Se ha analizado
el efecto de cuatro nuevos compuestos sobre el nimero de divisiones y estructuras pro-embriogé-
nicas obtenidas a lo largo de los 10 primeros dias de cultivo en dos cultivares de trigo de diferente
respuesta androgénica.

En el cultivar de alta respuesta, tres de los compuestos indujeron un mayor niimero de estructuras
pro-embriogénicas respecto al control, siendo uno de ellos superior a la TSA. Este compuesto fue
el unico que tuvo un efecto inductor en el cultivar de baja respuesta, obteniéndose valores mas altos
que los de la TSA. Los resultados obtenidos han permitido identificar un modificador epigenético
con un efecto inductor de la embriogénesis de la microspora en trigo mayor que el de la TSA.

[1]: Testillano, P.S. (2019). Microspore embryogenesis: targeting the determinant factors of
stress-induced cell reprogramming for crop improvement. Journal of Experimental Botany, ery464.

[2]: Jiang, F., Ryabova, D., Diedhiou, J., Hucl, P., Randhawa, H., Marillia, E-F., Foroud, N.A., Eu-
des, F., Kathiria, P. (2017). Trichostatin A increases embryo and green plant regeneration in wheat.
Plant Cell Rep 36:1701-1706.
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High temperatures during maturation produce different somatic
embryo morphologies and yields in Pinus spp.
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In the context of current climate change, the development of techniques to generate stress- tolerant
plants is of vital importance. For this purpose, we have used somatic embryogenesis as a biote-
chnological tool to try to induce tolerance to abiotic stress. The conditions of cultivation at the
maturation stage are crucial for the development of well-formed somatic embryos and plants. The
objective of this study was to evaluate the influence of high temperaturesat the maturation phase
both for P. radiata and P. halepensis, on this phase and on the subsequent phases of the process. In
order to accomplish this goal, six embryogenic lines for each species, were subjected to maturation
at four different temperatures (23, 40, 50 and 60°C) during different incubation periods (6 weeks,
90, 30, 5 min, respectively). It was observed that embryos with normal and aberrant features were
formed. With the increase of the temperatures, there was an increase in width and length of the
embryos, in both species. The number of somatic embryos did also increase as the temperature
increased. Therefore, further studies are being carried out to evaluate and quantify the influence
of temperature on the production of metabolites and the genetic integrity of the embryos; also the
effect of the temperatures during maturation stage in the following phases of the process and in the
stress tolerance of the generated plants will be studied.

AGRADECIMIENTOS: Este trabajo ha sido financiado por MINECO (Gobierno de Espafia) (AGL2016-76143-C4-
3R), BIOALI-CYTED (P117RT0522) y DECO (Gobierno Vasco, “Ayudas de formacion a jovenes investigadores y
tecnologos™).
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La mutacion Arlequin confiere cambios en la arquitectura radicular y
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Arlequin (Alg) es un mutante insercional de tomate cuyos sépalos se convierten en 6rganos analo-
gos a un fruto (Pineda et al, 2010). El cambio en el programa de desarrollo de los sépalos de Alq se
debe a la expresion ectopica de un gen MADS-box (i.e. ARLEQUIN (ALQ)/TAGLI) que desempe-
fia un papel clave en el proceso de maduracion (Giménez et al, 2010). A diferencia de lo que ocurre
con otros genes implicados en el proceso de maduracion (i.e. RIN o CNR), 4ALQ también actua en
el desarrollo temprano del carpelo, coincidiendo con el estadio de proliferacion celular que tiene
lugar en la etapa posterior a la antesis. En este contexto, Ribelles et al (remitido) han mostrado que
la mutacion Alg incrementa la tasa de cuajado de fruto como consecuencia de eventos de division
celular en el pericarpio del ovario previos al proceso de polinizacion, lo que parece estar mediado
principalmente por un notable incremento de los niveles de citoquinina.

Moreno-Risueno et al (2010) demostraron que los ortdlogos de ALQ en Arabidopsis (i.e. SHAT-
TERPROOF1 (SHP1) y SHP2) participan en el desarrollo radicular, actuando junto con el gen AU-
XIN RESPONSIVE FACTOR7 (ARF7) en una misma ruta para producir periddicamente regiones
de pre-ramificacion radicular. El trabajo que presentamos en esta comunicacion esta relacionado
con la caracterizacion de la arquitectura radicular de A/q y la evaluacion del mutante en condiciones
de estrés osmotico. Los resultados indican que la mayor expresion del gen ALQ confiere cambios
en la arquitectura de la raiz y que el mutante Alg es capaz de tolerar mejor las condiciones de estrés
osmotico. Estos resultados sugieren que el mayor nivel endogeno de citoquininas y/o una arquitec-
tura radicular mas favorable podrian determinar un mejor comportamiento del mutante bajo ciertas
condiciones de estrés abidtico.
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Embriogénesis somatica, priming y termotolerancia en pino maritimo
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Estudios recientes han demostrado que la aplicacion de estimulos externos durante la fase de de-
sarrollo de los embriones zigéticos y/o somaticos produce cambios epigénéticos que estimulan
respuestas de adaptacion de las plantas ante posteriores situaciones de estrés. El objetivo de este
trabajo es producir plantas de pino maritimo (Pinus pinaster Aiton) mejor adaptadas a condiciones
de estrés térmico aplicando choques térmicos durante la fase de induccion de la embriogénesis
somatica.

Se aislaron megagametofitos de semillas inmaduras de pino maritimo y se les aplicé un choque
térmico inicial de 37 o 50°C (priming). Posteriormente, se cultivaron siguiendo el protocolo de
embriogénesis somatica desarrollado por nuestro grupo hasta la produccion de plantas (Arrillaga
et al. 2019).

En general el priming disminuy¢ la frecuencia de induccion embriogénica aunque se obtuvieron
plantas de todos los tratamientos.

Las plantas derivadas de megagametofitos primados a 37 y 50°C presentaron una mayor expresion
del gen WRKY, que codifica un factor de transcripcion implicado en la activacion de genes de res-
puesta al calor, en las plantas in vitro generadas tras la maduracion. Dicha expresion se mantuvo en
las plantas una vez transferidas al invernadero.

En un ensayo posterior, se aplicd un estrés prolongado de calor durante 12 dias (45°C durante 3
horas al dia) a plantas primadas y control tras dos afios de su transferencia al invernadero. Se mi-
dieron en estas plantas varios parametros relacionados con el ajuste osmotico, la fotosintesis y la
expresion de HSP70, proteina de respuesta a calor, antes de iniciar el experimento, al finalizar el
estrés (T12) y 14 dias después para ver la recuperacion.

Los resultados obtenidos apuntan a que el priming en la fase de induccion de embriogénesis soma-
tica origina plantas mejor adaptadas a elevadas temperaturas.

Referencias
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10.3389/fpls.2019.00138.

Agradecimientos. Este trabajo esta financiado por el MINECO, la UE (AGL2016-76143-C4-R), la Generalitat Valen-
ciana (PROMETEOII/2014/052).

58



\ 4
XIll Reunién de la SECIVTV: “Retos del cultivo de tejidos vegetales en la era de la bioeconomia”, Vitoria-Gasteiz 2019 SECIVTV2019

Effects of environmental stress in Pinus halepensis somatic
embryogenesis

Catia PEREIRA™M @, Ttziar A. MONTALBAN®), Tomas GOICOA®, Maria Dolores UGARTE®,
Sandra CORREIA®), Jorge CANHOTO®, Paloma MONCALEAN®

(M Neiker-Tecnalia. Centro de Arkaute. Apdo. 46. 01080 Vitoria-Gasteiz. Spain. pmoncalean(@
neiker.eus

@ Centre for Functional Ecology, Department of Life Sciences, University of Coimbra, 3000-456
Coimbra. Portugal. jorgecan@uc.pt

® Department of Statistics, Computer Science and Mathematics, Universidad Publica de Navarra,
Pamplona, Spain

Somatic embryogenesis (SE) has been a worldwide used technology tool that offers the capacity to
propagate a large number of plants with improved characteristics that can increase forest produc-
tivity.

Aleppo pine (Pinus halepensis Mill.), native to the Mediterranean basin, is a drought- tolerant
species with high plasticity to grow in a wide diversity of soils and susceptible to be used in large
afforestations in a future scenario of climate change.

In order to establish and improve a regeneration protocol for Pinus halepensis and to assess the
effect of different temperatures and water availabilities in the success along the process, two sepa-
rate experiments with manipulation of environmental conditions were made.

In the first experiment different temperatures (18, 23 and 28 °C) and different agar concentrations
(2,3 and 4 g L") were tested during the initiation stage of Aleppo pine SE. In the second, the chan-
ges in temperatures (18, 23 and 28 °C) and agar concentrations (3.5, 4.5 and 5.5 g L) were tested
during the proliferation stage.

It was found that environmental conditions during the initiation stage of Pinus halepensis SE in-
fluence the success of initiation and proliferation, with the induction of SE with lower water avai-
lability (4 g L' of gellan gum) increasing the initiation rates (49 %). On the other hand, mani-
pulation of environmental conditions during proliferation of embryonal masses caused an effect
after several months in the production of somatic plants. The best results were obtained when the
embryonal masses were cultured at the lowest temperature, since embryonal masses proliferated at
18°C showed a significantly higher ex vitro survival (69.5%) and water availability was lowered,
once the highest germination rates were achieved with the concentration of 5.5 g L' of gellan gum.

AGRADECIMIENTOS: Este trabajo ha sido financiado por MINECO (Gobierno de Espana) (AGL2016-76143-C4-
3R), BIOALI-CYTED (P117RT0522) y DECO (Gobierno Vasco, “Ayudas de formacion a jovenes investigadores y
tecndlogos”).
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Dos de los problemas del crecimiento urbano son la escasez de espacios verdes y el aumento de la
temperatura, lo que conduce a una reduccion de la calidad medioambiental de las ciudades. Para la
mejora de estas condiciones, la incorporacion de cubiertas vegetales en los edificios se ha converti-
do en una medida de sostenibilidad aplicada a la nueva construccion o rehabilitacion de edificios, lo
que proporciona ventajas econdmicas y ecologicas, y mejora el balance energético de los edificios.
En este sentido, tanto en los paises mas calidos como en los mas frios, las cubiertas vegetales pro-
tegen a los edificios acumulando calor en invierno o protegiéndolos de la radiacion solar durante
las estaciones mas calidas. Algunas especies del género Sedum, como por ejemplo S. sediformey S.
album, son especialmente interesantes para su implantacion en una cubierta vegetal, ya que tienen
un sistema radicular no agresivo y superficial, alta tolerancia a la sequia, pocos requerimientos
nutricionales, elevada resistencia a plagas y enfermedades, y una capacidad especial para modificar
su sistema metabolico durante periodos de sequia.

Con el fin de abrir una via alternativa a los métodos de propagacion tradicionales, en este estudio
se ha abordado la micropropagacion de dos ecotipos de S. sediforme y S. album oriundos de la
Comunidad Valenciana, empleando como material de partida tanto brotes axilares como hojas de
plantas establecidas in vitro. Describimos el efecto de los reguladores de crecimiento sobre la res-
puesta morfogenética y las condiciones mas asequibles para abordar todas las fases del proceso de
micropropagacion de S. sediforme 'y S. album.
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El enraizamiento adventicio es un proceso complejo y de gran interés para la propagacion vegetati-
va de arboles adultos seleccionados. La concentracion de auxina y su modo de aplicacion influyen
en la formacion del sistema radicular y en la calidad del brote enraizado.

En este estudio se evaluaron diferentes concentraciones de auxina y tiempos de aplicacion en dos
clones de castafio (P1 y P2) y uno de roble (Sainza), establecidos in vitro a partir de renuevos
basales de arboles adultos. Ademas, se evaluo la actividad de dos compuestos derivados de urea
(2,3-MDPU y 3,4-MDPU), que han demostrado tener efectos beneficiosos en el enraizamiento de
otras especies (Brunoni et al. 2014; Ricci et al. 2016).

El 4cido indol-butirico se aplico: a) mediante inmersion basal de los brotes en disoluciones de
concentracion elevada de auxina (2450 y 4900 uM) durante 1 minuto, b) afladiendo la auxina al
medio de cultivo durante 24 h (50, 75 y 125 pM) y c) afiadiendo la hormona durante 5 dias (25
uM) y en oscuridad. Ademas, se estudio la aplicacion de MDPUs durante las primeras 24 horas del
tratamiento de auxina o durante todo el periodo de enraizamiento, asi como durante 5 dias en brotes
tratados con auxina 25 uM.

En los brotes tratados con auxina durante 24 h los porcentajes de enraizamiento aumentaron con la
concentracion de auxina. La aplicacion de MDPU no supuso diferencias significativas en las tasas
de enraizamiento y niimero de raices, pero mejoro el sistema radicular (reduccion del callo basal y
raices aéreas, aumento de raices laterales), redujo la necrosis apical y aumento el nimero de brotes
que reemprendieron el crecimiento. En general, 3,4-MDPU demostré tener un mayor efecto en la
calidad del sistema radicular y del brote enraizado.

Ricci et al. (2016). PCTOC 126:411-427.

Brunoni et al. (2014) PCTOC 118: 111-124.
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En este estudio se ha trabajado con dos tipos de explantos provenientes de semillas maduras (hipo-
cotilos y cotiledones) de tres especies diferentes dentro del género Prunus, P. domestica (genotipo
‘Stanley’), P. cerasifera (genotipos ‘Adara’, ‘Ademir’, ‘Mirobolan B’ y ‘Mirobolan 29C’) y P.
insititia (genotipo ‘Pixi’).

Ambos tipos de explantos se cultivaron en medio de regeneracion (SRM) descrito anteriormente en
Petri et al. (2008). Se aplicaron dos tratamientos diferentes (1: los explantos se cultivaron directa-
mente en SRM, o 2: Los explantos se cultivaron durante 3 dias en SRM con la adicion de 9,05 uM
acido 2,4-diclorofenoxiacético y posteriormente en SRM) y se observo periodicamente la regene-
racion adventicia de yemas hasta 6 semanas después del inicio del experimento.

El analisis de los datos mostrd que el tratamiento con acido 2,4-diclorofenoxiacético aumento el
porcentaje de explantos regenerantes en los dos tipos de explantos para todos los genotipos estu-
diados. Cuando el explanto utilizado fueron secciones de hipocdtilos el incremento fue estadisti-
camente significativo (P = 0,05) en todos los casos excepto para el genotipo ‘Adara’ y ‘Ademir’
(P =0,2). En cotiledones el aumento en la frecuencia de organogénesis fue mas acusado en todos
los genotipos (P < 0,05). Incluso, en cotiledones de los genotipos de Prunus cerasifera ‘Ademir’ y
‘Mirobolan B’, el pulso con acido 2,4-diclorofenoxiacético resulto critico, y solamente se observo
organogénesis cuando este se aplico.

Estos resultados son de especial interés ya que muestran un factor clave para la estimulacion de la
organogénesis en especies recalcitrantes, como es el caso de Prunus spp.

Referencias:

Petri C, Webb K, Hily J-M, Dardick C y Scorza R (2008) High transformation efficiency in plum
(Prunus domestica L.): A new tool for functional genomics studies in Prunus spp. Molecular Bre-
eding, 22(4): 581-591
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Estudio preliminar de la influencia de las poliaminas sobre la
regeneracion adventicia de explantos de limonero
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La regeneracion de plantas in vitro se ve alterada en ocasiones por la produccion de etileno en al-
gunos genotipos. La sintesis de etileno esta ligada metabolicamente a la de las poliaminas, ya que
utilizan como precursor el intermediario S-adenosilmetionina (SAM). El objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto de las poliaminas sobre la regeneracion adventicia en limonero. Para llevar a
cabo este experimento, se utilizaron tres tipos de poliaminas, en cuatro concentraciones distintas:
putrescina (0, 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM), espermidina (0, 0,3 mM, 0,6 mM, 0,9 mM, 1,2 mM)
y espermina (0, 0,2 mM, 0,4 mM, 0,6 mM 0,8 mM). El estudio se realiz6 con segmentos nodales
de explantos de dos variedades de limonero: ‘Fino 49’ y ‘Verna 51°, a los cuales se les elimind
previamente las yemas pre-existentes. Como resultado, en ‘Verna 51’ se observo un efecto positi-
vo de las concentraciones mas bajas de poliaminas sobre el porcentaje y la tasa (n° yemas totals/
n° explantos) de regeneracion. Los mejores resultados se obtuvieron con 0,3 mM de espermidina,
aumentando el porcentaje de regeneracion en un 47% y la tasa de regeneracion en un 67%, con
respecto al control. Sin embargo, en los explantos de ‘Fino 49’ se vio reducida la capacidad de
regeneracion en todos los tratamientos con poliaminas. Ademads, se observo que altas concentra-
ciones de putrescina producian la muerte de los explantos de ‘Verna 51°, no ocurriendo lo mismo
en ‘Fino 49°, indicando asi una importante diferencia en la sensibilidad a esta poliamina segtn el
genotipo. En vista de los resultados obtenidos, seria interesante evaluar el efecto de las poliaminas,
en el medio de regeneracion, sobre los niveles de etileno producidos por los explantos de limonero
durante el proceso de organogénesis.
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Caulerpa cylindracea and Asparagopsis taxiformis are both invasive seaweeds representing a ma-
jor threat to indigenous species and the native ecosystems of certain regions of the Mediterranean
Sea.

This work examines the possibility of adding value to this abundant biomass in the fields of in vitro
culture and plant protection.

Results showed that using a 10% aqueous extract from C. cylindracea and A. taxiformis to in vitro
culture media enhanced the regeneration percentage of apricot hypocotyl slices, as well as the
diameter of explants and the number of regenerating buds per explant.

The combination of each extract with an increasing concentration of conventional plant growth
regulators further significantly enhanced most of these parameters.

In addition, the data showed that soaking seeds of Nicotiana benthamiana in a 1.5% solution of
aqueous extracts of C. cylindracea resulted in seedlings with reduced disease severity, when inocu-
lated with the plum pox virus.

These observations demonstrated that it would be possible to transform and perhaps manage the
biomass of these invasive algae, which could pave the way to multiple valorizations.

Acknowledgements: MF was supported by the University Chouaib Doukkali, El Jadida (Morocco). The authors want
to thank Dr. Alfonso Albacete for his technical assistance with the hormonal analysis. This work was partially suppor-
ted by the project INIA RTA2017-00011- C03-02 (co-financed by FEDER funds).
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Existen diferentes factores que determinan la induccion de la androgénesis en el cultivo de micros-
poras aisladas. Entre estos factores, el contexto osmotico al que se ven sometidas las células en
cultivo podria tener un papel importante. Sin embargo, este aspecto no ha sido todavia estudiado
detalladamente. En este sentido, el objetivo del presente trabajo es estudiar la evolucion de la osmo-
lalidad interna de las microsporas y del medio en cultivos in vitro de microsporas. En primer lugar,
hubo que poner a punto un método eficiente de homogeneizacion de las microsporas, evaluando y
adaptando algunos de los utilizados previamente para otros materiales vegetales. Posteriormente, se
uso este método para analizar la osmolalidad interna de las microsporas recién aisladas, asi como
la evolucion de la osmolalidad interna de las microsporas y del medio en diferentes etapas del de-
sarrollo de las microsporas en cultivo.

Comparando los distintos métodos de homogeneizacion se concluy6 que los valores de osmolalidad
de las microsporas recién aisladas dependen del método usado para la extraccion del contenido
intracelular. De entre los diferentes métodos probados, la aplicacion de ciclos frio-calor fue lo mas
efectivo, ya que los valores medios de osmolalidad obtenidos fueron significativamente superiores
y, por tanto, ofrecid un mayor poder de discriminacion entre muestras. En cuanto al estudio de la
osmolalidad de las microsporas recién aisladas, se observo que no existen diferencias significati-
vas entre microsporas en diferentes etapas del desarrollo gametofitico. Sin embargo, el cultivo in
vitro si afect6 a su osmolaridad, de modo que las microsporas correspondientes a etapas de mayor
respuesta embriogénica mantuvieron su osmolalidad interna de forma mucho mas estable que los
que responden menos, que acabaron igualando sus osmolalidades con la del medio de cultivo. Es
decir, existe una clara relacion entre el mantenimiento de la osmolalidad interna y la respuesta
embriogénica.
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La iluminacion mediante LEDs permite ahorrar costes y estudiar la influencia de las caracteristicas
espectrales de la luz en el cultivo in vitro y en la micropropagacion de plantas.

Hasta ahora, la iluminacion a partir de tubos fluorescentes “cool-white” ha sido considerada estan-
dar y, en nuestro caso, los resultados han sido satisfactorios. Para obtener protocolos de propaga-
cion masiva de brotes de gran calidad para el patron de pistacho hibrido UCBI1 (Pistacia atlantica x
P. integerrima) es interesante el estudio del efecto de diferentes tipos de iluminacion LEDs. En este
trabajo se han comparado tres tipos de luz blanca: fria (>5000°K), neutra (3800- 4500°K) y calida
(2800-3500°K) ajustando su intensidad PAR a 35 micromol m™ s™'. Como control se ha utilizado la
iluminacion con tubos fluorescentes “cool-white”.

Los brotes de UCBI se han cultivado en las condiciones estandar solidificando el medio empleado
con Difco-Bacto agar al 0.7% y subcultivando cada 3 semanas. Se ha partido de 20 apices de brotes
iniciales (5 apices/frasco y 4 frascos/tratamiento) y en cada subcultivo se ha mantenido todo el ma-
terial obtenido eliminando los apices necrosados. Al final del subcultivo 4 se han tomado los datos
del nimero de brotes totales, nimero de brotes con apices necrosados y nimero de brotes > 25 mm
destinados a estudios de enraizamiento.

Los resultados muestran que con la luz calida la tasa de multiplicacion ha sido inferior al control y
con un elevado porcentaje de brotes con necrosis apical (>35%), mientras en los demas casos ha
sido similar. El porcentaje de brotes sanos con luz fria ha sido cercano al 100%, mejorando al con-
trol. Sin embargo, el tipo de iluminacion no afect6 al enraizamiento in vitro.

La temperatura de color de los LEDs blancos ha influido claramente en la tasa de multiplicacion y
en la calidad de los brotes.
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La iluminacién artificial, como complemento de la luz natural o como la Unica fuente controlada de
un sistema, se ha utilizado en la horticultura para modificar el fotoperiodo de un cultivo y aumentar
su productividad.

La adaptacion cromatica de la luz aplicada a este sector comenz6 con el desarrollo de filtros foto-se-
lectivos y de conversion de espectro. Hoy dia, la principal opcion tecnoldgica, debido a la eficiencia
energética, la baja generacion de calor y la alta capacidad de control y regulacion, son los LED
monocromaticos de alta potencia.

En la horticultura en general, y en el Cultivo de Tejidos in vitro en particular, estos dispositivos
permiten un control mas preciso del crecimiento y desarrollo de la planta, que el uso de luz blanca
convencional, que cubre la mayor parte del espectro visible. Sin embargo, los resultados pueden
mejorarse caracterizando adecuadamente la respuesta de cada especie a las diferentes frecuencias
de radiacion luminica, estableciendo qué condiciones concretas de intensidad de luz y longitud de
onda son las mas adecuadas para cada proceso de crecimiento y desarrollo. El uso preciso de esta
informacion nos podria permitir manipular la fotomorfogénesis y maximizar la productividad y la
rentabilidad de una instalacion, con reduccion de los costes de energia, ya que toda la luz emitida
estaria en el rango de espectro de mayor interés para la planta en cada momento.

Se ha estudiado el efecto de la iluminacion LED sobre la multiplicacion in vitro de terebinto, fresa
y rosal. Utilizando lamparas con pequefios saltos de longitud de onda predominante en los dos seg-
mentos del espectro visible mas influyente en el desarrollo de plantas: el rojo (630 - 660 nm) y el
azul (480 - 450 nm), los resultados obtenidos caracterizan a las especies, que muestran diferentes
predilecciones de los espectros de luz.

Este trabajo ha sido financiado con fondos INIA-FEDER (proyecto RTA2016-00056-C02-01).
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Somatic embryogenesis (SE) is an effective tool for cloning and large-scale propagation as shown
for many species, including many trees. In the solanaceous tree tamarillo (Solanum betaceum Cav.)
plant cloning through SE is based on a well-established protocol involving two steps. In the first
one embryogenic calli, formed by proembryogenic masses of cytoplasmic-rich cells containing
large nuclei can be induced from young leaf segments or zygotic embryos in an auxin-containing
medium (2,4-D or Picloram) supplemented with high sucrose levels (0.3M). These calli can be
kept in the same medium through 4-5week subcultures, maintaining their embryogenic potential.
Following transfer to an auxin-free medium containing lower sucrose levels (0.1M), proembryo-
genic masses evolve into somatic embryos that germinate and produce plants. Main drawbacks of
this system are the high frequency of abnormal embryos as well as arrested somatic embryo de-
velopment. To optimize somatic embryo development and plant regeneration several experiments
were carried out.

Different embryogenic lines derived from SE leaf induction with different times of culture (1 to 5
years) were treated with 20 uM 5-azacitidine, 0.05 pM trichostatin A for 2 days and washed with
0.2% (w/v) activated charcoal, before being transferred to auxin-free conversion media. Activated
charcoal treatment presented a higher number of somatic embryos reaching 46 embryos per 100mg
of calli in one line, but only the trichostatin A and the 5-azacitidine treatments allowed the efficient
conversion of somatic embryos into plantlets with a germination rate of 54.5% and 26.3%, respecti-
vely. Scanning electron microscopy, histology and gene expression analysis were made to evaluate
embryo quality. Successfully acclimatized plantlets from calli previously subjected to the different
treatments were compared with plants from non-treated calli and with plants from zygotic origin.
Preliminary results show that SE- derived plants have a similar development when compared to
seed-derived plants.

Acknowledgments: This work was supported by the project PTDC/BAA-AGR/32265/2017 "Tamarillo breeding:
better plants for better products".
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Tamarillo (Solanum betaceum Cav.) is a subtropical solanaceous tree species with an increasing
agronomical interest due to its high nutritious edible fruits. Several protocols for in vitro propaga-
tion of tamarillo have been developed at the Plant Biotechnology Laboratory of the University of
Coimbra, and micropropagation through axillary shoot proliferation, organogenesis and somatic
embryogenesis have been efficiently used in the establishment and multiplication of several geno-
types. Nevertheless, a growing demand for tamarillo plants requires an optimization of the existing
propagation methods and scaled-up systems that allow large scale cloning.

Bioreactors are used for clonal production of plants starting from cell cultures, tissues, seeds or
plant organs, assuring optimal growth conditions. These systems facilitate routine work and impro-
ve environmental and aseptic culture conditions, thus allowing large production yields.

The objective of the present work was the optimization of tamarillo axillary shoot proliferation
using temporary immersion bioreactors (SETISTM).

Axillary shoot proliferation in the bioreactors was tested on MS medium supplemented with 3
different BA concentrations (0.2, 0.5 and 1 mg/L). The immersion phase occurred for periods of 5
minutes every 3 hours, and elongation (= 5 cm) was observed in the 3 conditions tested. The plants
were transferred from the bioreactor directly to the substrate (mixture of soil:perlite 2:1). Ex vitro
rooting was faster and more effective for shoots obtained with 1 mg/L of BA, with 82 % survival
rates during the acclimatization phase.

Even though more conditions are being tested (e.g. aeration periods, different PGRs), the results
obtained so far confirm the effectiveness of this technology for a scaled-up production of tamarillo,
offering greater speed in the production process and efficiency when compared to micropropaga-
tion in solidified media, in addition to a lower occurrence of hyperhydricity, caused by the perma-
nent contact of the explant with the culture medium.

Acknowledgments: This work was supported by the project PTDC/BAA- AGR/32265/2017 "Tamarillo breeding:
better plants for better products".
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Changes in pectin methylesterification and AGPs indicate remodeling
of cell wall during somatic embryogenesis of Quercus suber
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Changes in cell wall mechanics controlled by methylesterification of pectins, mediated by pectin
methyl esterases (PMEs) and pectin methyl esterase inhibitors (PMEIs) underlie organogenesis ini-
tiation and embryogenesis progression. Arabinogalactan proteins (AGPs) are highly glycosylated
proteins located at the surface of plasma membranes, in cell walls, and in extracellular secretions,
with key roles in a range of plant developmental processes.

In this study, we have investigated changes in pectin esterification and AGPs at specific develop-
mental stages during somatic embryogenesis (SE) in Quercus suber. Expression analysis of PME,
PMEI and AGP genes; PME activity assays; immuno dot blot assays; immunofluorescence and
confocal analysis were performed at specific developmental stages, by using monoclonal antibo-
dies to AGPs, high- and low-methylesterified pectins (LM20, JIM7, LM19, JIMS, LM6, LM2);
and analysis of total AGPs levels using the B-glucosyl Yariv reagent which binds AGPs. Functional
analyses with pharmacological treatments using PME and AGP inhibitors were also carried out.

The results showed that at early embryogenesis stages, cells of proembryogenic masses showed
high levels of esterified pectins and expression of QsPME and QsPMEIs genes. At advanced sta-
ges, differentiating cells of developing embryos exhibited walls rich in de-esterified pectins, while
QsPME gene expression and PME activity progressively increased. AGPs were detected in cell
walls of proembryogenic masses and somatic embryos. QsLys-rich-AGP18, QsLys-rich- AGP17
and QsAGP16L1 gene expression increased with embryogenesis progression, as did the level of
total AGPs. The distribution patterns of AGPs and pectin esterification/de-esterification during SE
progression correlated with the expression patterns of the PME and AGP genes analyzed. Functio-
nal analyses with inhibitors of PME activity and AGPs respectively, impaired SE. Results indicate
a key role for pectins and AGPs promoting the cell wall remodeling, that is required for SE pro-
gression, in cork oak, a woody species in which information on cellular processes underlying SE
is still scarce. These findings open up new possibilities to improve in vitro embryo production in
tree breeding.

References:
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Tamarillo is a small tree of the Solanaceae family, native to the Andean region of South America.
Due to a growing demand for this fruit, the main purpose of this work was the evaluation, micro-
propagation and selection of tamarillo plants with potential to the Portuguese agro-food sector.

Fruit characterization was determined using different approaches such as morphological (hardness,
biometric values), physical-chemical (acidity and soluble solid content) and chemical (ATR-FTIR
and Raman spectroscopy data) parameters, collected from red and orange fruits. The results obtai-
ned showed the red fruits have higher hardness and soluble solid content in comparison with the
orange ones that are poorer in acidity. Red fruit varieties are greater in fruit size and calibre, which
make them more attractive for fresh consumption.

Plant propagation potential was also assessed for the same purposes. The registered parameters
were shoot proliferation and rooting length and biomass; as well as survival rate after the hardening
process, and physiology and genetic uniformity of successfully acclimatized plantlets. Based on
multiplication rates it was possible to conclude that long-term established (>6 years) genotypes had
significantly lower multiplication rates (33—75%) when compared to recently established genotypes
(<1 year), with rates of 80 - 94%. Ex vitro rooting of the multiplied shoots was very effective (IBA
0,5mg/L —79.5% and without IBA-81.14%) although less effective, when compared to the in vitro
rooting rates (92.58%). The length and number of the roots obtained ex vitro were higher and with
higher biomasses (IBA—15 cm, 8 roots, 7.63% DW,; without IBA—13 cm, 8 roots, 8.49% DW; in
vitro—4 cm, 5 roots, 7.31% DW; respectively).

Based on the fruit quality parameters analysed and on the multiplication potentials assessed, several
genotypes of red and orange fruit varieties will be selected and made available for tamarillo fruit
producers in Portugal.

Acknowledgments: This work was supported by the project PTDC/BAA-AGR/32265/2017 "Tamarillo breeding: be-
tter plants for better products".
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La teca (Tectona grandis) es una especie ampliamente utilizada en programas de reforestacion con
fines comerciales. Especificamente, en Centroamérica se estima que mas de 4,35 millones de hec-
tareas se destinan al cultivo de esta especie. La madera de teca es apreciada a nivel mundial por su
belleza, resistencia a patégenos y durabilidad. El cultivo de tejidos vegetales se ha utilizado como
una herramienta biotecnoldgica para complementar el mejoramiento de genotipos seleccionados. El
objetivo de esta investigacion fue desarrollar un protocolo para el establecimiento in vitro de brotes
epicormicos de 19 genotipos seleccionados. Para el establecimiento se evaluaron tres metodologias
de desinfeccion y se logro establecer brotes epicormicos de 19 genotipos diferentes empleando clo-
ruro de mercurio 0,25% con un tiempo de exposicion de 10 minutos. El mejor medio de cultivo para
el establecimiento in vitro de los explantes fue el MS complementado con 3% de sacarosa, 0,016 g/l
de agrimicin y benlate y 0,5 g/L de carbon activado solidificado con agar; en donde se obtuvo entre
un 9%-94% de brotes epicormicos establecidos a los 16 dias de cultivo; resultado en dependencia
al tipo de genotipo utilizado. Ademas, se evalué el efecto de dos citocinas (BAP y zeatina) en la
brotacion de nudos de teca establecidos in vitro en medios de cultivo semisdlido y liquido (Sistema
de inmersion temporal). Especificamente, para el caso del clon49, se obtuvo en promedio 9 brotes
por explante y en en el mejor tratamiento de brotacion fue en medio liquido (concentracion de 4,4
M L-1) de 6-BAP. Finalmente, para la induccion de raices se evalu6 el AIB en diferentes concentra-
ciones y en base a los resultados se puede sugerir que no es necesario un regulador de crecimiento
exogeno para inducir la formacion de raices. Los 19 genotipos se aclimataron en vivero con un 90%
de sobrevivencia y se utilizaron como plantas madres para posterior multiplicacion. Con esta me-
todologia se logré establecer las vitroplantas en el vivero forestal La Ampola (INISEFOR-UNA),
Costa Rica para su multiplicacion vegetativa con fines de investigacion y comercial.
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El castafio europeo, Castanea sativa, es un arbol de gran importancia ecoldgica y econdémica en
Europa cuyo cultivo esta siendo amenazado por la expansion de diversas especies exoticas, tanto
insectos como microorganismos. Dentro de estas amenazas destacan varias especies del género
Phytophthora, causantes de la enfermedad de la tinta.

Durante el siglo pasado se han realizado hibridaciones de castafios europeos y asiaticos, obtenién-
dose individuos con distintos grados de resistencia a esta enfermedad. Estos hibridos interespeci-
ficos deben ser propagados vegetativamente para mantener su resistencia. Al tratarse de un arbol
recalcitrante a la propagacion vegetativa convencional se han desarrollado métodos de micropro-
pagacion en medios con agar (Vieitez et al. 2007). Ademas, con el objetivo de reducir costes de
produccion y mejorar la aptitud de las plantas para la aclimatacion, los brotes de castafio se han
cultivado en medio liquido utilizando sistemas de inmersion temporal (Vidal et al. 2015) y continua
(Cuenca et al. 2017). El siguiente paso ha consistido en reducir el aporte de sacarosa para conseguir
el cultivo fotoautotrofico (Aldrey et al. 2018).

En el presente trabajo se estudia el efecto de la concentracion de sacarosa afiadida al medio de cul-
tivo sobre diversos parametros fisiologicos. Se han utilizado dos clones de castafio, ambos hibridos
de castafio europeo y japonés, que se han cultivado en sistemas de inmersion temporal y continua
en condiciones de alta intensidad luminica y con aire enriquecido en CO,. Al final de la fase de mul-
tiplicacion se ha analizado su crecimiento, asi como el contenido en compuestos fenélicos solubles
totales, antioxidantes totales, azucares totales y monosacaridos.

Aldrey et al. (2018) Acta Hortic 1220:177-184.
Cuenca et al. (2017) PCTOC 131:307-320.
Vidal et al. (2015) PCTOC 123:229-243.

Vieitez et al. (2007) En: Jain SM, Hiaggman H (eds) Protocols for micropropagation of woody trees
and fruits. Springer, pp 299-312.
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Cucumber (Cucumis sativus) is an important vegetable crop that is commonly grown worldwi-
de. Progress in in vitro protocols for breeding and propagation purposes in cucumber has been
very slow due to its recalcitrance. Temperature treatment are considered as a common stress for
induction of embryogenesis through in vitro anther culture in many plant species.

In this work, two cucumber Iranian varieties (' Tabriz” and "Esfehani”) were used for preliminary
development of embryogenic anther cultures. In vitro cultures were performed in MS media supple-
mented with 2 pmol/L 2,4-D and 1 pmol/L BAP, using different temperature treatments (4°C for 9
days, 32°C for 9 days, and 25°C continuously), as potential inductors of embryogenesis. Cultures
under 32°C and 25°C conditions showed development of rounded proliferating masses (PMs) from
anthers, while no response was found in cultures treated at 4°C. To investigate the embryoge-
nic features of these PMs, a comparative study with early zygotic embryos was performed, by
using cellular, biochemical and immunocytochemical assays with specific antibodies to cellular
markers, known to have differential expression in embryogenic systems (auxin, esterified pectins,
SmdC-methylated DNA).

Microscopical analyses revealed that PMs were formed by cells with typical features and organi-
zation of proembryogenic cells, e.g. small cell size, dense cytoplasm, rounded and large nucleus,
and low vacuolation. Quantification of global DNA methylation showed lower methylation levels
in PMs than anthers and differentiating tissues. Immunofluorescence assays followed by confocal
analyses revealed that cells of PMs exhibited low signal of methylated DNA, high presence of
endogenous auxin, and cell walls with highly esterified pectins, in contrast with other cells of
anther. Parallel analyses performed in zygotic embryogenesis showed similar results in cells
of early proembryo and globular embryo than in PM cells, they differentially exhibited high auxin
concentration, DNA hypomethylation and highly esterified pectins, while non-embryo tissues of
the developing seed did not.

Taken together, preliminary conditions for embryogenic induction in anther cultures have been de-
veloped in two Iranian varieties of cucumber, leading to production of proembryogenic masses
that express early embryogenic markers, also present in zygotic embryogenesis.

Work supported by projects AGL2014-52028-R and AGL2017-82447-R funded by AEI of MCIU and ERDF/FEDER.
SB is recipient of a grant of the University of Tehran for a sabbatical stay in the CIB.
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Los Sistemas de Inmersion Temporal han mostrado grandes dificultades para su aplicacion al cul-
tivo in vitro de especies frutales. Sin embargo, las ventajas que ofrecen son muy notables. En el
caso de las especies de pistacho, ademas, pueden contribuir a la disminucion de la necrosis apical,
que es muy frecuente. La aparicion en el mercado de equipos de inmersion temporal asequibles y
con posibilidad de ventilacion de los cultivos puede disminuir la incidencia de la hiperhidricidad
en estas especies.

En este trabajo se aplica el sistema Plantform® a la micropropagacion del patrén hibrido de pista-
cho UCBI (Pistacia atlantica x P. integerrima) para su propagacion masiva.

Brotes cultivados en el medio habitual (mediol) y subcultivados cada 3 semanas, se han comparado
en dos combinaciones de tratamientos: 2 inmersiones/dia durante 6 minutos frente a 3 inmersiones/
dia 1 minuto. Ademas, los brotes utilizados podian ser colocados libremente o insertados vertical-
mente en un lecho de perlas de vidrio (5 mm de diametro) para conservar su polaridad o, en algunos
casos, con perlas de vidrio de 16 mm de didmetro. Una modificacion del medio (medio2) se evalud
con 2 inmersiones/dia.

Tras 3 subcultivos se han obtenido los resultados siguientes: 1) el medio de cultivo, optimizado
en medio semiso6lido, no se ha comportado igual de eficaz en medio liquido y el numero de brotes
producidos decae, en general, desde el segundo subcultivo; 2) ha habido una baja incidencia de
necrosis apical o de apices parados en muchos tratamientos; 3) el porcentaje de brotes aptos para
enraizar (>20 mm) es muy superior al correspondiente en medio con agar; 4) el soporte de perlas
de vidrio ha sido perjudicial; y 5) la adaptacion de la composicion del medio de cultivo a las con-
diciones de inmersion temporal (medio2) ha dado resultados muy favorables para la propagacion
masiva de UCBI.
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La inhibicion de histona desacetilasas provoca un aumento de la
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La regeneracion de plantas dobles haploides a partir de microsporas sometidas a estrés permite
obtener lineas puras en una Unica generacion in vitro, si bien este proceso es altamente depen-
diente del genotipo. Muchos aspectos celulares y moleculares de este proceso de induccion del
desarrollo embriogénico en microsporas son atn desconocidos. La acetilacion de histonas es un
proceso importante para la induccion de embriogénesis de microsporas de colza (B. napus) ya que
la aplicacion del inhibidor de histona desacetilasas (HDACSs) Tricostatina A (TSA), provoca un
aumento de la respuesta embriogénica en colza. En este trabajo hemos tratado microsporas de colza
de dos lineas distintas, DH4079 y DH12075, de alta y baja respuesta embriogénica respectivamen-
te, con distintos tipos de inhibidores de HDACs, selectivos y no selectivos, y hemos analizado su
respuesta embriogénica en términos de nimero de embriones producidos. En ambos genotipos
observamos un aumento en la respuesta embriogénica de microsporas tratadas con inhibidores de
HDAC:s. Dicho aumento es dependiente de la dosis aplicada y es mas pronunciado en la linea de
baja respuesta. La aplicacion combinada de inhibidores de HDACS, entre los que se incluye el TSA,
provoca un aumento frente al control en microsporas de la linea DH12075 tres veces superior al
aumento observado en microsporas de la linea DH4079. Por otra parte, el efecto sobre la respuesta
embriogénica del inhibidor no selectivo Parabinostat en microsporas de la linea DH4079 depende
del estadio especifico de desarrollo de las microsporas. En los distintos intervalos analizados de
la linea DH12075 se observan incrementos de respuesta del orden de varias decenas respecto a la
respuesta observada en el control. Estos resultados apuntan a un efecto general de la inhibicion de
la acetilacion de histonas en la respuesta embriogénica de las microsporas, si bien este efecto es
mas pronunciado en la linea de baja respuesta.
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El reino vegetal se caracteriza por un alto nivel de plasticidad del desarrollo, incluida la capacidad
de las plantas para formar embriones en ausencia de fecundacion, como en el caso de la induccion
de embriogénesis haploide o doble haploide (DH) a partir de microsporas. Esta forma de totipoten-
cia, y los DHs en concreto, constituyen una valiosa herramienta en mejora vegetal. Sin embargo,
todavia hay muchos cultivos recalcitrantes a este proceso, como pimiento, berenjena o tomate,
entre otros.

En colza, especie modelo para el estudio de este proceso, la embriogénesis se induce mediante
estrés térmico, mientras que las especies recalcitrantes suelen requerir varios estreses fisico/qui-
micos combinados. En este trabajo examinamos el efecto combinado de algunos de estos estreses,
tanto fisicos como quimicos, que juegan un papel importante en la induccion de embriogénesis de
microsporas y su posterior desarrollo.

Estudiando el destino de las microsporas embriogénicas en colza mediante time-lapse imaging y
microscopia oOptica, confocal y electronica, vimos que se inducen diferentes tipos de estructuras
embriogénicas que acumulan lipidos y almidon de forma distinta, forman paredes celulares diferen-
tes, y tienen diferentes destinos. Algo parecido sucede en especies recalcitrantes a la induccion de
embriogénesis. Mediante citometria de flujo hemos podido cuantificar diferencias en la acumula-
cion de lipidos y almidon dependiendo del tipo de estrés y de compuestos aplicados en el momento
de la induccion. Nuestros datos sugieren que el estrés y/o la desregulacion de la expresion génica
dependiente de la inhibicion de las histona-desacetilasas son factores importantes que limitan la
capacidad de las microsporas para formar embriones viables, lo cual influiria en el grado de recal-
citrancia observado en algunas especies.
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Somatic embryogenesis (SE) is a worldwide biotechnological tool that can be used for large- scale
clonal propagation in which somatic embryos genetically identical are produced. In conifers as in
other taxa recalcitrance of vegetative explants towards somatic embryogenesis increases as donor
trees mature, becoming increasingly unresponsive to generate embryogenic calluses and/or somatic
embryos.

To develop a SE system for tissue of adult trees and to be able to reproduce identically the genotype
of the donor plant, shoot buds were used as explants to induce direct SE in Pinus halepensis. DCR
media with different concentrations of phytosulfokine, storage temperatures and induction times
were used. Only non-embryogenic callus were produced. At the same time, shoot bud organogene-
sis was used in order to reinvigorate the material before the induction of SE from axillary shoots.

Two types of young cones were also cultured on DCR medium containing 9 mM of 2,4-D and 2,7
mM of Kinetin. One group, with approximately 2 x 1,4 cm, was collected after one year of deve-
lopment and other, with approximately 1,2 x 0.7 cm, after 3 months. Scales from these cones were
also used for histological analysis to determine the stage of megagametophyte development at the
time of culture. The results showed that calluses could be obtained from these explants and that
the older cones gave better results than the younger ones. Acetocarmine staining of these calluses
showed no somatic embryo formation.

Non-embryogenic calluses were cultured on different conditions trying to revert its non- embryoge-
nic condition. Experiments included auxin shocks with 100 mg L' 2,4-D, 0,3 M sucrose and 0,15 M
sucrose with 0,15 M mannitol, pH values of 4 and 10. Although some visible changes in the callus
occurred, acetocarmine staining and microscope observation showed that in the tested conditions
none of the samples acquired embryogenic properties.
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En Colombia, los portainjertos empleados como material de siembra en los cultivos comerciales de
aguacate, presentan alta variabilidad genética, lo que conlleva a una inestabilidad de las caracte-
risticas morfoagronémicas de interés como la resistencia a patdogenos, a condiciones ambientales,
productividad, longevidad, entre otras. Con el fin de unificar el comportamiento y productividad de
los huertos de aguacate, el presente trabajo tuvo como objetivo, establecer y propagar in vitro cinco
morfotipos de portainjertos comerciales de aguacate (LF, LV, LR, LS y LA). Para ello se realizaron
cinco eventos de introduccién de 179 explantes apicales y segmentos nodales de plantas madre
etioladas, las yemas fueron desinfectadas y sembradas en medio basal Murashige & Skoog (MS) y
Woody Plant Medium (WPM) bajo condiciones de fotoperiodo (16 horas luz / 8 horas oscuridad)
y temperatura de 20+£2°C. Los resultados encontrados a los 90 dias de evaluacion mostraron un
43% y 35,5% de yemas viables y en desarrollo en los medios de cultivo MS y WPM, respectiva-
mente. Ademas, se obtuvo un 95% de desinfeccion y un bajo porcentaje de fenolizacion (9.3%).
Finalmente, el método utilizado permitio el establecimiento in vitro, asi como la multiplicacion y
enraizamiento de los diferentes genotipos de aguacate evaluados.
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Microinjerto de Morus nigra sobre Morus alba
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Tres clones de Morus alba (Criolla, Tigrenda e Illa Verde) y un clon de M. nigra (Bande) seleccio-
nados para uso forrajero fueron micropropagados in vitro y aclimatados. Las plantas obtenidas se
utilizaron en ensayos en campo en parcelas distribuidas en tres zonas de Galicia. Los tres clones de
M. alba presentaron tasas de multiplicacion y porcentajes de enraizamiento in vitro significativa-
mente superiores al clon de M. nigra. En campo, los clones de M. alba presentaron igualmente tasas
de crecimiento superiores al clon de M. nigra.

En el presente trabajo, se realizaron experimentos de microinjerto del clon M. nigra sobre los clo-
nes de M. alba para determinar las tasas de prendimiento sobre los distintos clones y evaluar si el
microinjerto mejora el comportamiento in vitro y en campo del clon de M. nigra. Segmentos no-
dales defoliados de 1,5 cm (1-2 yemas axilares) del clon de M. nigra fueron microinjertados sobre
segmentos nodales de 2 cm, desyemados, sin raices, de los clones de M. alba. A los dos meses del
microinjerto, los primeros resultados muestran tasas de prendimiento entre el 83,3% y el 91,7%
(100 % en el autoinjerto). Entre un 77,3% y un 85% de las yemas axilares de las ptias han desarro-
llado un nuevo crecimiento (95,8% en el autoinjerto), y la tasa de enraizamiento espontaneo de los
patrones fue de 27,3% (Criolla), 31,8% (Tigrenda), 35,0% (Illa Verde) y 0% (Bande —autoinjerto-),
respectivamente. Tras el reaislamiento de las ptias, se evaluan las tasas de multiplicacion y enraiza-
miento del material de M. nigra sometido a microinjerto con relacion al control.
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Evaluacion de la capacidad de produccion de lineas CRISPR/Cas9
doblehaploides del cultivar de trigo panadero Bobwhite
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La obtencion de plantas doblehaploides (DH) cobra una especial importancia cuando se usa en
combinacion con las técnicas de edicion génica como CRISPR/Cas9 ya que nos permite obtener
lineas homocigoéticas en una sola generacion. Bobwhite es el cultivar modelo utilizado para obtener
plantas editadas de trigo panadero con bajo contenido en gluten (Sanchez-Leoén y col 2018). La efi-
ciencia de Bobwhite para la produccion de plantas DH mediante cultivo de anteras es baja. En este
estudio se ha aplicado el protocolo descrito por Castillo et al. (2015) para la obtencion de plantas
DH de 9 cruzamientos F1, en los que intervienen al menos una linea CRISPR/Cas9 de Bobwhite.

Los resultados obtenidos en este estudio confirman que la capacidad de este cultivar para el cultivo
de anteras es baja. Uno de los factores mas limitantes es el bajo porcentaje de regeneracion, debido
a una mala calidad de los embriones. Ademas, los bajos porcentajes de duplicaciéon cromosémica
espontanea, con valores inferiores al 25% en la mitad de los cruzamientos, han hecho necesario la
aplicacion de colchicina para inducir la duplicacién cromosémica. El albinismo no fue un factor
limitante ya que en ninguno de los cruzamientos se obtuvieron mas de un 25% de plantas albinas.

Se observo una gran variabilidad para la respuesta al cultivo de anteras entre todos los cruzamien-
tos. El menor numero de plantas verdes/100 anteras (1,38) se obtuvo a partir de un cruzamiento
entre dos lineas de Bobwhite, siendo todas haploides. El cruzamiento de Bobwhite x Arthur Nick
produjo el mayor nimero de plantas verdes/100 anteras (10) y un 50 % de autoduplicacién. Sin
embargo, en el cruzamiento de Bobwhite por el otro cultivar de interés agrondmico, Anza, se obtu-
vieron valores similares al resto de los cruzamientos.

Castillo AM, Sanchez-Diaz RA, Vallés MP (2015) Effect of ovary induction on bread wheat anther
culture: Ovary genotype and developmental stage, and candidate gene association. Front Plant Sci 6, 402.

Snchez-Ledn S, Gil-Humanes J, Ozuna CV, Giménez, MJ, Sousa C, Voytas DF, Barro, F (2018). Low-
gluten, nontransgenic wheat engineered with CRISPR/Cas9. Plant Biotechnol J 2018(16): 902-910.
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Mejora genética de citricos asistida con marcadores moleculares
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La mejora genética de citricos tiene como objetivos principales la obtencion de nuevas variedades
resistentes a estreses bidticos, la ampliacion de los periodos de recoleccion tanto para variedades
tempranas como tardias, y la mejora de la calidad de los frutos. La biologia reproductiva de los
citricos es compleja debido a la apomixis, incompatibilidad sexual, cleistogamia y el largo perio-
do juvenil, que dificultan la mejora genética y aumentan tremendamente los costes de obtencion
de nuevas variedades. Una estrategia que permite reducir estos costes es la seleccion asistida por
marcadores moleculares. La mayoria de los genotipos de citricos son apomicticos, produciendo
semillas con un embrion de origen sexual y multiples embriones nucelares que limitan o impiden
el desarrollo del embrion sexual. Esta caracteristica limita la obtencion de elevadas poblaciones de
hibridos mediante hibridacion sexual utilizando como parentales femeninos genotipos apomicti-
cos. La enfermedad provocada por el hongo Alternaria alternata es un grave problema en algunos
genotipos utilizados en mejora, por lo cual es importante seleccionar hibridos resistentes al hongo.
Un caracter cada dia méas demandado en las nuevas variedades de mandarino es el alto contenido en
antocianos, compuestos que les confiere un color rojizo a los frutos. El interés por los antocianos se
ha intensificado recientemente debido a que confieren un aspecto mas atractivo para el consumidor
y a sus propiedades farmacologicas y terapéuticas. Por ello, la introduccion de este caracter en los
hibridos es una caracteristica deseable ya que permitiria comercializar estas nuevas variedades
como alimentos funcionales o nutraceqticos.

En el programa de mejora genética que estamos desarrollando en el IVIA, se esta empleando la
seleccion asistida por marcadores moleculares para la obtencion de parentales diploides y tetraploi-
des no apomicticos, a la seleccion de hibridos diploides y triploides resistentes a Alternaria y a la
obtencion de variedades con frutos de alto contenido en antocianos.
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Optimizacion de la callogénesis en Stevia rebaudiana (Bert.) para
establecimiento de cultivos celulares
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Estevia (Stevia rebaudiana, Bert.) es una planta con creciente interés en alimentacion como sustitu-
to del azlcar y otros endulzantes sintéticos debido a sus altos contenidos en hojas de edulcorantes
bajos en calorias. Sin embargo, varios estudios han sugerido que, otros metabolitos secundarios
presentes en la hoja, como esteviol e isosteviol, también pueden ofrecer beneficios terapéuticos con
accion antihiperglucémica, antihipertensiva, antiinflamatoria, antitumoral, antidiarreica, diurética
¢ inmunomoduladora (Chatsudthipong y Muanprasat, 2009; Alvarez-Robles et al., 2016). En este
estudio se comparan las respuestas a diferentes variables experimentales en la obtencion de callos
friables, a partir de trozos de hoja, previos a suspensiones celulares capaces de potenciar la sintesis
de estos metabolitos con posible interés farmacologico. Las variables consideradas son: variedad
de estevia (criolla y morita), condiciones de luz/oscuridad y los reguladores de crecimiento, usan-
do el medio MS como medio base, bencil-amino-purina (BAP), 4cido naftaleno acético (ANA) y
kinetina (Kin), solos o combinados seglin la siguiente tabla:

Tratamiento | BAP (mg/l) | ANA (mg/l) Kin (mg/1)
2
2

oln | hW|N|R
1

NIR|INR|R[|N

N[ (N|R|kR

Los resultados obtenidos muestran que tras 47 dias de cultivo se producen porcentajes de forma-
cion de callo cercanos al 100% independientemente de las condiciones de luz y oscuridad, mejores
calidades de callo respecto a friabilidad y peso fresco en condiciones de oscuridad y en presencia
de ANA y la concentracion mas alta de Kin, con una ligera mejor respuesta en todos los parametros
medidos en los callos obtenidos de hojas de la variedad morita.

Alvarez-Robles, M.J., Lopez-Orenes, A., Ferrer, M. A., Calderén A. A. (2016) Methanol elicits the
accumulation of bioactive steviol glycosides and phenolics in Stevia rebaudiana shoot cultures. In-
dustrial Crops and Products 87: 273-279 Chatsudthipong, V. and Muanprasat, Ch. 2009. Stevioside
and related compounds: Therapeutic benefits beyond sweetness. Pharmacology & Therapeutics.
121(1): 41-54.
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Production of silymarin flavonolignans in metabolically engineered
plant cell suspension cultures of Silybum marianum
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Silybum marianum fruits are the main source of the antihepatotoxic drug silymarin (Sm). Sm com-
pounds are synthetized by coupling taxifolin (Tx) from the flavonoid branch of general phenylpro-
panoid pathway with the monolignol coniferyl alcohol (CA). The discovered property of Sm as
antitumoral agent predictably will increase its market demand. Previous studies with cell cultures
showed their presence in the extracellular medium and elicitation significantly stimulated produc-
tion. Manipulation of cell metabolism by metabolic engineering in combination with elicitation can
eventually maximize production of valuable products. In this work, we explored this possibility
and cell lines were stably transformed with a regulatory gene: AtMYB12, a master regulator of
the phenylpropanoid pathway. As Tx is the limiting precursor in cell cultures for Sm synthesis,
independent transgenic cell lines were also generated constitutively expressing an heterologous
chalcone synthase (CHS) gene.

Expression of MYB transcription factor altered metabolite flux distribution among branches of
the phenylpropanoid pathway and accumulation of chlorogenic acid was observed in the biomass,
while CA, Tx and Sm amounts were reduced in the extracellular medium.

In contrast, cultures constitutively expressing heterologous CHS successfully diverted precursor
metabolites to the flavonoid pathway and also to the monolignol branch. In not elicited cultures,
Sm levels were not significantly altered; however, upon elicitation with methyl jasmonate alone
or in combination with cyclodextrins, a nearly 200% increase over non-transformed cultures was
observed. Concerning the impact of CHS overexpression on flavonoids, it should be noted that a
putative derivative of naringenin, which was tentatively identified as prenyl-naringenin, showed the
greater increase (2.5-3.5-fold). This compound was also accumulated in the extracellular medium.

The results demonstrate that engineering the flavonoid pathway is a feasible strategy for Sm syn-
thesis in undifferentiated cell cultures but branching (prenylating) pathways must be controlled to
increase the accumulation of the target compounds.
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Biomass and cannabinoids content increases by using flowering
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Hemp (Cannabis sativa L.) is an annual herb that has been cultivated for the value of its fiber, as
well as for paper manufacturing, oil extraction and medicinal or drug preparations. It belongs to the
family Cannabaceae and contains a class of terpene-phenolics compounds known as cannabinoids,
mainly accumulated on pedunculated trichomes, more abundant in the bracts of the female flowers.

Phytoplant Research developed a method for successful in vitro micropropagation of Cannabis
sativa L. The next step was to test if the biomass and cannabinoid content of plants micropropa-
gated in vitro was similar in plants propagated by in vivo cuttings. Sixteen acclimatized plants
of four different registered varieties of Cannabis (Phytoplant Research intellectual property) with
different cannabinoids content profiles (Beatriz THC:CBD, Magda THC, Pilar CBD and Theresa
CBD:CBDv) were grown into grow tents during the whole crop cycle and then harvested. Biomass,
height and fresh weight were measured at harvest moment while total dry weight and flowers, lea-
ves and stems dry weights were measured separately after the drying stage. Cannabinoids content
(THC, CBD and total cannabinoids) were analysed using gas chromatography coupled to a mass
detector. Those data were compared with data obtained from the sixteen control plants, grown in the
same conditions but propagated by cuttings from mother plants. To avoid methodological errors,
the used plantlets were as homogeneous as possible between them (similar height, well-rooted).
Before their location inside the grow tents, the plants were forcibly homogenised, leaving only
6 vegetative shoots in each clone (1 apical shoot + 5 axillary shoots in 3 nodes). Plantlets were
randomly numbered. Light intensity (measured as PAR) and irrigation were the same for all the
studied plantlets.

One-way ANOVA was performed for each trait and it indicated that there were statistically signi-
ficant differences between plants proceeding from in vitro and in vivo cuttings for all the studied
traits. Moreover, Two-way ANOVA was performed and there was no variety x method interaction,
which indicates that the four varieties presented between 10% and 20% higher biomass and canna-
binoids content when acclimatized plants from in vitro culture were used.
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Botanical, chemical and genetic characterization of a 235-year old
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Introduccién: Plant collections in herbaria are potentially valuable seed sources for conservation
and recovery. Mortality of seeds from herbarium specimens are expected to be high, given that
storage conditions are usually not adequate for seed conservation. However, the literature show
how it is possible to get seeds to germinate from ancient specimens. Here we describe the efforts to
characterize two Cannabis sativa L. specimens from the Prestamero historical herbarium, a private
collection within the VIT herbarium from the late XVIII century.

Materials y Methods: Two achenes were visually inspected for their botanical identification. Plant
DNA was extracted from leaves of the male historical sample (25.5 mg) and extraction yield was
compared to four other samples of varying age (0-40 years old) and gender (3 female, one male).
A preliminary genetic identification of the cannabinoid profile was attempted by using primers
targeting the regions coding for THCA and CBDA synthases. Plant material from seed bracts of the
female historical sample (3,3 mg) was analyzed for its chemical content by GC-TOF. A strategy for
the germination of achenes is proposed.

Results: Achenes presented an average length of 3.8mm (ranging from 3.5 to 4.0mm) and heigh of
3.1mm (2.6-3.5mm), which is consistent with a botanical identification of Cannabis sativa, subsp.
Sativa var. Sativa (or common hemp, including C. chinensis, C. sativa var. Pedemontana and C.
americana). Results arising from chemical and genetic test are expected to confirm and deepen on
this classification.

Discussion: Legalization of cannabis in several international jurisdictions has prompted the indus-
trial interest for the cultivation of this crop. The recovery of an autochthonous variety of Cannabis
sativa L. adapted to the climatic conditions of Euskadi could represent a significant stepping stone
in the development of a local cannabis industry to stimulate the primary sector.
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La morera presenta un elevado potencial sobre la salud humana debido a su gran cantidad de com-
puestos bioactivos de naturaleza fendlica, principalmente flavonoides y estilbenoides, los cuales
presentan actividad antiinflamatoria y antioxidante. Los extractos procedentes de esta planta se han
relacionado con la prevencion y el tratamiento del cancer, la obesidad y la diabetes, asi como enferme-
dades hepaticas y cardiovasculares (Huang et al., 2013; Chan et al., 2016). Debido a las propiedades
beneficiosas de los compuestos bioactivos de la morera, se han desarrollado estrategias alternativas
a la extraccion directa de estos metabolitos a partir de material cultivado en el campo que consisten
en el uso del cultivo in vitro de plantas. La elicitacion de estas plantas in vitro supone una estrategia
biotecnoldgica rentable para incrementar los niveles de estos metabolitos, sobretodo cuando dichos
metabolitos se secretan al medio de cultivo, lo que hace que el proceso de extraccion sea facil de
realizar y resulte respetuoso con el medio ambiente.

En este estudio, se realizaron experimentos de elicitacion con B-ciclodextrinas metiladas al azar, solas
o0 en combinacion con jasmonato de metilo. Los resultados mostraron un incremento significativo en
los niveles de oxi-resveratrol en el medio de cultivo de plantas elicitadas con ciclodextrinas solas o en
combinacion con jasmonato de metilo, asi como una elevada actividad antirradical expresada como
equivalentes de Trolox. Estos resultados sugirieron que el medio de cultivo de plantas elicitadas de
morera in vitro suponen una fuente de compuestos bioactivos de interés para la industria.

Referencias:

Chan, K. C., Ho, H. H., Lin, M. C., Huang, C. N., Huang, H. P., & Wang, C. J. (2016). Impact of
polyphenolic components from mulberry on apoptosis of vascular smooth muscle cells. Journal of the
Science of Food and Agriculture, 96(2), 381-391.

Huang, H. P, Ou, T. T., & Wang, C. J. (2013). Mulberry and its bioactive compounds, the chemopre-
vention effects and molecular mechanisms in vitro and in vivo. Journal of traditional and complemen-
tary medicine, 3(1), 7-15.
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El tomate “Micro-Tom” (MT) (Solanum lycopersicum) ha demostrado ser un modelo de planta repre-
sentativo de las Solanaceas y otros cultivos con frutos carnosos de tipo baya. Desde hace afios, esta
planta se esta utilizando para estudios genéticos, genomicos, fisiologicos y de desarrollo debido a que
presenta un ciclo bioldgico corto y tamafio reducido, lo que la hace idonea para llevar a cabo estudios
controlados en laboratorio. En el tomate, los terpenos se encuentran en grandes cantidades en los
tricomas de hojas, tallos, frutos jovenes y, en parte, en flores. Los triterpenoides han sido estudiados
extensivamente en la cuticula de los frutos de tomate encontrandose diferentes terpenoides como a,
f, d-amirina, taraxasterol, lupeol, lanasterol, cicloartenol, colesterol, estigmasterol y B-sistosterol (1).

La produccion biotecnoldgica de metabolitos secundarios mediante el cultivo in vitro de células,
representan una alternativa atractiva a la extraccion de material vegetal completo. Se han utilizado
multiples estrategias para aumentar la sintesis de estos metabolitos entre los que destaca la elicita-
cion. En ese sentido, estudios previos han demostrado que el uso de oligosacaridos ciclicos como
las metil-B-ciclodextrinas y el metil-jasmonato como elicitores, son muy efectivos para estimular la
produccion de fitoesteroles y taraxasterol en cultivos celulares de S. lycopersicum cv MT (2). Por esta
razon, con el objetivo de comprender mejor la produccion de compuestos de naturaleza terpenoide,
se utilizaron suspensiones celulares de tomate MT sometidas a elicitacion, para evaluar el efecto de
ciclodextrinas, -glucano y (Z)-3- hexenol por separado o en combinacion, como una alternativa pro-
metedora para la produccion sostenible de compuestos triterpenoides y establecer una relacion entre
los niveles de compuestos terpénicos acumulados y la expresion de los genes relacionados en su ruta
biosintética.
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El consumo de brocoli (Brassica oleracea L. var. italica) se ha incrementado en todo el mundo debido
al alto valor nutritivo de esta hortaliza [1]. La mayoria de los efectos beneficiosos del brocoli son
atribuidos a su compleja mezcla de fitoquimicos con actividad antioxidante, entre los que destacan
los glucosinolatos [2]. Debido a las propiedades de los glucosinolatos, se han desarrollado estrate-
gias biotecnoldgicas como la utilizacion de cultivos celulares vegetales elicitados para incrementar
la produccion de estos compuestos. En este sentido, la coronatina ha sido utilizada como elicitor, ya
que incrementa la produccion de glucosinolatos en suspensiones celulares de brocoli, induciendo un
aumento en la expresion de los genes implicados en su ruta biosintética [3]. El conocimiento de los
mecanismos moleculares implicados en la respuesta de las células de brocoli en condiciones de esti-
mulacion con la coronatina resultaria muy util para su utilizacion como factorias para producir gluco-
sinolatos. Estos mecanismos moleculares incluyen las vias de sefializacion temprana y su relacién con
los eventos finales, en particular la biosintesis y acumulacion de glucosinolatos en el interior celular.
La secuencia de los procesos de sefializacion celular incluye la fosforilacion reversible de proteinas de
la membrana plasmatica y citosolicas, y la modificacion de la permeabilidad de la membrana plasma-
tica, en particular, flujos de Ca2+ que resultan esenciales para la activacion de respuestas de defensa.
La implicacion del peroxido de hidrogeno y del 6xido nitrico es otra caracteristica importante de las
respuestas de defensa tempranas, ya que constituye una parte de la cascada de senalizacion que se
activa en las células vegetales en respuesta a elicitores. Para llevar a cabo este estudio, se ha realizado
una aproximacion farmacoldgica mediante la utilizacién de inhibidores de las vias de transduccion de
sefial con el fin de analizar la secuencia de la respuesta celular frente al elicitor.
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Los cultivos embriogénicos constituyen un material de gran interés tanto para los programas de mejo-
ra clasica como para los basados en aproximaciones biotecnoldgicas. La crioconservacion se conside-
ra el inico método efectivo para la conservacion a largo plazo de tejidos embriogénicos. Sin embargo,
la exposicion a temperaturas muy bajas, el estrés osmotico o algunos compuestos utilizados en los
protocolos de crioconservacion, pueden provocar mutaciones o cambios epigenéticos, dando lugar a
la aparicion de variacion somaclonal.

En la presente investigacion se evalud el efecto de la crioconservacion, asi como de un pretratamiento
con alta concentracion de sacarosa, sobre la estabilidad fenotipica de plantas de olivo regeneradas
via embriogénesis somatica. El analisis fenotipico se llevd a cabo mediante analisis morfologico y
biométrico de caracteres vegetativos, cinco aflos después de la aclimatacion.

Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto la existencia de seis fenotipos variantes relacionados
con el habito de crecimiento, la estructura del tallo, la disposicion de los brotes axilares, la filotaxia y
la morfologia de la hoja. La frecuencia de aparicion de fenotipos variantes asi como la acumulacion
de fenotipos variantes por planta fueron menores en las plantas crioconservadas que en las regene-
radas a partir de cultivos no crioconservados. No se observaron diferencias significativas debidas al
tratamiento con alta concentracion de sacarosa.

El analisis biométrico puso de manifiesto diferencias significativas en el crecimiento de las plantas
procedentes de los distintos tratamientos. En general, las plantas control presentaron mayor creci-
miento que las derivadas de cultivos crioconservados, con tallos mas largos y gruesos. No se aprecia-
ron diferencias en el resto de parametros relacionados con la arquitectura de la planta. La representa-
cion en diagramas de cajas reveld la existencia de variacion intraclonal en relacion a algunas de las
variables evaluadas.
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La teca (Tectona grandis Linn F)) originaria de la India y Birmania, Tailandia e Indochina, en el
continente asitico, ha sido plantada fuera de su distribucion natural en otros paises de Asia, Africa
y América Latina. En América tropical se encuentran plantaciones en algunos paises, como las islas
del Caribe, Centroamérica, México y en varios paises suramericanos. Es una especie arborea de gran
interés economico, que representa el 4% de toda la madera que se comercializa en todo el mundo y
conocida principalmente por su calidad en el mobiliario y la industria naval.

Con el fin de ofrecer a los programas de mejoramiento genético de teca; una opcion de almacena-
miento de polen que garantice su disponibilidad en cualquier momento y para cualquier uso; prin-
cipalmente para realizar cruces controladas. Se buscod adaptar una metodologia para el manejo y la
almacenamiento del polen de teca. Para lo cual, se propuso estandarizar y adaptar las metodologias de
recoleccion; deshidratacion del polen utilizando gel de silice; pruebas para determinar los porcentajes
de viabilidad y germinacion del polen antes y después de la conservacion. El polen fue almacenado
con un contenido de humedad (CH) entre el 33-39%, tanto a largo plazo por inmersion directa en ni-
trogeno liquido (-196° C) durante un afios, como a corto plazo en aceites naturales como: maiz, canola
y mineral ( 25° C); y en cdmara de refrigeracion (5°C) durante 28 dias.

Los resultados indica que al almacenar polen deshidratado a largo plazo en nitrogeno liquido, se
obtiene en promedio porcentajes de viabilidad y germinacion del 88% y 28% respectivamente. En el
caso de almacenamiento a corto plazo, se obtuvo porcentajes de viabilidad y germinacion del 81% y
20% respectivamente, al almacenar en camara de refrigeracion. Por otro lado, en el caso de almace-
namiento a corto plazo en aceites naturales, los porcentajes de viabilidad se mantuvieron cercamos al
80% en los tres tipos de aceite durante los 28 dias, pero los porcentajes de germinacion disminuyeron
significativamente hasta valores entre el 3 y 0%.
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En los ultimos afios el empleo de herramientas de inteligencia artificial han supuesto un avance sin
precedentes en muchos ambitos desde la economia a la industria, desde la sanidad al medioambiente,
permitiendo el analisis, gestion y procesamiento de enormes cantidades de datos (big data) y cons-
truccion de modelos analiticos (machine learning) que permiten, con la minima intervencion humana,
aprender de datos, identificar patrones y facilitan la toma de decisiones.

Nuestro grupo (Gallego et al., 2011) ha sido pionero en la aplicacion al &mbito del cultivo in vitro
de diversas herramientas de inteligencia artificial como las redes neuronales artificiales que han mos-
trado superioridad a los métodos estadisticos tradicionales en la obtencion de informacion 1til y con
gran aplicabilidad (Gago et al., 2010a, b) y en la modelizacion del enraizamiento y aclimatacion de
plantulas micropropagadas (Gago et al., 2010c; Gago et al., 2014). También ha aplicado la logica
difusa para la deteccion de factores clave en el enraizamiento y aclimatacion (Gago et al., 2010d), el
disefio de medios de cultivo (Nezami- Alanagh et al., 2014) y para la optimizacion de las condicio-
nes de cultivo para la obtencion de plantulas sanas micropropagadas (Nezami-Alanagh et al., 2017;
2018); por ultimo, también ha permitido elucidar los factores criticos de la germinacion de especies
en peligro de extincion (Ayuso et al. 2018).

En esta comunicacion revisaremos las ventajas que ofrece el empleo de herramientas de disefio expe-
rimental y de inteligencia artificial, frente al analisis clasico, en el analisis de datos obtenido de diver-
sos tipos de cultivo in vitro de plantas de interés econémico como son la vid, el kiwi, el albaricoque
o el pistacho.
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Para la propagacion comercial de una variedad de granado (Punica granatum) en el laboratorio de In-
visa Biotecnologia Vegetal partimos de un protocolo de micropropagacion creado ad hoc por el Aula
Dei, que nos marca las pautas para la iniciacion, la multiplicacion y el enraizamiento de este material
vegetal. Una vez iniciados los trabajos y, cuando contamos con material vegetal suficiente, comien-
za una fase estratégica para mejorar el proceso, mediante la observacion y el analisis y la puesta en
marcha de distintos ensayos con el objetivo de adaptar de manera eficiente el protocolo a la cadena
de produccion, teniendo en cuenta el ahorro de costes, la operatividad y el tiempo de cultivo en el
laboratorio, sin disminuir la calidad de la planta.

De la reconstruccion del protocolo base, nace un nuevo sistema de propagacion a gran escala.
Su procedimiento consta de 3 enfoques:

L.

El estudio de la viabilidad del cultivo en fase de multiplicacion mediante el uso de envase de
plastico desechable: mejora del desarrollo vegetativo y la uniformidad de la planta, aumentando
la tasa de proliferacion.

Se establece una fase intermedia previa al enraizamiento, que consiste en una fase de fortale-
cimiento de las plantulas, en donde hemos incorporado un regulador de crecimiento: Paclobu-
trazol, consiguiendo mayor grosor de los vastagos, entrenudos mas cortos, desarrollo foliar y
una notoria vigorosidad de todos las plantulas. Todo ello, sin perder su estimulacion apical y
solucionando la problematica de los tallos afinados y endebles.

Regulacion y equilibrio de los niveles de macro-micro sales y de hierro, en un medio de cultivo
DKW. Ajustando al maximo las condiciones dptimas en camara de cultivo y reduciendo el tiem-
po de exposicion de la auxina IBA a cinco dias. Evitando la necrosis, clorosis y la defoliacion
avanzada en las hojas de granado debido al estrés provocado por exceso de sales y tiempo de
cultivo.
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‘The most amazing plants in the world’. Asi defini6 a las plantas carnivoras Sir Charles Darwin,
naturalista y uno de los primeros en interesarse por este grupo de plantas tan peculiares. Las plantas
carnivoras se caracterizan por haber adaptado su metabolismo, morfologia y fisiologia para sobre-
vivir en ambientes pobres en nutrientes esenciales. Este proceso evolutivo se ha repetido de forma
independiente en especies presentes en habitats muy diferentes entre si. Ademas, estas plantas han
desarrollado diferentes estrategias para capturar y digerir pequefios animales: jarros (Nepenthes),
trompetas (Sarracenia), cepos (Dionaea), vejigas de succion (Utricularia), o superficies adherentes
(Byblis, Drosera, Drosophyllum, Pinguicula).

Inicialmente, el interés de este grupo de plantas lo da el valor comercial que tiene por sus caracteris-
ticas ornamentales. Sin embargo, su estudio también tiene un elevado interés desde el punto de vista
cientifico, por ejemplo, para analizar los procesos evolutivos que se han dado hasta llegar a desa-
rrollar estos nuevos mecanismos para captar nutrientes. Ademas, algunas plantas carnivoras poseen
caracteristicas que pueden resultar interesantes en farmacologia (plantas de la familia Droseraceae se
emplean para obtener naftoquinonas), sustancias atrayentes de insectos (muchas especies los emplean
para mejorar su capacidad de captura), nastias (como las que permite capturar insectos a Dionaca
muscipula), tolerancia a ambientes encharcados, tolerancia a ambientes pobres en nutrientes, etcétera.

En este contexto, las técnicas del cultivo in vitro abren toda una gama de posibilidades. Al aplicar
técnicas de micropropagacion podriamos dar una alternativa a los métodos de propagacion tradicio-
nales que usan las empresas que comercializan estas plantas con fines ornamentales. Ademds, algunas
de estas especies se encuentran en peligro critico de extincion, por lo que podria ser una herramienta
esencial para su conservacion. Por ltimo, la puesta a punto de métodos de regeneracion adventicia
puede permitir el empleo de técnicas de mejora, como la transformacion y edicion génica o el aprove-
chamiento de la variacion somaclonal en estas especies.

En nuestro grupo hace unos afios que hemos iniciado un trabajo de introduccion y puesta a punto de
métodos de cultivo in vitro en diferentes especies de plantas carnivoras. Hasta el momento actual he-
mos introducido con éxito 9 especies procedentes de 6 géneros diferentes. Ademas de poner a punto
métodos de micropropagacion como punto de partida, ya se estan llevando a cabo experimentos de
transformacion genética y de aprovechamiento de la variacion somaclonal para poder iniciar progra-
mas de mejora genética con estas especies.
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Pinus taeda es una de las coniferas con mayor importancia industrial en el mundo. Debido a ésto,
investigadores han desarrollado diversos protocolos de produccion mediante la técnica de embrio-
génesis somatica. Sin embargo, esta especie al igual que otras de su género, presentan genotipos
que son capaces de producir un alto numero de embriones somaticos con baja capacidad de germi-
nacion. El Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de Arauco, ubicado en Chile produce anualmente
emblings de Pinus taeda para la produccion de plantas de sus filiales en Brasil y Argentina. Con el
objetivo de optimizar la fase de germinacion de los embriones somaticos se establecio un ensayo de
estratificacion en frio. Para esto se utilizo tejido embriogénico criopreservado de 5 lineas celulares,
la cuales fueron maduradas en placa petri con medio Litvay modificado, suplementado con 90 uM
de acido abscisico, 60 g L' sacarosa'y 10 g L' de Phytagel®, a una concentracion de 80 mg de teji-
do por placa petri. Las placas fueron incubadas durante 4 a 5 meses, hasta la completa maduracion
de sus embriones, en condiciones de oscuridad a una temperatura de 22+2 °C y 60% de humedad
relativa. Los embriones fueron almacenados a 4°C durante 0, 15, 30, 45, 60 y 75 dias y fueron ger-
minados en envases de polipropileno con medio Pullman N°55 modificado, suplementado con 20 g
L' sacarosa, 0.6 g L-'carbono activado y 4 g L' de Phytagel®. Los embriones fueron cultivados con
un fotoperiodo de 16 horas luz entre 40 y 70 pmol m™? s a una temperatura de 22+2 °C.

Los resultados obtenidos fueron 3,8 plantas/g PF en embriones no almacenados, mientras que el
mejor tratamiento fue almacenamiento a 4°C por 60 dias en 4 lineas celulares, donde se obtuvieron
49,3 plantas por g/PF.
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Puede le CTV apoyar las bioeconomias regionales?
Casos exitosos en Argentina
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Es posible utilizar el CTV para potenciar el desarrollo productivo con agregado de valor regional?
las técnicas de cultivo de tejidos vegetales son herramientas que pueden favorecer el desarrollo
bioeconomico de una region, contribuyendo al desarrollo sustentable y generando oportunidades
laborales. Este trabajo resume experiencias regionales para mostrar las aplicaciones del CTV en
bioeconomia. Se presentan casos exitosos de utilizacion de la técnica: proyectos de investigacion
y transferencia como Métodos y tecnologias de propagacion y domesticacion de plantas para el
desarrollo de una bioeconomia local basada en la biodiversidad (UNLP-2019-2022); Bioecono-
mia regional: rescate, conservacion y valorizacion de las especies nativas de la flora patagonica
(UNRN-2018-2020), la Escuela de Jardineria “Ing. Agr. José A. Ruchesi” del Chaco; la transfe-
rencia de conocimiento para la creacion del Laboratorio del CEAMSE (Buenos Aires); la empresa
Orquideas al Sur, la instalacion de Biofabricas (UNLP-Municipios) y el Vivero Humus (El Bol-
son). Estas experiencias incluyen regiones, condiciones econdmicas y sociales diferentes e ilus-
tran las variadas aplicaciones del CTV en las bioeconomias regionales, pasando del “laboratorio
a la empresa o el servicio”. En estos casos la aplicacion de tecnicas simples de micropropagacion
permitieron generar capacidades instaladas, agregar valor en origen y abrir nuevos mercados, con
un impacto social importante. Cabe resaltar que las bioeconomias no se generan o crecen sin una
politica publica clara y direccionada, que requiere que los gobiernos, ciudadanos, sociedad civil,
organismos de investigacion y empresas participen en su desarrollo.
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El proyecto “Mejora de la propagacion del pistacho” (INIA RTA2014-00056-C02-02) tiene como
uno de sus objetivos obtener protocolos de propagacion de los patrones de pistacho para solucionar
la falta de plantas en los viveros que no logran satisfacer la demanda existente, siendo un factor
limitante que encarece la planta y permite la difusion de planta de baja calidad. Uno de los resul-
tados del proyecto ha sido la obtencion de un protocolo eficaz para la micropropagacion clonal del
patron de pistacho UCBI (Pistacia atlantica x P. integerrima) en el laboratorio de la Estacion Ex-
perimental de Aula Dei-CSIC (EEAD). Para comprobar la idoneidad de este protocolo en el sector
viverista se ha evaluado en este trabajo la adaptacion del protocolo a la produccién clonal y masiva
del patrén en el vivero colaborador Viveros Provedo.

El resultado, tras 3 afios de cultivo, ha sido muy satisfactorio con mas de 80.000 plantas aclimata-
das a partir de mas de 140.000 brotes aptos para enraizar (supervivencia > 60%). Este porcentaje
incluye dos procesos: el enraizamiento y la aclimatacion a invernadero.

El clon propagado ha sido seleccionado en una pequefia coleccion de arboles de UCBI de origen
comercial plantada en la EEAD y que ha mostrado un gran vigor en campo y un comportamiento
in vitro muy adaptado al cultivo.

Los patrones obtenidos han mostrado una aptitud al injerto en maceta similar o superior al injerto
en campo en la primera injertada y un desarrollo normal.

Las limitaciones a la produccion de planta han estado relacionadas con los recursos destinados, que
se han compartido con la propagacion in vitro de otros patrones frutales.

Se concluye que el protocolo desarrollado en el laboratorio de la EEAD ha sido escalado y adaptado
con ¢éxito a una produccioén comercial, de manera que el coste de produccion ha sido rentable.
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micronutrients
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Plants from genus Kalanchoe have been traditionally used due to their therapeutic benefits, treating
a wide variety of diseases, mostly in African and Asian countries (Garcia-Pérez et al., 2018). The
more these plants are studied, the more interesting compounds are discovered, such as phenolic
acids, flavonoids and bufadienolides (Garcia-Pérez et al., 2019). These bioactive compounds work
as chemopreventive agents, fundamentally. Their main problem resides in the low concentrations
at what these compounds are found, naturally, all over the plant. Our study, focused on subgenus
Bryophyllum, has the aim of improving the way these plants are propagated in vitro. The objective
of this work, was to optimise the culture medium, by modifying MS medium, the most used in plant
cell tissue, attending to micronutrients’ concentrations and studying how the addition of different
concentrations of cytokinins and auxins could affect to shoot regeneration from leaf explants em-
ploying direct organogenesis. Results show that there is a toxicity in MS medium for Bryophyllum
tubiflorum, recommending the use of 1/8 MS for its in vitro culture. Focusing on direct organogene-
sis, the most relevant phytohormone for direct shoot production was BAP, at tested concentrations.

Garcia-Pérez, P., Barreal, ME., Rojo-De Dios, L., Cameselle-Teijeiro, JF., Gallego, PP. (2018).
Bioactive Natural Products From the Genus Kalanchoe as Cancer Chemopreventive Agents: A Re-
view. En: Atta-ur-Rahman, FRS. (Ed.). Studies in Natural Products Chemistry, Vol. 61. Amsterdam:
Elsevier, pp. 49-84.

Garcia-Pérez P, Lozano-Milo E, Gallego PP, Tojo C, Losada-Barreiro S & Bravo-Diaz C. (2019).
Plant Antioxidants in Food Emulsions. In:. En: Jafar Milani (Ed.). Current Aspects of Colloidal
Systems in Food Products. London: Intechopen.
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Design of culture medium for the rooting of a recalcitrant
chestnut clone
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Campus Universitario, 36310. Vigo.

@ Cultigar Laboratorio de Biotecnologia, Lifiares-Brion, 15865, A Corufia.
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Castanea sativa Mill is a plant species with a low capacity for in vitro rooting, being considered as
recalcitrant (Vidal et al., 2015). Therefore, the main objective of this work has been to determine
which media mineral nutrients are key for the development of the root. For this, an assay for the in
vitro rooting of a hybrid clone of C. sativa Mill. X C. crenata Sieb. & Zucc. with 32 media that vary
their nutrient concentrations from 0x to 1x of the medium 14 MS (Vieitez et al., 1983) has been
carried out. The mineral components of the media (macro and micronutrients) were grouped into 5
factors using DOE and analyzed using CHAID, which allowed identifying and classifying groups
that cause a significantly different effect.

The results showed that rooting has been improved in some of the 14th media used compared with
the media control. This allowed to identify among the 5 factors, those 2 which significantly favour
the in vitro rooting of the chestnut tree mainly NH4NO3 and KNO3.

Nezami-Alanagh E, Garoosi GA, Landin M, Gallego PP. 2018. Combining DOE with Neurofuzzy
Logic for Healthy Mineral Nutrition of Pistachio Rootstocks in vitro Culture. Front. Plant Sci., 7:
1474 doi: 10.3389/fpls.2018.01474.

Vidal N., Blanco B., Cuenca B. (2015). A temporary immersion system for micropropagation of
axilary. Plant Cell Tiss Organ Cult. 123: 229-243.

Vieitez A., Ballester A., Vieitez M., Vieitez E. (1983). In vitro planet regeneration of mature chest-
nut. Horti. Sci. 58: 457-463.
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Tissue culture of ornamental native species from Argentina as a
market innovation
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Sebastian GALARCO®, Diego RAMILO®, Sandra SHARRY"®).

M U.Pro.Ve, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, Universidad Nacional de La Plata,
Calle 60 y 118.

@ Chair of Dasonomia, Escuela Superior de Bosques, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales,
Universidad Nacional de La Plata, Diagonal 113 y 61.

Email de contacto: mromeroalves@gmail.com

The market of ornamental plants is dependent on the diversification of species and the availabili-
ty of high-quality propagation materials. Actually, in vitro culture techniques performance a pro-
minent role in the multiplication and maintenance of commercially propagated ornamental plant
species, and are promising for the production of thousands of high- quality plants in a relatively
short term. The incorporation of native ornamental plant species in green public spaces constitutes
an element of the urban landscape, in their renovation processes and expansion. The objective
of this work was to optimize In vitro propagation protocols for Erythrina crista-galli L. (Ceibo),
Chorisia speciosa St. Hill (Drunken stick) and Citharexylum montevidense (Spreng.) Mold., all of
them native of Buenos Aires, Argentina. They all have a beautiful and strong flowering and is using
as ornamental plants. Ceibo (Legumes) is the national flower of Argentina and nodal sections from
in vitro seedlings were cultured in Murashige & Skoog medium (MS) with 1 mgL"' of BAP and
0.5 mgL"' of NAA. The new shoots were subcultured in a WPM medium with 0.1 mgL"' of IBA
where they elongated and for rooting WPM medium with 0.1 mgL"! of NAA. Floral buttons of
Chorisia speciosa were kept on induced medium WPM at half of concentration with 1,5 mgL™! of
2,4-Dichlorophenyl acetic acid and 1 g/L of activated charcoal in order to obtain callus and somatic
embryogenesis. Leaves and nodal sections of plants of Citharexylum montevidense were placed in
a complete MS medium free of plant growth regulators or supplemented with NAA 1mg/L, ANA
and 6- benzylaminopurine Img/L. In all cases we obtained morphogenic responses.
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