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Presentacion

Semillero Laimund S.L. y la Sociedad Espafiola de Cultivo In Vitro de Tejidos Vegetales
(SECIVTV) os invitan a participar en la “XIV Reunién de la SECIVTV” que tendra lugar en
Almerimar los dias 8,9y 10 de septiembre de 2021.

Bajo el lema “Cultivo in vitro: conexién de éxito entre investigacion y empresa”,
la organizacién tiene como reto proponer un programa cientifico que trate temas
clasicosy actuales en la investigacion del cultivo in vitro vegetal, mediante conferencias
plenarias, ponencias Invitadas, mesa redonda, Sesiones Cientificas orales y posteres.

Ademas, los diferentes actos cientificos y lidicos se han adaptado a las caracteristicas
especiales tras la pandemia.

Deseamos crear un punto de encuentro agradable y seguro donde poder aprovechar
la presencia de expertos sobre totipotencia celular, organogénesis y regeneracion,
embriogénesis in vitro, conservacion y crioconservacion in vitro, aplicaciones del cultivo
in vitro en mejora genética vegetal, estabilidad genética y epigenética, biofactorias y
avances tecnoldgicos del cultivo in vitro, enfatizando la participacién de los jévenes
investigadores.

Puesto que, en esta ocasion, se cuenta con una empresa para la organizacion, se
pretende celebrar una sesion en la que podamos ahondar en temas tan importantes
como la aclimatacién del material vegetal a condiciones ex vitro o la influencia de la
iluminacién, y discutir las necesidades de mejora y de produccién de las empresas,
recalcando la importancia del cultivo in vitro para lograr sus metas en los tiempos que
exigen los mercados.

Desde Semillero Laimund S.L y en nombre de la SECIVTV, animamos a participar
activamente a todos los interesados en el cultivo in vitro de plantas, cientificos,
empresas, jovenes investigadores, miembros y no miembros de la SECIVTV.

Os esperamos
El Comité Organizador

Teresa Antdn (Semillero Laimund S.L.) - Presidenta
Araceli Barceld (IFAPA-Malaga)

Javier Luque (Semillero Laimund S.L.)

Pilar S. Testillano (CIB-CSIC)

Ana Dolores Aguilera (Semillero Laimund S.L.)

SEGIVIV

2021 A XIV REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE CULTIVO /N VITRO DE TEJIDOS VEGETALES
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COMITE ORGANIZADOR

Presidenta: Teresa Anton (Semillero Laimund S.L.)
Araceli Barceld (IFAPA-Malaga)

Javier Luque (Semillero Laimund S.L.)

Pilar S. Testillano (CIB-CSIC)

Ana Dolores Aguilera (Semillero Laimund S.L.)
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COMITE CIENTIFICO

Pablo Aleza Gil (IVIA-Valencia)

Teresa Ant6n (Semilleros Laimund - Almeria)

Araceli Barcel6 (IFAPA - Malaga)

Elena Carneros Garcia (CIB Margarita Salas - CSIC, Madrid)

Pedro Pablo Gallego Veigas (Universidad de Vigo. Facultad de Biologia)
Inés Mataix Valero (Invisa Biotecnologia Vegetal. Murcia)

Itziar Montalban Pérez (Neiker-BRTA, Arkaute-Alava)

Elena Palomo Rios (IHSM-UMA-CSIC-Malaga)

Benito José Pineda Chaza (IBMCP - Valencia IPV - CSIC)

Manuel Angel Rey Fraile (Universidad de Vigo. Facultad de Biologia)
Saleta Rico Santos (IIAG-CSIC- Galicia)

Pilar S. Testillano (CIB Margarita Salas - CSIC - Madrid)

Maria Pilar Vallés Brau (Estacion Experimental Aula DEI-CSIC. Zaragoza)

Susana Vilarifio Rodriguez (Vitrosur Lab SLU. Los Palacios-Sevilla)
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Miércoles 8 de septiembre
14:00- 16:00 h | Entrega de documentacién y colocacion de posteres
16:00-16:30 h | Acto de aperturay presentacion
16:30-17:30 h | Conferencia plenaria inaugural:
“El cultivo in vitro en la investigacién agraria espafiola,
del desarrollo de tecnologias a su uso en mejora: tres casos
de estudio”.
« D. Fernando Pliego Alfaro. Universidad de Malaga
17:30-18:30 h | Caféy visita pésteres SESION |
18:30-19:30 h | SESION I: Transformacién genética
20:00 h Céctel de bienvenida
Jueves 9 de septiembre
09:00 - 10:30 h | SESION Il: Embriogénesis 1
10:30-11:30 h | Caféy visita p6steres SESION II
11:30-13:00 h | SESION II: Embriogénesis 2
13:00-14:00 h | Conferencia plenaria:
“Las herramientas CRISPR/Cas y su empleo en ingenieria
metabdlica y en la mejora de plantas biofactoria”
« D. Diego Orzédez Calatayud.
Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas, Valencia
14:30-16:00 h | Almuerzo
16:00 - 16:30 h | Visita pésteres SESION IlI
16:30-18:00 h | SESION IlI: Micropropagacién 1
18:00-18:30 h | Caféy visita pdsteres SESION IlI
18:30 h Asamblea General de la SECIVTV
Viernes 10 de septiembre
09:00 - 10:30 h | SESION llI: Micropropagacién 2
10:30-11:00 h | Conferencia:
“El salto de la iluminacién fluorescente a la flexibilidad
de la tecnologia LED”
« D. Alfonso Gago Calderdn. Universidad de Malaga
11:00-11:30h | Café
11:30-12:30 h | SESION IV: Empresa
12:30-13:30h | Mesa Redonda
13:30 h Clausura
14:00 h Almuerzo de clausura
SEGIV I_\IA , )
2021 XIV REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE CULTIVO /N VITRO DE TEJIDOS VEGETALES
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14:00-16:00 h

16:00-16:30 h

16:30-17:30h

17:30-18:30h

18:30-19:30h

20:30 h

SEGIVIV

A XIV REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE CULTIVO /N VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

2021

Miércoles 8 de septiembre
Entrega de documentacidn y colocacidn de pdsteres
Acto de apertura y presentacion

Conferencia plenaria inaugural:
“El cultivo in vitro en la investigacidn agraria espaiiola,
del desarrollo de tecnologias a su uso en mejora: tres casos
de estudio”.
+ D. Fernando Pliego Alfaro. Universidad de Malaga

Café y visita pdsteres SESION |

SESION I: Transformacién genética
Moderadores:
« D. Pablo Aleza Gil (IVIA - Valencia)
« D.? Elena Palomo Rios (IHSM - UMA - CSIC - Malaga)

OPTIMIZACION DE LA TRANSFECCION DE PROTOPLASTOS PARA LA

EDICION GENICA EN FRESA ORAL PAG. 22

ANALISIS DEL NIVEL DE PLOIDIA Y GENOTIPADO DE NUCLEOS
INDIVIDUALIZADOS DE GRANOS DE POLEN DE CiTRICOS MEDIANTE
SEPARACION DE CELULAS ACTIVADAS POR FLUORESCENCIAY
AMPLIFICACION DEL GENOMA

POSTER  PAG.24

OBTENCION DE POLIPLOIDES EN FRAGARIA PARA SU USO EN MEJORA ~ POSTER  PAG. 26

TRANSFORMACION GENETICA DE VID (VITIS VINIFERA L., CV.
MENCIA) CON LA CEPA HIPERVIRULENTA AGL1 DE AGROBACTERIUM
TUMEFACIENS: DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS DEL
TRANSGEN MEDIANTE gPCR

POSTER  PAG.28

ADVENTITIOUS REGENERATION FROM LEAVES OF CHIMERIC CRISPR-

CAS9 MELON PLANTS ALLOWS OBTAINING SOLID MUTANTS POSTER | PAG.30

TRANSFER OF SHARKA RESISTANCE FROM RESISTANT PLUM

ROOTSTOCKS TO NON-TRANSGENIC APRICOT SCIONS POSTER | PAG. 32

ANALISIS FUNCIONAL DEL GEN CSSCL1 MEDIANTE LA
TRANSFORMACION GENETICA DE EMBRIONES SOMATICOS DE POSTER  PAG. 34
QUERCUS SUBER

DESARROLLO DE UN PROTOCOLO DE TRANSFORMACION GENETICA
DE CHIRIMOYO Y SU APLICACION AL ESTUDIO DE GENES DE POSTER  PAG.36
MADURACION DE LA FRUTA

Céctel de bienvenida. Restaurante Maracas. Puerto Deportivo Almerimar
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Jueves 9 de septiembre

09:00-10:30 h | SESION Il: Embriogénesis 1

Moderadores:
« D. Manuel Angel Rey Fraile (Universidad de Vigo. Facultad de Biologia)
« D.2 Elena Carneros Garcia (CIB Margarita Salas - CSIC, Madrid)

NOVEL SMALL MOLECULES TO PROMOTE /N VITRO PLANT CELL
REPROGRAMMING AND SOMATIC EMBRYOGENESIS IN CROP AND FOREST ORAL PAG. 40
SPECIES

CONSERVACION DE RECURSOS FORESTALES: PROPAGACION CLONAL DE
PROGENIES DE ALCORNOQUE TOLERANTES A PHYTHOPTHORA CINNAMOMI
MEDIANTE EMBRIOGENESIS SOMATICA Y CRIOCONSERVACION DE LOS
MATERIALES GENERADOS

ORAL PAG. 42

INHIBIDORES DE DESACETILASAS DE HISTONAS AUMENTAN EL POTENCIAL
EMBRIOGENICO Y ALTERAN LA EXPRESION GENICA EN LAVID (VITIS VINIFERA POSTER  PAG. 44
L., CV. MENCIA)

INHIBITION OF METACASPASE- AND AUTOPHAGY-DEPENDENT CELL DEATH
IMPROVES STRESS-INDUCED MICROSPORE EMBRYOGENESIS IN BRASSICA POSTER PAG. 46
NAPUS

LA EMBRIOGENESIS SOMATICA COMO VALIOSA HERRAMIENTA PARA LA
OBTENCION DE PLANTAS TOLERANTES A ESTRES Y PARA EL ESTUDIO DE POSTER PAG. 48
LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN EL PROCESO.

MICROPROPAGACION DE PISTACIA TEREBINTHUS: ESTUDIO DE UN

PROTOCOLO PARA LA PRODUCCION EN MASA POSTER PAG. 50

EMBRIOGENESIS SOMATICA EN ENCINA: OPTIMIZACION DE LA ETAPA DE

INDUCCION POSTER PAG. 52

EMBRIOGENESIS SOMATICA EN ENCINA: OPTIMIZACION DE LAS ETAPAS DE

GERMINACION Y ACLIMATACION POSTER | PAG.54

PROPAGACION CLONAL MEDIANTE EMBRIOGENESIS SOMATICA DE ENCINAS
Y ALCORNOQUES ADULTOS COMO ESTRATEGIA FRENTE AL SINDROME DE POSTER PAG. 56
LA SECA

PROGRAMA NACIONAL DE MEJORA Y CONSERVACION DE RECURSOS
GENETICOS DE LA ENCINAY EL ALCORNOQUE FRENTE AL SINDROME DE LA~ POSTER PAG. 58
SECA: MICROPROPAGACION DE GENOTIPOS TOLERANTES

PRODUCCION DE EMBRIONES SOMATICOS DE ALCORNOQUE (QUERCUS

SUBER) A PARTIR DE CULTIVOS EN SUSPENSION. PROYECTO CORK2WINE POSTER PAG. 60

PROYECTO CORK2WINE. PRODUCCION MASIVA DE ALCORNOQUES

MEDIANTE EMBRIOGENESIS SOMATICA POSTER | PAG. 62

10:30-11:30h | Caféy visita p6steres SESION II

AL
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11:30-13:00h | SESION II: Embriogénesis 2
Moderadores:
« D.? Maria Pilar Vallés Brau (Estacion Experimental Aula
DEI - CSIC. Zaragoza)
« D.? Itziar Montalban Pérez (Neiker - BRTA. Arkaute - Alava)

DIFERENCIACION MOLECULAR ENTRE GENOTIPOS ASOCIADA A LA
OBTENCION DE EMBRIONES COMPLETOS Y AL ALBINISMO EN LA ORAL PAG. 66
EMBRIOGENESIS DE LA MICROSPORA EN CEBADA

EL GEN SLMAPKKK17 ESTA INVOLUCRADO EN EL PROCESO DE

REGENERACION ADVENTICIA EN TOMATE ORAL PAG. 68

DYNAMICS OF ENDOGENOUS CYTOKININ DURING MICROSPORE

EMBRYOGENESIS OF BRASSICA NAPUS POSTER | PAG.70

DNA DEMETHYLATION BY 5’- AZACYTIDINE IMPROVES SOMATIC

EMBRYOGENESIS YIELD FOR REGENERATION AND BREEDING OF CORK OAK POSTER | PAG.72

LA INDUCCION Y LAS PRIMERAS FASES DE LA EMBRIOGENESIS DE
LA MICROSPORA EN TRIGO PANADERO PRODUCEN CAMBIOS EN LAS POSTER  PAG.74
MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES DE HISTONAS

AVANCES EN LA OBTENCION DE DOBLEHAPLOIDES DE CEBOLLA MEDIANTE

GINOGENESIS POSTER  PAG.76

LA APLICACION DE CHOQUES TERMICOS, “PRIMING”, DURANTE LA
EMBRIOGENESIS SOMATICA DE PINO MARITIMO PRODUCE PLANTAS MEJOR ~ POSTER  PAG. 78
ADAPTADAS A LA SEQUIA

EFECTO DE LA ADICION DE ESPERMIDINA SOBRE LOS NIVELES ENDOGENOS
DE CITOQUININAS Y LA REGENERACION ADVENTICIA EN EXPLANTOS DE POSTER  PAG. 80
LIMONERO

OBTENCION DE PLANTAS DE OLIVO TETRAPLOIDES MEDIANTE

TRATAMIENTOS CON COLCHICINA POSTER | PAG.82

ANALISIS COMPARATIVO DE LA ESTABILIDAD GENETICA EN BROTES
DE OLIVO OBTENIDOS MEDIANTE ORGANOGENESIS AXILAR O ViA POSTER  PAG. 84
EMBRIOGENESIS SOMATICA

REGENERACION DE PLANTAS EN CULTIVO /N VITRO DE CUCAMELON O

SANDITA POSTER  PAG. 86

ANTAGONISTIC ACTION OF YUCASINE AND DMSO ON APOGAMY IN THE FERN

DRYOPTERIS AFFINIS SSP. AFFINIS POSTER | PAG.88

13:00-14:00h | Conferencia plenaria:
“Las herramientas CRISPR/Cas y su empleo en ingenieria
metabélica y en la mejora de plantas biofactoria”
« D. Diego Orzaez Calatayud.
Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas, Valencia

14:30-16:00 h | Almuerzo de trabajo

16:00-16:30 h | Visita posteres SESION Il

SEGIVIV

2021 A XIV REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE CULTIVO /N VITRO DE TEJIDOS VEGETALES
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16:30-18:00h | SESION IlI: Micropropagacién 1

Moderadores:
« D.2 Susana Vilarifio Rodriguez (Vitrosur Lab SLU. Los Palacios - Sevilla)
« D.? Saleta Rico Santos (IIAG - CSIC - Galicia)

PROPAGACION EN BIORREACTORES DE INMERSION TEMPORAL DE TRES

GENOTIPOS ADULTOS DE QUERCUS ROBUR ORAL PAG. 96
APLICACION DE MACHINE LEARNING PARA MAXIMIZAR LA PRODUCCION DE ORAL PAG. 98
COMPUESTOS FENOLICOS EN PLANTAS MEDICINALES CULTIVADAS IN VITRO ’
SISTEMAS DE INMERSION TEMPORAL: UNA ALTERNATIVA PARA LA

MICROPROPAGACION DE VARIEDADES DE ALBARICOQUERO (PRUNUS POSTER PAG. 100

ARMENIACA L.)

PROPAGACION DE AVELLANO EN MEDIO LiQUIDO: EFECTO DE LA

SUPLEMENTACION DE HIERRO Y SACAROSA POSTER PAG. 102

IMPLEMENTACION DEL CULTIVO /N VITRO EN MEDIO LiQUIDO MEDIANTE

BIORREACTORES DE INMERSION TEMPORAL EN CANNABIS SATIVA POSTER PAG. 104

REDUCIR COSTES, INCREMENTAR BENEFICIOS: DESARROLLO DE UN

PROTOCOLO DE BAJO COSTE PARA LA MICROPROPAGACION DE CASTANO POSTER PAG. 106

EVALUATION OF THE EFFECT OF DIFFERENT CONCENTRATIONS OF VITAMINS
ON THE GROWTH AND REPRODUCTION OF THREE /N VITRO-CULTURED POSTER PAG. 108
BRYOPHYLLUM SPP.

EFECTO DEL LINDANO ( -HCH) SOBRE EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE

BROTES DE PRUNUS CULTIVADOS /N VITRO. UN ESTUDIO PRELIMINAR POSTER PAG. 110

ACOLCHADOS PLASTICOS BIODEGRADABLES DE USO AGRICOLA: ESTUDIO
DEL IMPACTO DE SUS COMPONENTES EN PLANTAS DE PATATA MEDIANTEEL ~ POSTER PAG. 112
CULTIVO IN VITRO

PROPAGACION DE LA VARIEDAD DE PISTACHO ‘ASHOURY’ APLICANDO

TECNICAS DE MICROPROPAGACION E INJERTO POSTER PAG. 114

ENRAIZAMIENTO /N VITRO DE BROTES DERIVADOS DE ARBOLES ADULTOS DE

QUERCUS SUBER POSTER  PAG.116

ESTABLECIMIENTO DE UN PROTOCOLO DE MICROPROPAGACION DE ROMERO

(ROSMARINUS OFFICINALIS L.) A PARTIR DE SEMILLAS GERMINADAS IN VITRO POSTER PAG. 118

ACLIMATACION DEL PORTAINJERTO DE AVELLANO 'DUNDEE'

MICROPROPAGADO POSTER  PAG. 120

ESTABLECIMIENTO /N VITRO DE BOLETUS SP. A PARTIR DE CARPOFOROS. POSTER PAG. 122

DISENO DE UN PROTOCOLO DE CULTIVO IN VITRO DE BOLETUS EDULIS Y

BOLETUS RETICULATUS POSTER PAG. 124

EL SANEAMIENTO DE LA CHUFA: UNA HERRAMIENTA IDONEA PARA MEJORAR

RENDIMIENTOS Y FRENAR EL AVANCE DE LA MANCHA NEGRA POSTER PAG. 126

18:00-18:30 h | Caféy visita pdsteres SESION III

18:30h Asamblea General de la SECIVTV

VIV
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Viernes 10 de septiembre

09:00-10:30h | SESION llI: Micropropagacién 2
Moderadores:
« D. Benito José Pineda Chaza (Instituto de Biologia Molecular
y Celular de Plantas - Valencia. UPV - CSIC)
« D.? Inés Mataix Valero (Invisa Biotecnologia Vegetal, Murcia)

IDENTIFICACION DE PROTEINAS DE RESPUESTA A ESTRES SALINO EN RAICES DE
PRUNUS CULTIVADAS IN VITRO

EFECTO DE LAS FUENTES DE ILUMINACION FLUORESCENTE Y LED SOBRE LA
TEMPERATURA EN LOS CULTIVOS IN VITRO

MICROPROPAGACION Y OBTENCION DE NUEVOS CULTIVARES EN DIONAEA
MUSCIPULA ELLIS

LA MICROPROPAGACION: UNA HERRAMIENTA EFICAZ EN UN PROYECTO DE
MEJORA DE CEREZO

MICROPROPAGACION DE ALCORNOQUES JUVENILES TOLERANTES A
PHYTOPHTHORA CINNAMOMI MEDIANTE CULTIVO DE YEMAS AXILARES:
PROGRAMA NACIONAL DE MEJORA Y CONSERVACION DE RECURSOS GENETICOS
DE LAENCINAY EL ALCORNOQUE FRENTE AL SINDROME DE LA SECA
ESTABLECIMIENTO DE UN PROTOCOLO DE MICROPROPAGACION DE DOS
ECOTIPOS DE ESPLIEGO (LAVANDULA LATIFOLIA MEDIK.) DE INTERES EN LA POSTER PAG. 140
INDUSTRIA ALIMENTARIA

RECUPERACION DEL GERMOPLASMA DE UN EJEMPLAR ADULTO DE QUERCUS
ROBUR: ENRAIZAMIENTO Y ACLIMATACION DEL “CARBALLO DAS MENTIRAS”
MICROPROPAGACION DE UNA VARIEDAD DE ROSA CULTIVADA ANTIGUA CON
INTERES PARA LA INDUSTRIA DEL PERFUME

EFECTO DE LA ILUMINACION LED SOBRE LA MICROPROPAGACION DE
PORTAINJERTOS DE ESPECIES FRUTALES

MICROPROPAGATION PROTOCOL FOR ADULT MYRICA GALE POSTER PAG. 148

ORAL  PAG.130
ORAL  PAG.132
POSTER PAG. 134

POSTER PAG. 136

POSTER PAG. 138

POSTER PAG. 142
POSTER PAG. 144

POSTER PAG. 146

MICROPROPAGATION OF AXILLARY SHOOTS OF ILEX X KOEHNEANA ‘CHESTNUT LEAF’ POSTER PAG. 150

OPTIMIZACION DE LA FASE DE ENRAIZAMIENTO DE UN CLON DE “GARNEM”

(PRUNUS AMYGDALUS x PRUNUS PERSICA) PARA LA OBTENCION DE PLANTAS POSTER PAG. 152
ACLIMATADAS DE MAYOR CALIDAD

INFLUENCE OF LIGHT SOURCE AND PGRS ON THE MICROPROPAGATION OF THE
ENDANGERED SPECIES CENTAUREA ULTREIAE SILVA-PANDO

CANNABIS TISSUE CULTURE: WHAT WE KNOW AND HOW TO IMPROVE IT? POSTER PAG. 156

DESCRIPCION Y ESTANDARIZACION DE LA ILUMINACION LED PARA SU
UTILIZACION EN EL CULTIVO IN VITRO DE PLANTAS

10:30-11:00h | Conferencia:
“El salto de la iluminacién fluorescente a la flexibilidad
de la tecnologia LED”

« D. Alfonso Gago Calderdn. Universidad de Malaga

11:00-11:30h | Café

11:30-12:30h | SESION IV: Empresa

Moderadores:
« D. Pedro Pablo Gallego Veigas (Universidad de Vigo. Facultad de Biologia)
« D. David Lapuente (Biovegen, Madrid)

12:30-13:30h | Mesa Redonda
13:30h Clausura
14:00 h Coctel de Clausura. Hotel Golf Almerimar
.- _—
SEGIVTV
=20
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EL CULTIVO IN VITRO EN LA INVESTIGACIO[\I AGRARIA
ESPANOLA, DEL DESARROLLO DE TECNOLOGIAS A SU USO
EN MEJORA: TRES CASOS DE ESTUDIO.

FERNANDO PLIEGO-ALFARO

INSTITUTO DE HORTOFRUTICULTURA SUBTROPICAL Y MEDITERRANEA “LA MAYORA” (IHSM-UMA-CSIC),
DEPARTAMENTO DE BOTANICA Y FISIOLOGIA VEGETAL, UNIVERSIDAD DE MALAGA, 29071 MALAGA, ESPANA.

Email de contacto: ferpliego@uma.es

El informe elaborado, en la década de los 60, por expertos del Banco Internacional de Reconstruccion y
Fomento (BIRF) sobre la investigacion agraria en nuestro pais, puso de manifiesto la existencia de graves
deficiencias; asi, la mayoria del personal de INIA carecia de doctorado y llevaba a cabo actividades diversas
y fragmentadas, mientras que el personal del CSIC, aunque formado en su mayor parte por doctores,
llevaba a cabo una investigacion de tipo académico sin repercusion alguna en el sector. Curiosamente, no
se evalud la actividad investigadora en las universidades. La firma del convenio INIA-BIRF permiti6 abordar
la modernizacion de las infraestructuras, asi como la formacion de personal investigador en distintas
especialidades, incluida la de cultivo in vitro (Navarro, L. y Tortosa, E. 2007. Arbor, Ciencia, Pensamiento
y Cultura, Vol. CLXXXIIl, 727, 655-668). A continuacion, se explica la evolucidn de los trabajos in vitro en
tres especies de interés hortofruticola, fresa, olivo y aguacate, para su uso en mejora (véanse Ric-Varas et
al. La fresa, pp. 418-439; Rugini et al. El olivo, pp. 343-376; Pliego-Alfaro et al. El aguacate, pp. 258-281, en:
Biotechnology of Fruit and Nut Crops, 2020, 2nd Edition, R.E. Litz, F. Pliego-Alfaro and J.I. Hormaza, eds.,
CABI International, Wallingford). En fresa, el desarrollo de técnicas eficientes de micropropagacion permite
acortar el periodo para producir material certificado. Por otra parte, mediante la transformacion via A.
tumefaciens, se ha avanzado en el conocimiento de los genes implicados en el reblandecimiento del fruto
mientras que la regeneracion de plantas a partir de protoplastos permite abordar con optimismo nuevos
retos en la edicion genética. En olivo, el material micropropagado se adapta mejor a las plantaciones de
alta densidad; asimismo, la disponibilidad de técnicas eficientes de regeneracion mediante embriogénesis
somatica junto a la transformacion via A. tumefaciens, esta permitiendo profundizar en las bases moleculares
de la resistencia a patégenos fungicos, induccidn floral y contenido en volatiles. En paralelo, se estudia el
efecto de la tetraploidia en el aumento de la plasticidad fenotipica e incremento de la tolerancia a estrés
bidtico en variantes somaclonales tolerantes a filtrados crudos de hongos. En ambas especies, el genotipo
tiene un efecto relevante en la capacidad morfogenética; sin embargo, este efecto es mucho mas acentuado
en el aguacate, especie en la que la técnica de micropropagacion solo se ha usado con éxito en algunos
genotipos tolerantes a R. necatrix, en el programa de mejora del IFAPA-Mélaga. Por otra parte, también en
aguacate, se ha desarrollado una metodologia para rescate de embriones inmaduros; sin embargo, este
protocolo, aplicado a embriones somaticos, no ha permitido mejorar sus tasas de conversion; de hecho, las
tecnologias de regeneracion y transformacién disponibles necesitan ser optimizadas para su uso en material
adulto. Por tanto, en el caso de la fresa, se ha pasado de trabajar en cultivo in vitro, a su uso como herramienta
en mejora con protocolos ya estandarizados. En olivo, quedan aspectos de la regeneracion por optimizar,
pero la tecnologia desarrollada permite su uso parcial en mejora, mientras que en aguacate, exceptuando el
cultivo de embriones zigdticos inmaduros, los protocolos de regeneracion deben ser optimizados para su uso
de forma rutinaria. Los continuos avances en el conocimiento de las bases fisioldgicas y moleculares de los
procesos de regeneracion in vitro, permiten ser optimistas de cara al futuro y esta tecnologia sera, cada vez
mas, una herramienta imprescindible en los programas de mejora de especies hortofruticolas.
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OPTIMIZACION DE LA TRA’NSFE’CCI(')N
DE PROTOPLASTOS PARA LA EDICION GENICA EN FRESA
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'INSTITUTO DE HORTOFRUTICULTURA SUBTROPICAL Y MEDITERRANEA “LA MAYORA” IHSM-UMA-
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csanray@uma.es, glorialcasado@gmail.com,sarapose@uma.es,antoniojmatas@uma.es,
MERCADO@UMA.ES.
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Bb2blpor@uco.es

La fresa es un fruto blando de gran importancia econdémica, particularmente en Andalucia. La mejora de las
cualidades organolépticas del fruto y la disminucion del reblandecimiento para alargar la vida postcosecha
del fruto, son unos de los principales objetivos de los programas de mejora en este cultivo. El
reblandecimiento del fruto es consecuencia del desmantelamiento de la pared celular, la disolucion de la
lamina media y la pérdida de turgencia. En fresa, el silenciamiento mediante la transformacién en antisentido
de genes que codifican poligalacturonasas (PG) aumenta la firmeza del fruto y la vida postcosecha (Paniagua
et al., 2020). Por tanto, estos genes son excelentes dianas para la edicion génica con el fin de mejorar la
calidad del fruto de la fresa. La transfeccion de protoplastos con complejos preensamblados Cas9-sgRNA
permite la produccion de plantas editadas via CRISPR/Cas9 libres de ADN fordneo, que podrian ser
consideradas como no transgénicas. En esta investigacion, se ha optimizado un protocolo para la transfeccion
de protoplastos de fresa, con el objetivo final de producir plantas no transgénicas con el gen de
poligalacturonasa FaPGI mutado. Como fuente de material vegetal se utilizaron hojas de plantas de
Fragaria X ananassa, cv. ‘Chandler’, micropropagadas en medio Murashige y Skoog (MS) suplementado
con 2 mg/L de BA. Para la extraccion de protoplastos se utilizo el protocolo descrito por Barceld et al.
(2019). A las 24 h del aislamiento, los protoplastos fueron transfectados con el plasmido pHBT-
sGFP(S65T)-NOS que contiene el gen marcador GFP, mediante un tratamiento con polietilenglicol (PEG),
como se describe en Yoo et al. (2007). Se evaluaron, entre otras variables, el efecto de la concentracion y
tiempo de incubacion en PEG y la concentracion de ADN. Los valores mas altos de protoplastos con
actividad GFP a las 48 h de la transfeccion, entre el 15-18%, se obtuvieron tras la incubacion en 20% de
PEG en presencia de 5 ng de ADN. Este protocolo se estd utilizando actualmente para la transfeccion de
protoplastos de fresa con el sistema CRISPR/Cas9 para editar el gen FaPG].

Esta investigacion ha sido financiada por los fondos FEDER EU, el Ministerio de Economia y
Competitividad de Espafia (AGL2017-86531-C2-1-R), y el contrato FPI PRE2018-085509.

Transformacion genética, Agrobiotecnologia.
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ANALISIS DEL NIVEL DE PLOIDIA Y GENOTIPADO DE NUCLEOS
INDIVIDUALIZADOS DE GRANOS DE POLEN DE CITRICOS
MEDIANTE SEPARACION DE CELULAS ACTIVADAS POR
FLUORESCENCIA Y AMPLIFICACION DEL GENOMA
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Uno de los principales objetivos de los programas de mejora genética de mandarino es generar nuevas
variedades que no produzcan semillas en ninguna circunstancia, como es el caso de los hibridos 3x. Estos se
pueden obtener a partir de hibridaciones entre dos genotipos 2x, como consecuencia de la formacion de
gametos no reducidos (gametos 2n), o mediante hibridaciones entre parentales 2x y 4x. En citricos, la
citometria de flujo se ha empleado para determinar el tamafio del genoma y el nivel de ploidia de plantas
regeneradas mediante técnicas de cultivo in vitro e hibridacion sexual. Sin embargo, no se ha aplicado para
el analisis del nivel de ploidia de granos de polen debido a la inexistencia de una metodologia apropiada de
extraccion de nucleos. La Separacion de Células Activadas por Fluorescencia (FACS, por su sigla en inglés
Fluorescence Activated Cell Sorting) es una técnica que permite aislar y clasificar los nucleos de los granos
seglin su nivel de ploidia para su posterior analisis genético con marcadores moleculares. No obstante, los
analisis con marcadores se encuentran limitados por la escasa cantidad de ADN que poseen los nucleos
individualizados. Una opcion para solventar este problema es el uso de kits de Whole Genome Amplification
(WGA) que permiten generar mayor cantidad de ADN a partir del contenido de un solo nticleo.

En este trabajo, se ha utilizado por primera vez la citometria de flujo para determinar el nivel de ploidia de
poblaciones de granos de polen de diferentes especies 2x, 3x y 4x de citricos. Los granos de polen de
genotipos 2x mostraron dos picos perfectamente definidos, correspondiendo el primero a la poblacion de
nucleos vegetativos y el segundo a los nucleos generativos. Una excepcion fue la lima Mexicana, en la que
se identificaron gametos 2n. Las poblaciones de granos de polen de genotipos 3x no evidenciaron picos
claros y definidos, mientras que los genotipos 4x revelaron dos poblaciones de niicleos, nicleos vegetativos
y generativos, con el doble de intensidad de fluorescencia que sus nucleos homologos en los genotipos 2x.
Posteriormente, mediante FACS, se aislaron individualmente los nucleos de las poblaciones identificadas
para determinar la estructura genética de los ntcleos de los granos de polen de genotipos 2x y 4x mediante la
amplificacion del genoma de cada nucleo utilizando un kit de WGA y su posterior analisis con marcadores
SSR y SNP. El uso combinado de FACS y WGA es una metodologia valida para la individualizacion y
amplificacion genomica de nucleos haploides de granos de polen de genotipos 2x. Sin embargo, los
resultados obtenidos a partir de los nucleos 2x aislados de hoja como control y de granos de polen de
genotipos 4x, evidenciaron una amplificacion desbalanceada hacia uno de los dos alelos, indicando que esta
metodologia no es adecuada para la realizacion de estudios genéticos con nucleos no haploides.

La utilizacion conjunta de FACS y WGA permitira realizar trabajos mas aplicados sobre la influencia de
factores bidticos y/o abioticos en la frecuencia de formacion de gametos 2n y para la realizacion de estudios
genéticos basicos relacionados con el mapeo genético, recombinacion, distorsiones alélicas asi como la
obtencion de haplotipos sin la necesidad de regenerar plantas haploides utilizando técnicas de cultivo in vitro,
ya que en muchos casos es un tarea muy dificil con muy baja eficiencia.

SEGHIV,

XIV REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE CULTIVO /N VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

24



SEGIVIY

2021 A XIV REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE CULTIVO /N VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

25



OBTENCION DE POLIPLOIDES EN FRAGARIA
PARA SU USO EN MEJORA
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MERCADO
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La fresa es un cultivo de gran importancia en nuestro pais, particularmente en la provincia de Huelva,
siendo Espafa el quinto productor mundial de este fruto y el principal proveedor de fresas en Europa.
La fresa cultivada, Fragaria x ananassa Duch., es una especie octoploide procedente de un hibrido
interespecifico entre las especies silvestres F. virginiana Duch. y F. chiloensis L. Los cruces
intraespecificos de F x ananassa se utilizan extensivamente para la obtencién de nuevos cultivares con
caracteristicas agronémicas mejoradas. A pesar de esto, esta especie muestra una alta susceptibilidad
a patdgenos flngicos y bacterianos y una baja tolerancia a estreses abiéticos. Especies silvestres de
menor ploidia, e.g. F. vesca (2x), pueden ser una fuente genética de gran valor para la mejora de esos
caracteres en la fresa cultivada, pero las diferencias en ploidia representan una barrera reproductiva
para los cruzamientos interespecificos. La duplicacion del nimero de cromosomas mediante
tratamientos con colchicina de meristemos procedentes de estolones se ha utilizado para facilitar la
hibridacién interespecifica entre fresas diploides y comerciales. En este trabajo, se ha puesto a punto
la metodologia para la obtencién de poliploides en fresa mediante la aplicacién de colchicina durante
la regeneracién de brotes in vitro. Para ello, discos de hoja de plantas micropropagadas de F. vesca,
procedentes de semillas de una poblacion silvestre, y F x ananassa, cv. ‘Chandler’, fueron incubados en
el medio 6ptimo de regeneraciéon de cada especie, suplementado con distintas concentraciones de
colchicina (0.1-1%). La tasa de regeneracion de brotes vari6 entre el 6 y 30%, dependiendo de la
concentraciéon de colchicina y el genotipo. En general, F. vesca mostré una alta sensibilidad a la
colchicina y la mayoria de explantos se necrosaron a concentraciones superiores a 0.25%. Entre todos
los tratamientos, se obtuvieron unos 80 regenerantes por genotipo que fueron micropropagados para
su andlisis de ploidia. En el caso de F x ananassa, solo 6 de los 71 regenerantes analizados mostraron
alteraciones en el nivel de ploidia, 4 decaploides y 2 mixoploides. Por el contrario, en F. vesca se
obtuvieron 3 lineas triploides, 17 tetraploides y 1 mixoploide, de un total de 85 regenerantes. Estas
lineas poliploides estan siendo aclimatadas actualmente para su anélisis fenotipico.

Esta investigaciéon ha sido financiada por los fondos FEDER EU y el Ministerio de Economia y
Competitividad de Espafia (AGL2017-86531-C2-1-R).
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TRANSFORMACION GENETICA DE VID (VITIS VINIFERA L.,
CV. MENCIA) CON LA CEPA HIPERVIRULENTA AGL1 DE
AGROBACTERIUM TUMEFACIENS: DETERMINACION DEL NUMERO
DE COPIAS DEL TRANSGEN MEDIANTE qPCR
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La transformacion mediante Agrobacterium es la metodologia de referencia para la mejora de las plantas. En
la vid (Vitis vinifera L.) ha sido aplicada con éxito en numerosas variedades, aunque la eficiencia de
transformacion obtenida es generalmente baja y varia significativamente entre cultivares. Ello hace necesario
el establecimiento del protocolo para cada genotipo nuevo ensayado. Uno de los factores esenciales para el
éxito del proceso de transformacion es el uso de una cepa adecuada de Agrobacterium combinada con un
vector de transformacion eficiente. Los primeros protocolos de transformacion mediante Agrobacterium
desarrollados para vid se realizaron con la cepa LBA4404. Debido a las bajas eficiencias de transformacion
obtenidas, se han ensayado otras cepas mas virulentas como EHA105, que es la mas utilizada en vid en los
ultimos afios. La cepa hipervirulenta AGLI1, utilizada con buenos resultados en otras especies lefiosas
recalcitrantes a la aplicacion de esta tecnologia, también ha sido utilizada en diversos cultivares de vid.

El presente trabajo permitio establecer un protocolo eficiente utilizando la cepa hipervirulenta AGL1 de A.
tumefaciens para la transformacion genética de agregados embriogénicos de vid cv. Mencia, genotipo para el
que no existen trabajos previos. El ensayo de diferentes esquemas de seleccion durante las primeras 4
semanas di6é como resultado que la mejor respuesta embriogénica se obtuvo en medio con kanamicina 25 mg
L"'. La existencia de escapes al proceso de seleccion, que sobreestiman la eficiencia real de la
transformacion, se evitd ensayando una seleccién adicional en medio liquido suplementado con 50 mg L™ de
kanamicina durante 5 semanas. La combinacion de ambos procesos de seleccion permitiéo obtener una
eficiencia de transformacion final del 19°8%, sin escapes y con una capacidad de respuesta embriogénica del
material tras seleccion del 74°2%.

La expresion del gen insertado en el tejido transformado depende de multiples factores, en particular el
nimero de copias integradas. La determinacion temprana del numero de copias del transgén permite la
seleccion de las lineas de interés en las primeras etapas del proceso, con el consiguiente ahorro de tiempo y
material. La metodologia habitual para este fin es el Southern blot, pero su aplicacion es laboriosa y se
necesitan grandes cantidades de material vegetal, lo cual es incompatible con un analisis temprano. Se ha
demostrado que, mediante PCR cuantitativa (QPCR) con fluoréforos intercalativos, es posible estimar el
nimero de copias integradas de un transgén utilizando como control un gen enddgeno del que se conoce su
numero de copias en el genoma.

En este trabajo se establecié un método para la determinacion precoz del nimero de copias insertadas de los
genes nptll 'y uidA en el genoma de la vid mediante qPCR, utilizando como controles endogenos los genes de
copia tnica NCED2, que codifica una 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa y chi, que a su vez codifica una
chalcona isomerasa. El nimero de copias integrado vario entre lineas transgénicas de 1 a 8, con el mismo
numero de copias en general para ambos transgenes en las lineas analizadas. El analisis de expresion del gen
uidA mediante qPCR indico una tendencia hacia mayores niveles de expresion en lineas con un mayor
numero de copias del transgén.
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ADVENTITIOUS REGENERATION FROM LEAVES OF
CHIMERIC CRISPR-CAS9 MELON PLANTS ALLOWS
OBTAINING SOLID MUTANTS
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Genetic transformation via Agrobacterium is the most effective strategy for genome editing in crop species
through the expression of clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) and CRISPR
associated (Cas) components. As a tool not only for gene-function analysis but also for molecular plant
breeding, this technology is very attractive because the transgenes required for genome editing can be later
removed from the plant genome by mendelian genetic segregation.

Although CRISPR/Cas is a powerful and precise method for inducing targeted mutagenesis, it can also
generate both phenotypically and genotypically chimeric mutants. A plant is said to be a chimera when cells
of more than one genotype are found growing adjacent in the tissues of that plant. Chimeric plants are likely
produced because Cas9 is active during a period of time until the transgene is segregated, and this can create
a mosaic of different editing events between cells of the same plant.

In the context of the project EDIMELO (RTC-2017-6023-2), we are developing strategies, tools and
protocols for CRISPR-Cas-mediated genome editing in different melon cultivars. To set up protocols for
melon genome editing, the phytoene desaturase gene of melon (CmPDS) has been used as target for the
CRISPR/Cas9 system. Transgenic plants were obtained through Agrobacterium-mediated transformation of
cotyledon explants, and several chimeric plants, showing albino and green tissues, were regenerated. Leaves
from these transgenic plants were again cultured on selective organogenic medium. Our results indicated that
adventitious regeneration allows obtaining solid mutants with different gene editing events.

Acknowledgements: this work was funded by the Spanish Ministerio de Ciencia e Innovacion (RTC-2017-6023-2; co-
financed European Commission ERDF).
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TRANSFER OF SHARKA RESISTANCE FROM RESISTANT PLUM
ROOTSTOCKS TO NON-TRANSGENIC APRICOT SCIONS
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Genetic engineering is a breeding technique that allows the introduction of genes or genomic sequences, not
available within the species gene pool, to induce desired characteristics in plants. Although these
technologies are undoubtedly useful, unfortunately, transgenic products are been rejected in Europe and
other parts of the world due to the negative publicity given to them. Therefore, few or none new transgenic
plants are being commercialize in Europe.

Sharka, caused by plum pox virus, is probably one of the most devastating diseases affecting stone fruit
trees. In an attempt to introduce resistance to this disease we produced transgenic plum trees with a construct
designed to silence virus genes inducing a “pathogen-derived resistance” by interfering RNA. We
demonstrated that some of these lines were highly resistant to the virus.

Commercialization of these plants would be much easier if they could be used as rootstocks so that they will
never flower and therefore transgene dispersion through pollen would not be possible.

In order to test if the small-interfering-RNAs-mediated resistance found in these plants is transmitted to other
Prunus grafted onto them, we designed an experiment where four of these lines, the highly resistant St5°-1
and St5°-9 lines, the intermediate resistant St5’-6 line (the virus was found during initial evaluation but
disappeared later), and the susceptible St5’-7 line were bud-grafted with wild apricots. After sprouting of
apricots they were infected with sharka virus.

Plants were evaluated for virus presence by RT-PCR after three consecutive cycles of artificial winter in cold
chamber and sprouting of buds in the greenhouse. Virus was consistently found in 13 out of 14 (93%) of
apricots grafted onto susceptible St5°-7 rootstocks. In the intermediate St5°-6 line the virus was found in 16
out 29 (55%) of apricots grafted onto these rootstock plants. Finally, both resistant lines St5°-1 and St5°-9
behaved similarly and the virus was found in 12 out 26 (46%) and 8 out of 20 (40%) apricot grafted onto
them, respectively.

Results seem to indicate that the silencing mechanism works on the long term, eliminating viral particles
from the apricot grafted onto resistant plums rootstocks although the mechanism is not 100% successful.
Although results are promising it would be necessary to evaluate these plants in field conditions to determine
if symptoms are lower in those plants grafted onto resistant rootstocks even if some viral particles can still be
found.

Acknowledgments: This work has been partially financed by Project INIA RTA2017-00011-C03-02.

Cristian Pérez-Caselles has a Ph.D. fellowship (FPU) from Ministerio de Ciencia, Innovacién y
Universidades
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El gen Scarecow-like 1 aislado en Castanea sativa (CsSCL-1) pertenece a la familia de factores de
transcripcion de la familia GRAS. Los analisis de la expresion del gen realizados durante el enraizamiento de
brotes de castaiio del mismo genotipo con alta y baja capacidad de enraizamiento, mostraron que CsSCI-1 se
induce por auxina y que se expresa preferencialmente en las células del cambium de los brotes competentes
para la formacion de raices (Sanchez et al., 2007; Vielba et al., 2011). Estos resultados sugieren un papel
importante del gen en la induccion de raices adventicias, entre otras funciones.

El objetivo de este trabajo ha sido realizar el andlisis funcional del gen, mediante la transformacion genética
de embriones somaticos de Quercus suber iniciados a partir de hojas de un arbol adulto (Qs3). Los
embriones se co-cultivaron con la cepa C58pMP90 de Agrobacterium tumefaciens que contenia el vector
pH7WG2D-SCL-1. El vector pH7WG2D,1 incluye un promotor 35S para la expresion constitutiva del
transgén, un gen de resistencia a higromicina y un gen Egfp para la visualizacion de los tejidos
transformados.

La evaluacion de la transformacion estable de las lineas embriogénicas de Q. suber se realizo por PCR y
mediante fluorescencia de GFP. El analisis mediante PCR se realizdo con dos juegos de cebadores que
amplifican fragmentos que solapan la region codificante de CsSCL/ y ambas regiones flanqueantes dentro
del vector. Mediante la germinacion de embriones somaticos obtenidos en diferentes eventos de
transformacion se obtuvieron brotes transgénicos que se propagaron por yemas axilares para disponer de
lineas transformadas. Se evalud la respuesta rizogénica tanto de los brotes transformados (Qs3-T) como la de
dos lineas utilizadas como control, brotes establecidos directamente a partir del arbol (Qs3) y brotes
obtenidos a partir de la germinacion de embriones no transformados (Qs3-WT).

Los resultados mostraron que la inserciéon CsSCL-I mejoro la respuesta rizogénica de los brotes, asi como el
sistema radicular. Ademas, en las lineas analizadas, las plantas transgénicas presentan un aspecto mas
saludable, menos necrosis apical y un mayor re-emprendimiento de crecimiento con respecto a los controles.
Sanchez et al. (2007). Tree Physiology 27, 1459-1470. doi.org/10.1093/treephys/27.10.1459

Vielba et al. (2011). Tree Physiology 31, 1152—-1160. doi:10.1093/treephys/tpr086

Este trabajo fue financiado por la Xunta de Galicia a través de los proyectos IN607A y Contrato Programa
2019-2020
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Espaiia es el primer productor mundial de chirimoya. Su cultivo se concentra en la costa subtropical de
Granada y Malaga, donde tiene gran importancia socioecondmica. La chirimoya es una fruta climatérica
de rapida maduracion, lo que esta limitando su comercializacion y exportacion al resto de Europa. La
aplicacion de técnicas biotecnoldgicas como la transformacion genética son de gran interés en chirimoyo,
ya que permitiria silenciar genes responsables de la maduracion y obtener fruta con maduracion retardada.
En este trabajo hemos desarrollado un protocolo de transformacion genética mediada por Agrobacterium
utilizando explantos de hipocotilos de semillas de chirimoyo germinadas in vitro. Para ello, se ensayaron
diferentes cepas de Agrobacterium albergando el plasmido pBINUbiGUSint, que contiene en gen de
seleccion NPTII y el gen marcador GUS. De igual manera, se estudi6 el efecto de diferentes antibidticos en
la regeneracion de los explantos y se dised un sistema de seleccion basado en la utilizacion de
concentraciones crecientes de kanamicina. Los brotes obtenidos se enraizaron in vitro y se aclimataron a
invernadero. Las plantas se analizaron molecularmente para determinar la presencia y numero de copias de
los genes NPTII y GUS. La eficiencia de transformacion fue diferente segun la cepa de Agrobacterium
utilizada. El protocolo desarrollado nos ha permitido obtener plantas transgénicas aclimatadas en el
invernadero en menos de un afio. Este trabajo también ha servido para conformar el primer transcriptoma
completo del fruto de chirimoyo, desde el cual hemos podido determinar el perfil transcripcional de la
maduracién postcosecha. A partir de estos datos se han seleccionado una serie de genes de interés
implicados en la maduracion. Estos genes se utilizaran para realizar construcciones CRISPR de
silenciamiento con las que transformar las plantas mediante el sistema de transformacion desarrollado.

Financiado por:

Este trabajo de investigacion ha sido cofinanciado al 80% con fondos FEDER (Proyecto AVA2019-038) y
con fondos MINECO (AGL2013-43732-R).
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Plant in vitro regeneration systems, like somatic embryogenesis, are essential players in breeding,
since they permit to propagate elite genotypes, to produce double-haploids, and to convert gene editing or
transformation events into plants. However, in many crop and forest species somatic embryogenesis is
highly inefficient, either from microspores or other somatic cells. Knowledge gained in recent years has
revealed that initiation and progression of somatic embryogenesis involve a complex network of factors,
whose roles are not yet well understood (Testillano 2019, Ibafiez et al. 2020). Recent advances in
chemically-controlled reprogramming of specialized mammalian cells have demonstrated the enormous
potential of application of cell permeable synthetic small molecules to regulate cellular reprogramming. We
have initiated a pioneer line of research, in collaboration with experts in chemical biology to evaluate the
potential of screening novel small molecules from chemical libraries of the pharmaceutical field, to improve
in vitro plant cell reprogramming, embryogenesis and regeneration.

Here, we report a new strategy to improve in vitro embryogenesis using synthetic small molecule
inhibitors of mammalian glycogen synthase kinase 3B (GSK-3B), never used in plants (Patent
PCT/EP2020/083316). These inhibitors led to significant increase of embryogenesis initiation rates and
embryo production in three different systems and species, microspore embryogenesis of Brassica napus and
Hordeum vulgare, and somatic embryogenesis of Quercus suber. Further assays with one of the small
molecules, as representative compound of the inhibitors tested, revealed that the compound inhibited GSK-3
activity in plant cell cultures, like it does in mamalian cells. Addittional analyses showed that the small
molecule inhibitors increased expression of embryogenesis-genes FUS3, LEC2 and AGL1S5, and activated the
brassinosteroid (BR) signalling pathway, probably by targeting the plant GSK-3 kinase BIN2, master
regulator of BR pathway (Berenguer et al. 2021). These findings open the way for new strategies using
GSK-3p inhibitors that could be extended to other species for improvement of in vitro embryogenesis and
plant regeneration.
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El progresivo deterioro de las dehesas y otros montes con especies del género Quercus (Q. ilex 'y Q. suber),
debido fundamentalmente al llamado “sindrome de la seca”, junto a la falta de regeneracion del arbolado,
han promovido desde el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, subvencionado por la Unidn
Europea, la creacion de un ambicioso programa para la mejora y conservacion de los recursos genéticos de
ambas especies.

El objetivo de este trabajo es la micropropagacion, mediante embriogénesis somatica, de progenies de
alcornoques tolerantes a Phytoptora cinnamomi que ademas han presentado cierta adaptacion a la sequia
(material seleccionado en el programa RESSECA,

https://www.tragsa.es/es/comunicacion/noticias/Paginas/210419 mejora-contra-la-seca.aspx). También se
pretende crioconservar las lineas embriogénicas generadas para crear un banco de germoplasma que pueda
ser utilizado como MFR (Material forestal de reproduccion).

En la primera parte del programa se ha partido de 30 genotipos-progenies procedentes de 5 arboles madre.
Para la induccion de embriogénesis somatica se utilizo el protocolo descrito por el IMIDRA (Hernandez y
col, 2011). Este protocolo utiliza hojas en expansion que, una vez esterilizadas, se transfieren sucesivamente
a los medios de establecimiento, induccion y manifestacion. Este protocolo ha permitido capturar el 75 % de
los genotipos ensayados observandose un efecto materno en la respuesta embriogénica (entre el 33.3 y el 100
% segun el parental femenino). Una vez diferenciados, los embriones somaticos (ES) proliferan mediante
embriogénesis secundaria en medio SH (Schenck y Hildebrandt) sin reguladores de crecimiento lo que ha
permitido producir mas de 11.000 ES. Parte de estos embriones se utilizaron para los ensayos de
crioconservacion y el resto de los embriones cotiledonares bien formados se almacenaron a 4 °C durante 6-8
semanas antes de proceder a su germinacion y posterior aclimatacion a condiciones ex vitro. Las tasas de
conversion a planta oscilaron entre el 20-70% dependiendo de la linea embriogénica. La aclimatacion de las
plantulas obtenidas es, en la actualidad, el principal cuello de botella para poder producir el suficiente
namero de ejemplares para el programa de mejora. Hasta el momento, se han obtenido plantas con
crecimiento vigoroso en el 53.3 % de los genotipos ensayados.

La crioconservacion de las lineas embriogénicas se abordd siguiendo el protocolo de vitrificacion definido
por Valladares y col. (2004). Utilizando como explanto inicial ES en estado globular, precultivandolos 3 dias
en sacarosa 0.3 M y aplicando 60 min a 0 °C la solucion vitrificadora PVS2 (Sakai y col, 1990), se
obtuvieron tasas de recuperacion embriogénica entre 63-96 %.

Agradecimientos. Trabajo subvencionado por el MAPA y los fondos FEADER, promovido por el MITERD en el
marco del Programa Nacional de Desarrollo Rural 2014-2020.
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Los explantos utilizados con mas éxito en la induccion de embriogénesis somatica en la vid (Vitis vinifera
L.) son estructuras reproductivas como anteras, ovarios, estigmas, filamentos de estambres o flores enteras.
En cambio, la adquisicion de competencia embriogénica utilizando estructuras vegetativas como hojas,
peciolos o explantos nodales se ha logrado en pocas ocasiones y con bajas tasas de induccion. La implicacion
practica de este fendmeno es que el establecimiento de nuevos cultivos embriogénicos se restringe, en la
mayoria de los casos, al periodo de floracion de la vid, cuando las estructuras reproductivas estan disponibles
en la fase de desarrollo adecuada (s6lo una semana al afio). Por esta razon, el establecimiento de una
metodologia para obtener embriones somaticos a partir de otros tejidos representa un paso clave para
optimizar la embriogénesis somatica de esta especie. Ademas, aunque se han identificado algunos genes
implicados en la adquisicion de la competencia embriogénica, la regulacion de este proceso todavia no esta
claro, lo que, junto con las bajas tasas de induccion de la embriogénesis somatica, impide su aplicacién
rutinaria en la vid.

Se ha descubierto que cambios reversibles en la acetilacion de las histonas desempefian un papel esencial en
la regulacion de la expresion génica durante la regeneracion de plantas. En términos generales, la acetilacion
de los restos de lisina de las histonas produce una relajacion de la estructura de la cromatina, y este
fenémeno se asocia a un aumento de la actividad de los genes. Se ha demostrado que el tratamiento con
inhibidores de desacetilasas de histonas detiene parcialmente el progreso de germinacion, manteniendo el
potencial embriogénico en especies de pino y abeto.

En este trabajo hemos estudiado el efecto de inhibidores de desacetilasas de histonas sobre la respuesta
embriogénica en diferentes explantos de vid, derivados de cultivos embriogénicos del cv. Mencia. Para
aportar informacion sobre el papel que juegan los inhibidores de desacetilasas de histonas en la respuesta
embriogénica, hemos analizado la expresion de genes de vid relacionados con la embriogénesis y otros que
codifican dichas enzimas.

El uso de un medio de induccion que contiene inhibidores de desacetilasas de histonas (tricostatina A vy,
principalmente, butirato sddico) mejoré las respuestas embriogénicas en embriones somaticos cotiledonares
y recién germinados. El estudio de la expresion relativa de genes de vid relacionados con la competencia
embriogénica se llevd a cabo en embriones somaticos cotiledonares cultivados en presencia de 0’5 mM de
butirato sddico. Los resultados mostraron una sobreexpresion significativa de los genes de vid BBM y
VvSERK2 ya desde las 24 h de cultivo, mientras que el gen VvWOX2 estaba menos reprimido en
comparacion con el medio de control sin butirato sodico. Estos resultados sugieren que la hiperacetilacion de
las histonas provocada por este inhibidor parece desencadenar una respuesta molecular relacionada con el
aumento de la competencia embriogénica y con cambios en la expresion de los genes asociados. El
tratamiento con butirato sédico también produjo variaciones significativas en la expresion de varios genes
codificantes de desacetilasas de histonas. Los resultados obtenidos indican que se pueden mejorar las
posibilidades de obtener embriones somaticos a partir de diversos explantos, reduciendo las limitaciones
estacionales asociadas al uso de explantos florales en la vid.
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Microspore embryogenesis is a biotechnological process that allows to rapidly obtain doubled haploid plants
for breeding programs. The process is initiated by the application of stress treatment which reprograms
microspores to embark on embryonic development. Typically, a part of the microspores undergoes cell death
that reduces the efficiency of the process. Metacaspases (MCAs), a phylogenetically broad group of cysteine
proteases, and autophagy, the major catabolic process in eukaryotes, are critical regulators of the balance
between cell death and survival in various organisms.

In this study we analyzed the role of MCAs and autophagy in cell death during stress-induced microspore
embryogenesis in Brassica napus. We demonstrate that this cell death is accompanied by transcriptional
upregulation of three BnMCA genes (BnMCA-1la, BuMCA-1la and BuMCA-IIi), increase in MCA proteolytic
activity, and activation of autophagy. Accordingly, inhibition of autophagy and MCA activity, either
individually or in combination, suppressed cell death and increased the number of proembryos, indicating
that both components play a pro-cell death role and account for decreased efficiency of early embryonic
development. Therefore, MCAs and/or autophagy can be used as new biotechnological targets to improve in
vitro embryogenesis in Brassica species and doubled-haploid plant production in crop breeding and
propagation programmes.
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LA EMBRIOGENESIS SOMATICA COMO VALIOSA
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La aplicacion de altas temperaturas durante el proceso de embriogénesis somdatica puede
desencadenar la formacién de una memoria epigenética estable que conduzca a la obtenciéon de
plantas somadticas con una capacidad alterada para hacer frente al estrés. Basandonos en esta
hipétesis, hemos estudiado el efecto de las altas temperaturas y el estrés hidrico en el éxito de las
diferentes etapas del proceso embriogénico. Ademds, hemos evaluado si las plantas sométicas
generadas al final del proceso muestran un incremento en la tolerancia a estrés abidtico.
Paralelamente, hemos analizados las bases fisioldgicas, gendmicas, protedmicas y metabdlicas de la
respuesta a estrés abidtico. Nuestros estudios abren la posibilidad de poder inducir tolerancias a otros
tipos de estrés ademas de seguir profundizando en los mecanismos de control de dichas tolerancias.
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Pistacia terebinthus es el patron mas utilizado en el cultivo del pistacho en Espafia abarcando
aproximadamente el 70% de la superficie cultivada en la actualidad. Su caracter autoctono y el precio
econdmico produjo una gran implantacion en nuestro pais, sin embargo, la falta de vigor, la heterogeneidad,
y la susceptibilidad a Verticillium ha provocado que en los tltimos afios haya disminuido la demanda en
favor del patron comercial UCBI1 (P. atldntica x P. integerrima).

A pesar de los inconvenientes inherentes de P. terebinthus, hay que tener en cuenta que también posee
caracteristicas que pueden ser utiles en determinadas circunstancias, como una alta resistencia a las bajas
temperaturas, una alta eficiencia nutricional (especialmente en la absorcion de Zinc y Cobre), y una mayor
resistencia a Armillaria. Ademas, su bajo vigor puede suponer una caracteristica interesante en plantaciones
de superintensivo.

Su caracter autoctono sumado a sus ventajas hace que esta especie posea un considerable potencial, haciendo
necesario desarrollar programas de seleccion y mejora para capturar genotipos interesantes, asi como
desarrollar protocolos eficientes de multiplicacion a través de la micropropagacion.

Con el fin de proporcionar un protocolo para la produccion en masa de Pistacia terebinthus, se han evaluado
cuatro concentraciones del quelante de hierro Fe-EDDHA (200, 230, 272 y 300 uM) después de 7 semanas
de cultivo (3 semanas en medio de multiplicacién y 4 semanas en medio de elongacioén). También se ha
comparado la proliferacion cultivando la fase de elongacion en medio semisolido y en medio liquido con dos
biorreactores distintos (MATIS® y PLANTFORM®).

La combinacion de un medio de multiplicacion semisolido con un medio de elongacion liquido en
biorreactores tipo MATIS® incrementd significativamente tanto la tasa de proliferacion como la longitud
media de los brotes cultivados. Sin embargo, las distintas concentraciones del quelante de hierro Fe-EDDHA
no influy6 de forma significativa en el crecimiento de los cultivos.

Este trabajo se encuentra dentro del Proyecto “Obtencion de patrones clonales para el cultivo del pistacho
(Patrén)” del GO-Pistaclon, financiado en el marco del PDR-CM 2014-2020, programa operativo del Fondo
Europeo Agricola de Desarrollo Rural (FEADER), financiado por la UE, el MAPA, y la CM a través del
IMIDRA.
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EMBRIOGE[‘IESIS SOMATICA EN ENCINA:
OPTIMIZACION DE LA ETAPA DE INDUCCION
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elenac@iiag.csic.es

La encina (Quercus ilex L.) es uno de los robles mas representativos del bosque mediterraneo. En las tltimas
décadas, sus poblaciones han experimentado un paulatino deterioro que perdura hasta la actualidad y que
contintia expandiéndose. La embriogénesis somatica (ES) se ha revelado como una poderosa herramienta
para la propagacion, mejora y conservacion de especies recalcitrantes, como la encina. En linea con nuestros
estudios previos sobre la iniciacion de ES en esta especie a partir de material adulto, el objetivo de este
trabajo ha sido profundizar en el estudio de esta etapa a fin de mejorar las tasas de induccion. Para ello
hemos evaluado el efecto del: (i) tipo de explanto utilizado (hojas, nudos y apices caulinares), (ii) la adicion
de diferentes auxinas al medio de induccién (acido naftalenacético (ANA) o acido indolacético (AIA) y
acido indolbutirico (AIB)) y (iii) el tiempo de exposicion al medio de induccion.

El proceso embriogénico se ha iniciado mediante cultivo de los diferentes explantos aislados de cultivos de
brotes axilares de tres genotipos adultos de encina (E00, Q10-1 y Q3-5) en medio Murashige y Skoog (1962)
adicionado con 4 mg/l ANA, 4 mg/l AIA o 3 mg/l AIB durante 2, 4 u 8 semanas. Transcurrido este tiempo,
los explantos son transferidos al mismo medio mineral desprovisto de reguladores, donde normalmente se
desarrollan los embriones somaticos. La respuesta embriogénica se observd con la formacion de masas
nodulares proembriogénicas y/o embriones somaticos entre las 10-36 semanas del inicio del cultivo. Aunque
se ha logrado la induccion de embriones somaticos en los tres genotipos, los porcentajes de induccion varian
sustancialmente entre ellos siendo los genotipos Q10-1 y Q3-5 los que tienen mayor respuesta embriogénica
(37% y 33%, respectivamente). En los tres genotipos, las hojas fueron el explanto menos reactivo,
independientemente del tipo de auxina y del tiempo de exposicion aplicado. La respuesta de los apices y los
nudos varia entre genotipos, de tal manera que en Q3-5 y E00 son los apices los que muestran mayores tasas
de induccion, mientras que en Q10-1 son los nudos los explantos mas reactivos. El efecto del tipo de auxina
también se vio afectado por el genotipo. En los genotipos E00 y Q10-1 las mayores tasas de induccion se
obtuvieron con AIA, mientras que en Q3-5 los mejores resultados se observaron en presencia de ANA. AIB
solo mostro una buena efectividad en el genotipo Q3-5. Aunque la induccion de embriones fue posible en los
tres tiempos de exposicion, 2 semanas en el medio con auxina es el que obtuvo los mejores porcentajes.
Como conclusion podemos afirmar que los resultados obtenidos en el presente trabajo suponen una mejora
considerable del método previamente publicado (Martinez et al., 2017), al haber logrado la simplificacion
del procedimiento (reduccion de 10 semanas), al mismo tiempo que se incrementaron significativamente los
porcentajes de induccion.

Agradecimientos

Este trabajo ha sido parcialmente financiado por el MINECO (Espafia) mediante el proyecto AGL2016-
76143-C4-4-R.
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En las ultimas décadas, las poblaciones de Quercus ilex L., especie con gran importancia econoémica,
ecologica y social en la Peninsula Ibérica, han sufrido un gran deterioro debido entre otras causas al
“sindrome de la seca”. La embriogénesis somatica (ES) es una herramienta biotecnologica de gran potencial
para ser aplicada en la propagacion y conservacion de esta especie, pues permite la propagacion clonal a gran
escala de genotipos seleccionados (tolerantes a estreses abidticos y abioticos, produccion de fruto, etc...), la
transformacion genética y el almacenamiento a largo plazo de germoplasma (crioconservacion) del material
seleccionado o de los productos biotecnologicos generados. En trabajos previos con encina se ha logrado
inducir ES a partir de diferentes explantos de origen adulto como tegumentos (Barra-Jiménez et al., 2014),
amentos (Blasco et al., 2013), apices y hojas (Martinez et al., 2017), estableciéndose diferentes lineas
embriogénicas que se conservan mediante embriogénesis secundaria y/o crioconservadas. El gran handicap
de la ES en encina es la baja capacidad de conversion a planta que se produce tras la germinacion de los
embriones somaticos, asi como la gran dificultad que existe para la aclimatacion de las plantas generadas a
las condiciones ex vitro. A fin de optimizar la etapa de germinacion se ha evaluado por un lado el efecto de
la aplicacion de un tratamiento de maduracion (sorbitol 6% y sacarosa 3%) previo al periodo de 2 meses de
almacenamiento a 4°C. Por otro lado, se evalud el efecto de la composicion del medio de germinacion
estudiandose el efecto del tiosulfato de plata (STS) un inhibidor del etileno, y el efecto de diferentes
reguladores de crecimiento (BA 0,1 mg/l sola o en combinacion con acido indolbutirico (AIB; 0,05-0,1 mg/1)
y fuentes de carbono (sacarosa y glucosa al 1, 2, 3%). Los datos obtenidos después de 8 semanas en medio
de germinacion muestran que el tratamiento previo de desecacion con sorbitol no mejoro tasas de conversion
a planta con respecto a embriones que son directamente almacenados en frio. La incorporacion de STS 20
uM aumenta significativamente el nimero de embriones que desarrollan plantas completas, asi como la
calidad de las mismas (mayor longitud del brote y nimero de hojas). La conversion también esta afectada
por el tipo de azicar obteniéndose los mejores resultados cuando el medio de germinacion fue suplementado
con sacarosa 3%. Por ultimo, la incorporacion al medio de germinacion de 0,05 mg/l de acido AIB no solo

mejord los porcentajes de conversion, sino que también mejora notablemente la calidad de la planta
obtenida, requisito imprescindible para afrontar con éxito la fase de aclimatacion. Resultados preliminares
muestran que, consiguiendo la rapida entrada en crecimiento de las plantulas, mediante choques de baja

humedad, se pueden alcanzar porcentajes de supervivencia cercanos al 50%, con un buen crecimiento
posterior de las plantulas.
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En la Peninsula Ibérica, las poblaciones de encina y alcornoque estan sufriendo continuos episodios de
deterioro y mortandad debido al sindrome de la seca. La Subdireccion General de Politica Forestal y Lucha
contra la Desertificacion del Ministerio para la Transicion Ecologica y Reto Demografico (MITERD) inicid
en 2019 un Programa Nacional de Mejora y Conservacion de Recursos Genéticos frente al sindrome de la
seca, con la participacion de TRAGSA, como coordinador, y varios organismos publicos de investigacion.
Una de las estrategias del programa es la micropropagacion de plantas tolerantes procedentes de proyectos y
actuaciones previas, con el objetivo de obtener un material mejorado para establecer parcelas de ensayo y
poblaciones de mejora.

El grupo de Biotecnologia Forestal del IMIDRA tiene experiencia en la clonacion de arboles adultos de
encina y alcornoque. Dentro de este programa de mejora, se encarga de la propagacion mediante
Embriogénesis Somatica (ES) de arboles adultos de ambas especies (30 encinas y 60 alcornoques) cuya
progenie ha mostrado tolerancia a Phytophthora cinnamomi y estrés hidrico. Los genotipos seleccionados
pertenecen a las colecciones de varios proyectos: SEFEAL, RESSECA, Universidad de Extremadura y
Universidad de Huelva.

En la encina, se sigue el protocolo de ES definido por Barra-Jiménez et al. (2014) a partir de tegumento de
bellotas y en el alcornoque, el protocolo de ES a partir de hojas definido por Toribio et al. (2005). Durante el
aflo 2020, se recibieron estacas de 18 alcornoques y se han obtenido lineas embriogénicas de 17, con tasas de
germinacion superiores al 80% y porcentajes medios de aclimatacién del 50%, aunque muy variable entre
genotipos. Las plantas somaticas se enviaran en lotes de 60 unidades a TRAGSA para iniciar la evaluacion
de su tolerancia.

Las lineas embriogénicas generadas fueron crioconservadas por el grupo del ITAG-CSIC siguiendo el
protocolo de vitrificacion previamente definido por Valladares et al. (2004). Embriones sométicos en estado
globular se precultivaron 3 dias en elevadas concentraciones de sacarosa y posteriormente se les aplico la
solucion vitrificadora PVS2 durante 60 minutos a 0°C. Las tasas de recuperacion embriogénica obtenidas tras
la crioconservacion fueron elevadas aunque los valores varian en funcion del genotipo.

Barra-Jiménez et al (2014) Trees 28:657-667; Toribio et al (2005) Protocol for somatic embryogenesis in
woody plants. Springer: 445-457; Valladares et al (2004) CryoLetters 25(3):177-186

Financiado por el Programa Nacional de Desarrollo Rural 2014-2020 (submedida 15.2) con financiacion
FEADER al 75%.
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La Subdireccion General de Politica Forestal y Lucha contra la Desertificacion, del Ministerio para
Transicion Ecologica y reto Demografico (MITERD) inicié a finales de 2019 el Programa Nacional de
Mejora y Conservacion de Recursos Genéticos de la encina y el alcornoque frente al sindrome de la seca,
desarrollado en el marco del Programa Nacional de Desarrollo Rural 2014-2020 (submedida 15.2) y con
financiacion FEADER al 75%. En el Programa colaboran 9 organismos publicos de investigacion ademas de
la empresa TRAGSA, que lo coordina. Una de las acciones que contempla dicho programa, es la clonacion
utilizando técnicas biotecnoldgicas, de material de encina y alcornoque seleccionado por su tolerancia al
estrés hidrico y a Phytophthora cinanmomi, procedente de proyectos y actuaciones previas de algunos de los
organismos colaboradores, con el objetivo final de poner a disposicion del sector forestal materiales
mejorados tolerantes a la seca. Las técnicas de micropropagacion utilizadas (organogénesis o embriogénesis
somatica), se han elegido en funcion de la especie, el tipo de material (adulto o juvenil) y experiencia de
cada grupo. Las colecciones cuya micropropagacion se esta abordado son las siguientes:
¢ Coleccion proyecto RESSECA: 51 brinzales de encina y 142 de alcornoque supervivientes a 2 afios
de inoculacion con P. cinnamomi 'y estrés hidrico, asi como sus progenitores, 6 genotipos encina y 6
de alcornoque adultos.
¢ Coleccion de la Universidad de Extremadura: 34 brinzales de encina seleccionadas por tolerancia a
P. cinnamomi y estrés hidrico, asi como sus progenitores, 8 encinas adultas.
¢ Coleccion de la Universidad de Huelva: 16 brinzales de encina y 14 de alcornoque, seleccionados
por tolerancia a P. cinnamomi, asi como sus progenitores, 8 encinas y 8 alcornoques adultos.
El IMIDRA esta trabajando en la micropropagacion de los genotipos adultos de encina y alcornoque
mediante embriogénesis somatica a partir de bellotas inmaduras (encina) y de hojas de brotes inducidos en
estacas de ramas (alcornoque). La micropropagacion de los genotipos juveniles de alcornoque se esta
abordando tanto por embriogénesis somatica a partir de hojas de los brinzales, por parte de la Universidad de
Valencia, como mediante cultivo de yemas axilares por parte de la Universidad de Huelva y de TRAGSA. El
protocolo de micropropagacion mediante cultivo de yemas axilares de los genotipos juveniles de encina, mas
recalcitrantes al cultivo in vitro, esta siendo investigado en el ITAG y en la Universidad de Huelva. Todas las
lineas embriogénicas generadas en el programa seran crioconservadas por el IIAG. El destino de las
vitroplantas generadas, sera la confirmacion de la tolerancia mediante ensayos con suficientes copias
clonales de cada genotipo, asi como el establecimiento de parcelas de ensayo y poblaciones de mejora
(bancos clonales y huertos semilleros). Cada uno de los grupos presenta en esta Reunion diferentes posters
donde de manera mas pormenorizada describen el avance de sus trabajos.
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El alcornoque (Quercus suber L.) es un arbol mediterraneo de la familia de las Fagaceas de gran interés
econdémico para la produccion de corcho. Los protocolos actuales de embriogénesis somatica permiten clonar
alcornoques adultos, en los que se observa la calidad corchera (Hernandez, I. 2011). Sin embargo, para
aplicar esta técnica de propagacion vegetativa a escala comercial y reducir su coste, es necesario desarrollar
protocolos de cultivo en medio liquido para aumentar la produccion de embriones.

Los cultivos en medio liquido se establecieron a partir de dos genotipos mantenidos en medio con agar
durante afios. Las suspensiones de embriones globulares se obtuvieron subcultivando 8g/l de la fraccion
inferior a 800um (Ruiz-Galea, M. et al. 2018). Se realizaron varios ensayos para mejorar la diferenciacion de
embriones somaticos individualizados de alcornoque a partir de estos cultivos en suspension. Se estudio el
efecto de la densidad inicial de indculo; 3g/1 frente a 8g/l, y de afiadir 6-Bencilaminopurina (BAP), Acido
indol-3butirico (IBA), o polietilenglicol (PEG) en el medio de proliferacion en diferentes concentraciones.
Los envases se cultivaron durante 30 dias, en agitacion a 110rpm y en cdmara de cultivo a 23°C.

Para observar diferencias entre los tratamientos, a las 6 semanas se filtraron los cultivos y de cada
tratamiento se subcultivaron 50 mg sobre un filtro de Nylon de 41um de poro en una placa con medio de
cultivo (Macros SH y resto MS), 6 g/l de agar, 10 g/l de carbon activo y 30g/l de sacarosa. Se hicieron tres
repeticiones por tratamiento. La mayor produccion de embriones aislados cotiledonares se obtuvieron con la
mayor densidad inicial, al afiadir 5 pM de BAP 0 30 g/l de PEG en el medio de cultivo.

Hernandez et al 2011. Application of plant regeneration of selected cork oak trees by somatic embryogenesis
to implement multivarietal forestry for cork production. Focus on Tree Micropropagation and Tissue
Culture. Tree and Forestry Science and Biotechnology Vol 5 (Special Issue 1):19-26. ISSN 1752-3753/
ISBN 978-4-903313-64-1.Nageswara-Rao M, Soneji JR (eds), 2011.

Ruiz-Galea et al. 2018. CORK OAK, QUERCUS SUBER L. Embryogenic Liquid Cultures. S.M. Jain and

P.K.Gupta (eds.). Step Wise Protocols for Somatic Embryogenesis of Important Woody Plants, 243-253
©Springer International Publishing AG, 2018

Financiado por el Centro para el Desarrollo Tecnologico Industrial (CDTI), y en parte, con Fondos FEDER
de la Unién Europea. Los trabajos de ejecucion se desarrollaran entre julio de 2019 y junio de 2023.
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CORK2WINE es un proyecto de Investigaciéon y Desarrollo CDTI100 que surge por iniciativa de seis
grandes empresas del sector corchero vinculadas a la fabricaciéon de tapones de corcho para el sector
vitivinicola. Abarca desde el cultivo de nuevas explotaciones de alcornoque (Quercus suber L.) con
individuos de maxima calidad corchera obtenidos por embriogénesis somatica, hasta la mejora de los
procesos de transformacion y la obtencién de un tapén de corcho de gran calidad: desde el alcornocal
hasta la bodega.

El proyecto se estructura en tres aspectos: 1. aspectos forestales, genéticos, fisiologicos e histologicos
del alcornocal que afectan a la calidad visual, fisica y sensorial del corcho (Acrénimo: FOREST); 2.
Procesado del corcho, elaboracion del tapén y nuevas aplicaciones para los subproductos generados
en su fabricacién (Acrénimo: PROCORK); 3. Mejora de la calidad sensorial del tapén de corcho
(Acrénimo: QUALITA). Siendo en la linea FOREST, donde se aborda el objetivo de producir un gran
numero de individuos plus mediante la aplicacidn de técnicas de propagacion de cultivo in vitro.

Los protocolos actuales de embriogénesis somética para el alcornoque permiten clonar ejemplares
adultos en los que se observa la calidad corchera. Sin embargo, para la propagacién a escala comercial,
es necesario desarrollar los sistemas de cultivo en medio liquido y mejorar los porcentajes de
aclimatacién. Los objetivos son:

1.- Aumentar la produccién de embriones somaticos cotiledonares individualizados de alcornoque
usando cultivos en suspension. Se evalud el efecto de afiadir al medio de proliferaciéon diferentes
concentraciones de ABA, BAP, 1AA, IBA, NAA, glutamina y PEG, sobre la capacidad de diferenciar
embriones aislados.

2.- Lograr la maduracién de los embriones somaticos en un sistema de inmersion transitoria (RITA®
MATIS®). Se evalud el efecto de distintas concentraciones de sacarosa en el medio.

3.- Facilitar la siembra directa en contenedor forestal.

El logro de cada uno de estos objetivos y su combinaciéon permitira eliminar las fases mas criticas del

protocolo de cultivo in vitro y aplicar la embriogénesis somatica a la produccién masiva de
alcornoques.

Financiado por el Centro para el Desarrollo Tecnologico Industrial (CDTI), y en parte, con Fondos FEDER
de la Unién Europea. Los trabajos de ejecucion se desarrollaran entre julio de 2019 y junio de 2023.
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DIFERENCIACION MOLECULAR ENTRE GENOTIPOS ASOCIADA A
LA OBTENCION DE EMBRIONES COMPLETOS Y AL ALBINISMO
EN LA EMBRIOGENESIS DE LA MICROSPORA EN CEBADA

M? PILAR VALLES BRAU, BEQONA ECHAVARRI RAZQUIN, ISABEL VALERO RUBIRA,
SANDRA ALLUE DURANGO, ANA M* CASTILLO ALONSO.

DEPARTAMENTO DE GENETICA Y PRODUCCION VEGETAL, ESTACION EXPERIMENTAL DE AULA
DEI-CSIC, AVDA. MONTANANA 1005, 50059-ZARAGOZA.

valles@eead.csic.es

La produccion de plantas doblehaploides (DHs) mediante embriogénesis de la microspora tiene una gran
dependencia del genotipo en cereales. Existen factores que limitan la aplicacion del cultivo de anteras en
distintos genotipos de cebada. Entre ellos, destacan la baja la formacion de embriones completos a partir de
las estructuras embriogénicas, una vez que ya se ha producido la reprogramacion celular, y la alta proporcion
de planta albinas. Aunque estos factores han sido estudiados en mayor o menor medida, todavia no se
conocen con profundidad los mecanismos moleculares implicados [1, 2]. La diferenciacién molecular
durante las primeras fases del desarollo embriogénico entre genotipos puede ayudar a discriminar factores
clave que determinan la embriogénesis de la microspora.

En este estudio se ha analizado la expresion de genes que se activan durante el desarrollo embriogénico en
dos lineas isogénicas de cebada, que se caracterizan por diferencias en el porcentaje de embriogénesis y de
albinismo [2]. Se han podido determinar diferentes patrones de expresion de genes que se han asociado al
desarrollo de embriones completos o al de plantas verdes segiin la funcionalidad de dichos genes. La
pertenencia de los genes identificados a redes de expresiéon nos ha permitido identificar mecanismos
moleculares implicados en la produccion de DH en cebada.

[1]: Mufioz-Amatriain, M., Svensson, J. T., Castillo, A. M., Close, T. J., & Vallés, M. P. (2009). Microspore
embryogenesis: assignment of genes to embryo formation and green vs. albino plant production. Functional

& integrative genomics, 9(3), 311-323

[2]: Sanchez-Diaz, R. A. (2014). Estudio de los mecanismos moleculares implicados en la embriogénesis de
la microspora en cebada y trigo.
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EL GEN SLMAPKKK17 ES:I'I:\ INVOLUCRADO EN EL PROCESO
DE REGENERACION ADVENTICIA EN TOMATE

MARYBEL JAQUEZ-GUTIERREZ!, JORGE SANCHEZ-LOPEZ', ALEJANDRO ATARES', ANA
ORTIZ-ATIENZA?, CARMEN CAPEL?, BENITO PINEDA', BEGONA GARCIA-SOGO', FERNANDO J.
YUSTE-LISBONA?, RAFAEL LOZANO? VICENTE MORENO'

"CULTIVO IN VITRO Y MEJORA VEGETAL, INSTITUTO DE BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR DE
PLANTAS (IBMCP; UPV-CSIC). 46022 VALENCIA, SPAIN.

2 CENTRO DE INVESTIGACION EN BIOTECNOLOGIA AGROALIMENTARIA (BITAL). UNIVERSIDAD DE
ALMERIA, 04120-ALMERIA, SPAIN

aatares@ibmep.upv.es

Gracias al extenso cribado realizado en nuestra coleccion de lineas T-DNA de tomate, se han identificado
diversos mutantes afectados en diferentes etapas del proceso de regeneracion adventicia. Se ha identificado
un mutante que no es capaz de formar callo desorganizado en condiciones favorables para la regeneracion
adventicia (tdc-1 por tomato defective in callus proliferation). Se han identificado tres mutantes en los que,
aunque generan callo desorganizado, no aparece ninguna estructura organogénica (tdb-1, -2 'y -3 por tomato
defective in bud differentiation). Ademas, se ha identificado un mutante que, aunque es capaz de formar
yemas adventicias, estas no son capaces de seguir su desarrollo tras la formacion de unas pocas hojas (¢ds-1
por tomato defective in shoot development).

Curiosamente, las plantas mutantes tdc-1 y tds-1 eran indistinguibles de los WT, lo que indica que los genes
alterados en estas lineas desempefian funciones especificas en la proliferacion celular de zonas de corte de
explante (gen TDC-1) o en el desarrollo de los meristemos de las yemas adventicias (gen 7DS-1). A
diferencia estos, las plantas de los tres mutantes defectuosas en la diferenciacion de brotes adventicios (¢tdb-
1, -2 y -3) mostraron multiples cambios en los rasgos vegetativos y reproductivos. El mutante ¢db-1 tiene
menor porte que las plantas WT, ¢db-2 tiene afectado el desarrollo radicular y no es capaz de formar flores ni
frutos y tdb-3 tiene alteraciones importantes en el desarrollo de las hojas, flores y frutos.

Los analisis de cosegregacion revelaron la existencia de una asociacion entre el fenotipo del mutante tdb-3 y
un inserto de T-DNA. Tras realizar un Anchor-PCR se secuenciaron las regiones flanqueantes al T-DNA y
se determind que el gen SIMAPKKK17 de tomate era el responsable del fenotipo mutante observado. Se
comprobd que este gen tenia parcialmente anulada su expresion en todos los 6rganos de la planta analizados
(tallo, hoja, apice, yema floral, flor en antesis y fruto). En definitiva, se puede concluir que el gen
SIMAPKKK17 esta involucrado en el proceso de diferenciacion de yemas y brotes.
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DYNAMICS OF ENDOGENOUS CYTOKININ DURING
MICROSPORE EMBRYOGENESIS OF BRASSICA NAPUS
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In vitro, isolated microspores, at the responsive stage of vacuolated microspore, can be reprogrammed by
stress treatments, becoming totipotent cells and producing haploid and doubled-haploid (DH) embryos and
plants. This process, known as stress-induced microspore embryogenesis, is widely used in plant breeding to
rapidly obtain DH plants, which represent a source of new genetic variability, fixed in complete homozygous
plants in only one generation step. Production of DH lines is currently a standard method of the creation of
new material in many modern breeding programs, although its application is limited in many crop species
due to low efficiency. Despite knowledge gained in recent years, the complex regulatory network of cell
reprogramming leading to embryogenesis is still far to be fully elucidated. Several studies have revealed the
relevance of auxins and cytokinins (CKs) as regulating factors for cell fate, proliferation and differentiation.
Our previous studies have shown the key role of endogenous auxin in rapeseed and barley microspore
embryogenesis (Testillano 2019, Pérez-Pérez et al. 2019). However, much less is known on the involvement
of endogenous CKs in the process of microspore embryogenesis.

In the present work we have analyzed the dynamics and possible role of endogenous CKs during stress-
induced microspore embryogenesis in Brassica napus, a model system to study this process in which no
exogenous phytohormones are present in the culture media. The results showed that endogenous CK
concentration was low in microspores and at early stages after embryogenesis initiation, in proembryos,
while it increased at advanced stages, with embryo development and differentiation. These changes in CK
levels correlated with immunolocalization results and the expression patterns of the CK biosynthesis genes
BnIPT-9 and BnIPT-2, and CK signalling element type B, BnARR-21 which were up-regulated at advanced
stages of embryogenesis. In contrast, BuARRS signalling element of type A and BnCKX-2, enzyme of CK
degradation pathway, showed decreased expression during embryogenesis progression. Pharmacological
treatments with PI-55, inhibitor of CK signalling, did not affect embryogenesis initiation but severely
impaired further embryo development. The results indicate that endogenous CKs would play a key role at
advanced stages, during embryo differentiation, while embryogenesis initiation occurs with low CK
concentration.
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DNA DEMETHYLATION BY 5'- AZACYTIDINE IMPROVES SOMATIC
EMBRYOGENESIS YIELD FOR REGENERATION AND BREEDING
OF CORK OAK
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Somatic embryogenesis is a biotechnological tool for large-scale mass propagation of selected material,
genetic transformation and breeding, with many advantages in the case of forest tree improvement. However,
its application is limited in woody species due to low efficiency and recalcitrance. Cell reprogramming,
totipotency acquisition and somatic embryogenesis initiation involve changes in global genome organization
in which DNA methylation plays a key role. We have reported, in rapeseed and barley, that microspore
embryogenesis initiation is associated with DNA hypomethylation (Solis et al. 2012, 2015). However little is
known in trees about DNA methylation dynamics during somatic embryogenesis (Rodriguez-Sanz et al.
2014, Corredoira et al. 2017).

In this work we analyzed the changes in global DNA methylation levels and nuclear distribution of
methylated DNA as well as gene expression profiles of several DNA methyl transferases during somatic
embryogenesis in Quercus suber L. (cork oak), by biochemical, molecular and immunocytochemical
approaches. Furthermore, effects of a small bioactive molecule, the DNA demethylating agent 5’-azacytidine
(AzaC), on somatic embryogenesis were analyzed. Results showed low levels of global DNA methylation at
early stages of somatic embryogenesis, in proembryogenic masses, followed by a progressive increase in
DNA methylation at later stages, during somatic embryo differentiation. This pattern correlated with the
expression profile of the DNA methyl transferase OsMET] which was up-regulated during somatic embryo
development. AzaC treatment reduced global DNA methylation of proembryogenic masses, while promoted
its proliferation and favored somatic embryogenesis initiation. At advanced stages, AzaC prevented embryo
differentiation, an effect that reverted by eliminating the drug from culture medium. AzaC treatment
increased the expression of the early embryogenesis marker gene QsSERKI-LIKE, while the late
embryogenesis gene QOsLEA-LIKE was repressed. Short AzaC treatment followed by a recovery period
resulted in a significant increase of somatic embryo production, in comparison to control cultures.

These findings provide new insights into the epigenetic regulation underlying somatic embryogenesis in cork
oak, a forest species of high economic and ecologic value. Moreover, they provide a promising avenue for
pharmacological intervention by using small molecule epigenetic modulators, to improve somatic
embryogenesis yields for forestry breeding and propagation programs.

Corredoira et al (2017) J Plant Phys. 213: 42-54.
Rodriguez-Sanz et al. (2014) BMC Plant Biol. 14:224.
Solis et al. (2012) J Exp Bot. 63: 6431-6444.

Solis et al (2015) Front Plant Sci. 6: 472

Work supported by projects AGL2017-82447-R and PDI2020-113018RB-100 funded by Spanish Ministry of
Science, Innovation and Universities (MCIU) and European Regional Development Fund (ERDF/ FEDER).
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LA INDUCCION Y LAS PRIMERAS FASES DE LA
EMBRIOGENESIS DE LA MICROSPORA EN TRIGO PANADERO
PRODUCEN CAMBIOS EN LAS MODIFICACIONES
POST-TRADUCCIONALES DE HISTONAS
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La embriogénesis de la microspora (EM) es un proceso en el cual las microsporas, después de aplicar un
tratamiento de estrés, cambian su patron de desarrollo y en vez de formar granos de polen inician una via de
desarrollo embriogénico. La reorganizacion de la cromatina es una de las caracteristicas esenciales de la
activacion de esta nueva ruta de desarrollo. Las modificaciones post-traduccionales (MPTs) de histonas y la
metilacion del DNA son los mecanismos epigenéticos principales que se asocian con la induccion de la EM
[1]. En especies modelo como B. napus y H. vulgare se han descrito cambios en las MPTs de las histonas,
principalmente en la acetilacion y la metilacion, como consecuencia de la aplicacion de un tratamiento de
estrés inductor de la EM [2, 3].

Mediante técnicas de inmunolocalizacion se ha analizado el efecto de un tratamiento inductor de la EM con
manitol sobre las MPTs de histonas en trigo panadero. Para ello, se ha hecho una comparacion entre
microsporas no tratadas (frescas), microsporas que siguen un desarrollo gametofitico, microsporas inducidas
durante el tratamiento con manitol y después de 3 dias en cultivo. En particular, se ha estudiado la
acetilacion de las histonas H3 (Lys9) y H4 (Lys5, Lys16) y la metilacion de H3 (Lys9, Lys27) en dos
cultivares de trigo con alta y media-baja respuesta androgénica.

Se han observado diferencias en la localizacion de histonas acetiladas y metiladas entre microsporas frescas,
durante el desarrollo gametofitico, y microsporas inducidas, y también entre los cultivares. Durante la
aplicacion del tratamiento de estrés se observan cambios en la localizacion de acetilacion de la histona H4
(Lys5) y de la metilacion de H3 (Lys9), con diferencias entre cultivares. El inicio de la fase de cultivo
modifica la localizacion de las marcas de acetilacion en H3 (Lys9) y H4 (Lys16), y en la metilacion de H3
(Lys9 y Lys27) respecto a la situacion tras el tratamiento de estrés. El patron de localizacion de la acetilacion
H3 (Lys9) al inicio de la embriogénesis marca las diferencias con el patron de desarrollo gametofitico en los
dos cultivares, mientras que los cambios en la metilacion de la H3 (Lys9 y Lys27) solo se observan en el
cultivar de alta respuesta.

[1]: Testillano P.S. Microspore embryogenesis: targeting the determinant factors of stress-induced cell
reprogramming for crop improvement. Journal Exp Bot 70 (11), 2965-2978 (2019).
https://doi.org/10.1093/jxb/ery464

[2]: Li, H., Soriano, M., Cordewener, J. y col. The histone deacetylase inhibitor trichostatin A promotes
totipotency in the male gametophyte. The Plant Cell 26 (1), 195-209 (2014). DOI: 10.1105/tpc.113.116491

[3]: Pandey, P., Daghma, D.S., Houben, A. y col. Dynamics of post-translationally modified histones during
barley pollen embryogenesis in the presence or absence of the epi-drug trichostatin A. Plant Reprod 30, 95—
105 (2017). https://doi.org/10.1007/s00497-017-0302-5
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AVANCES EN LA OBTENCION DE DOBLEHAPLOIDES
DE CEBOLLA MEDIANTE GINOGENESIS
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La produccion de plantas doblehaploides (DH) de cebolla, cultivo bienal, tiene un gran interés para la obtencion
de hibridos F1 uniformes y estables, ya que es la unica forma de conseguir lineas puras en esta especie aldgama.
El método utilizado para obtener plantas DH de cebolla es el cultivo in vitro de évulos u ovarios no fecundados
(ginogénesis). Los principales problemas de este método son las bajas frecuencias de induccion de embriones en
la mayoria de las accesiones, la pérdida de una gran cantidad de lineas ginogenéticas a lo largo del proceso y los
altos porcentajes de plantas haploides (85-100%). La micropropagacion de los embriones o plantulas obtenidas
permite obtener varias plantas de la misma linea. Por otro lado, se han descrito diferentes estrategias para la
aplicacion de agentes diploidizantes segun el explanto: embriones-plantulas jovenes (5-20 dias) o microbulbos
(enteros o partidos por la mitad) formados durante el cultivo in vitro (3-4 meses) (Khar y col 2019). De las dos
estrategias, la utilizaciéon de embriones-plantulas jovenes es la forma mas rapida. Las principales desventajas de
esta estrategia son la obtencion de una unica plantula de cada linea y un elevado porcentaje de plantas
mixoploides y haploides. En relacion a esto ultimo, se ha descrito que induciendo la embriogénesis somatica a
partir de las flores de las lineas haploides o mixoploides se obtiene plantas DH, aunque supone alargar dos afios el
proceso (Fayos y col 2015).

El objetivo de este trabajo ha sido aumentar el nimero de lineas DH en el menor tiempo posible. Para ello, los
embriones-plantulas, obtenidos del cultivo de ovarios de 14 accesiones de cebolla, fueron tratados con el agente
diploidizante amiprofosmetil (AMP). Posteriormente, mediante una modificacion del protocolo descrito por Fayos
y col (2015), las plantulas se sometieron a un proceso de micropropagacion y bulbificacion in vitro antes de ser
aclimatadas. Se obtuvieron embriones de todas las accesiones, con frecuencias de induccion de embriogénesis que
variaron desde 0,28 a 5,97. De un total de 139 lineas ginogenéticas aclimatadas, 32 sobrevivieron después del
proceso de bulbificacion en tierra. De éstas, 26 tenian al menos 3 plantas por linea, y en 23 se consiguieron
plantas DH. Estos cambios introducidos han permitido aumentar el nimero de plantulas de cada linea
ginogenética, asegurando asi su supervivencia, y conseguir plantas DH de 13 de las 14 accesiones utilizadas en
tan solo dos afios.

[1]: Khar, A., Islam, S., Kalia, P., y col. Present status of haploidy research in onion (Allium cepa) — A
review. Indian J Agric Sci 89 (3), 396405 (2019).

[2]: Fayos, O., Vallés, M.P, Garcés-Claver, A. y col. Doubled haploid production from Spanish onion
(Allium, cepa L.) germplasm: embryogenesis induction, plant regeneration and chromosome doubling. Front
Plant Sci 6,384 (2015). https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00384
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LA APLICACION DE CHOQUES TERMICOS, “PRIMING”,
DURANTE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA DE PINO MARITIMO
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Los eventos de sequia extremos, una de las consecuencias del cambio climatico, afectan especialmente a
especies con ciclos de vida largos como las coniferas. Estudios recientes han demostrado que la aplicacion
de pulsos de temperatura durante la embriogénesis somdtica y/o zigdtica (priming) induce marcas
epigenéticas que aumentan la resiliencia de las plantas derivadas de estos embriones frente a un posterior
estrés. El objetivo de este trabajo es la produccion de plantas de pino maritimo (Pinus pinaster Aiton) mejor
adaptadas a estrés hidrico, mediante la aplicacion de un priming de temperatura a megagametofitos durante
la fase de induccion de la embriogénesis somatica (ES).

En investigaciones previas se aplico priming de 37 °C o 50 °C a megagametofitos aislados de semillas
inmaduras de pino maritimo. Estos megagametofitos se cultivaron siguiendo el protocolo de ES desarrollado
por nuestro grupo (Arrillaga et al. 2019). La aplicacion de choques térmicos durante la fase de induccion de
la ES afectd negativamente al porcentaje de lineas establecidas. No obstante, favorecié la maduracion de las
lineas embriogénicas y las plantas generadas mostraron una mejor adaptacién a un posterior estrés térmico
(Pérez-Oliver et al. 2021).

En esta comunicacion se presentan los resultados de un ensayo posterior, en el que las plantas primadas y
control, mantenidas durante tres afios en invernadero, se sometieron a un estrés prolongado (30 dias) de
sequia. Se analizo, mediante PCR cuantitativa (QPCR), la expresion de genes relacionados con la respuesta a
estrés hidrico en aciculas. También se midieron parametros fisioldgicos como el ajuste osmotico, el
rendimiento fotosintético y el contenido en pigmentos fotosintéticos y aztcares solubles. El muestreo se
realizo antes de iniciar el experimento (T0), a los 15 dias (T15), al finalizar el estrés (T30), y tras el periodo
de recuperacion (TR).

Las plantas derivadas de megagametofitos primados a 37 y 50 °C presentaron una expresion diferencial de
genes relacionados con la respuesta a estrés (WRKY, HSP, SOD, APX y Dehidrinas). A nivel fisiologico, las
plantas derivadas de megagametofitos primados a 37 °C sometidas a un periodo de sequia presentaron una
mayor recuperacion de la actividad fotosintética, acompafiada de un incremento en el contenido en clorofila
total, azticares y almidon tras el periodo de recuperacion.

Los resultados obtenidos sugieren que la aplicacion de pulsos de temperatura durante la fase de induccion de
la ES genera marcas epigenéticas que derivan en cambios transcriptomicos y fisiologicos en las plantas de
pino maritimo, promoviendo una tolerancia cruzada frente a un posterior estrés por sequia.

Referencias
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EFECTO DE LA ADICION DE ESPERMIDINA SOBRE LOS i
NIVELES ENDOGENOS DE CITOQUININAS Y LA REGENERACION
ADVENTICIA EN EXPLANTOS DE LIMONERO

MARGARITA PEREZ-JIMENEZ, VIRGINIA CELDRAN-SANCHEZ, FERNANDO CORDOBA LOPEZ,
YOLANDA JIMENEZ, OLAYA PEREZ-TORNERO

EQUIPO DE MEJORA GENETICA DE CITRICOS, INSTITUTO MURCIANO DE INVESTIGACION Y
DESARROLLO AGRARIO Y ALIMENTARIO (IMIDA), 30150, MURCIA, SPAIN

margarita.perez@carm.es

El limonero (Citrus limon (L.) Osbeck) es un citrico perenne que crece en climas templados y de especial
importancia en la cuenca mediterranea. Debido a su importancia econémica y a la falta de regeneracion
varietal, en los ultimos afios ha aumentado el interés por la busqueda de nuevas variedades. Sin embargo, las
limitaciones a las que se enfrenta la mejora clasica de esta especie, con altos niveles de heterocigosidad,
poliembrionia y complicados ciclos reproductivos, ha hecho que muchos mejoradores confien en la
biotecnologia. Para el desarrollo de ciertas técnicas biotecnologicas, como la transformacion genética o la
obtencion de mutantes in vitro de limonero, es fundamental la obtencion de un protocolo estable,
reproducible y eficiente de regeneracion adventicia.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la espermidina sobre la concentraciéon enddgena de
citoquininas y la organogénesis somatica de explantos de limonero. Para ello, se afiadieron cuatro
concentraciones de espermidina (0, 0.3, 0.6 y 0.9 mM) al medio estandar de regeneracion (Navarro-Garcia et
al., 2016). El estudio se realizo con segmentos nodales de explantos de la variedad de limonero ‘Verna 51°, a
los cuales se les elimind previamente las yemas pre-existentes. Tras 8 semanas de cultivo se registro el
porcentaje de explantos regenerantes, la tasa de regeneracion y se midi6 mediante HPLC-MS Ila
concentracion endogena de zeatina (Z), BA, N6- benciladenosina (BAR), isopenteniladenina (iP), y
citoquininas totales. Como resultado, en ‘Verna 51° se observd un efecto positivo de las concentraciones
intermedias de espermidina (0.3 y 0.6 mM) sobre el porcentaje y la tasa (n° yemas totales/n° explantos) de
regeneracion. Los mejores resultados se obtuvieron con 0,3 mM de espermidina, aumentando el porcentaje
de regeneracion en un 52% y la tasa de regeneraciéon en un 72%, con respecto al control, sin diferencias
significativas con 0.6 mM. Las concentraciones control y 0.9 mM de espermidina produjeron un porcentaje
de regeneracion por debajo del 30 %. Cuando se analizaron los niveles endégenos de citoquininas se pudo
observar que estos eran mas bajos en 0.3 y 0.6 mM de espermidina, excepto para BA que no se vio afectada
por la espermidina. Los explantos que crecieron en condiciones control o con 0.9 mM de espermidina
mostraron las mayores concentraciones de citoquininas endoégenas. En este estudio se pudo observar como la
espermidina juega un importante papel en la regeneracion adventicia de explantos de la variedad de limonero
‘Verna 51°, y que este efecto positivo esta asociado a una disminucion de los niveles de las citoquininas
endogeneas.

Bibliografia:
Navarro-Garcia N, Morte A & Pérez-Tornero O. 2016a. In vitro adventitious organogenesis and histological

characterization from mature nodal explants of Citrus limon. In Vitro Cellular & Developmental Biology-
Plant 52 (2):161-173.

SEGIVIY

2021 A XIV REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE CULTIVO /N VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

80



SEGIVIY

2021 A XIV REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE CULTIVO /N VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

81



OBTENCION DE PLANTAS DE OLIVO TETRAPLOIDES
MEDIANTE TRATAMIENTOS CON COLCHICINA

LAIA RIBALTA', ISABEL NARVAEZ', FERNANDO PALENCIA', JOSE ANGEL MERCADO', ELENA
PALOMO-RiOS', FERNANDO PLIEGO-ALFARO!

"INSTITUTO DE HORTOFRUTICULTURA SUBTROPICAL Y MEDITERRANEA “LA MAYORA” (IHSM-UMA-
CSIC), DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA VEGETAL, UNIVERSIDAD DE MALAGA, 29071 MALAGA,
ESPANA.

Irc3@uma.es

La mejora genética del olivo (Olea europaea) es crucial para satisfacer la creciente demanda de aceite de
oliva a nivel mundial. El objetivo de esta investigacion ha sido la induccién de poliploidia en callo
embriogénico, para la obtencion de plantas tetraploides con caracteristicas agrondémicas deseables, tales
como mayor plasticidad frente a estrés y/o vigor reducido. Para ello se utilizaron embriones somaticos
globulares con un tamafio de 1-2 mm procedentes de la linea P1, obtenidos de la radicula de un embrién
zigotico maduro del cv. Picual. Se expusieron 0,5 g de material embriogénico a 0,1 % de colchicina durante
2, 3 y 6 dias; posteriormente, los embriones somaticos se cultivaron en medio de embriogénesis ciclica de
olivo (ECO) para inducir proliferacion. Tras 5 meses de cultivo, se procedio al analisis de ploidia en el
citometro de flujo (PA-II Ploidy Analyzer; Partec), obteniéndose un 2,8 % (5 lineas) de tetraploides para las
lineas expuestas durante 2 dias, 9,3 % (11 lineas) para las de 3 dias y 12,5 % (2 lineas) para las de 6 dias. A
los 3 meses se realizd otro analisis de ploidia en el material tetraploide obtenido para comprobar su
estabilidad en el tiempo. Para ello se dividieron los callos embriogénicos en secciones, obteniéndose un total
de 10 lineas tetraploides y 4 lineas mixtas (con secciones tetraploides y diploides en la misma linea),
manteniéndose el nimero inicial de lineas tetraploides excepto para las de 3 dias que fueron cuatro donde
todas las secciones resultaron diploides. Posteriormente, se procedi6 a la maduracién y germinacion de las
lineas embriogénicas obtenidas. El porcentaje de maduracion fluctué entre 8 y 22 % en las lineas
tetraploides, mientras que en las mixtas fue entre 8 y 17 %, respecto a los valores de las lineas control
diploides (18-27 %). La germinacion para las lineas tetraploides fue del 8 %, mientras que en las mixtas fue
superior al valor del control (13 %). Se repitio el analisis de ploidia en hojas de las plantas recuperadas; los
resultados confirmaron que las lineas tetraploides dieron lugar a plantas tetraploides, a diferencia de las
lineas mixtas, en las que algunas plantas resultaron ser diploides. Aun asi, la aparicion de plantas diploides
regeneradas a partir de secciones tetraploides fue muy reducida, lo que confirma la eficiencia de la division
del callo por secciones para el analisis de ploidia, pudiéndose acotar la superficie tetraploide del callo
embriogénico de forma precisa. Otros andlisis seran necesarios en el futuro para la confirmacion del nivel de
ploidia en las plantas regeneradas y el estudio de los fenotipos obtenidos.

Este trabajo se ha llevado a cabo en el marco del proyecto AGL2017-83368-C2-1-R.
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ANALISIS COMPARATIVO DE LA ESTABILIDAD GENETICA EN
BROTES DE OLIVO OBTENIDOS MEDIANTE ORGANOGENESIS
AXILAR O ViA EMBRIOGENESIS SOMATICA

ISABEL NARVAEZ', SINDA BEN MARIEM', ELENA PALOMO-RIOS', JOSE ANGEL MERCADO',
CARMEN MARTIN? FERNANDO PLIEGO-ALFARO'
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CSIC), DPTO. BOTANICA Y FISIOLOGIA VEGETAL, FACULTAD DE CIENCIAS, CAMPUS DE TEATINOS,
S/N, 29071, MALAGA, SPAIN.
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narvaez@uma.es

El cultivo de tejidos vegetales in vitro puede inducir alteraciones en las células, lo que se conoce
como variacion somaclonal (Larkin y Scowcroft, 1981, TAG, 60, 197-214). Estas alteraciones
pueden ser utiles como fuente de variabilidad, pero pueden ser un problema si se quiere mantener la
estabilidad genética. Factores como el genotipo, tipo de explanto, sistema de regeneracion, tiempo y
frecuencia de cultivo, asi como el uso de reguladores de crecimiento, pueden afectar a este
fenémeno. La estabilidad genética debe ser asegurada lo antes posible, para ello se dispone de
marcadores tanto morfoldgicos, para la deteccion de variacion de caracteristicas fenotipicas, como
moleculares, siendo los mas utilizados los Simple Sequence Repeat (SSR) y Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD). El objetivo de este trabajo fue el estudio de la estabilidad genética de
material obtenido via embriogénesis somatica (ES), a partir del cultivo de radicula de embriones
zigbéticos maduros de la variedad Picual de olivo (Olea europaea), asi como por proliferacion de
brotes axilares, mediante el cultivo del apice del mismo embrion, usando marcadores RAPDs. La
induccion de callo se realizd en medio OMc suplementado con 25 puM IBA - 2.5 uM 2ip. A las 3
semanas, el callo se transfiri6 al mismo medio pero conteniendo 2.5 uM IBA y sin 2ip.
Posteriormente, se cultivd en medio de embriogénesis ciclica de olivo (ECO) conteniendo 0.25 uM
IBA, 0.5 uM 2ip - 0.44 uM BA (Pérez-Barranco et al., 2009, PCTOC, 97, 243-251) y suplementado
con 200 mg/L de cefotaxima. El callo embriogénico se mantuvo en este medio, con subcultivos
cada 4 semanas. Los apices se cultivaron en medio de germinacion (Clavero-Ramirez y Pliego-
Alfaro, 1990, Actas de Horticultura, 1, 512-516) durante 12 semanas y los brotes obtenidos se
mantuvieron en medio RP suplementado con 2 mg/L de ribdsido de zeatina (Vidoy-Mercado et al.,
2012, Acta Horticulturae 949, 27-30). Se seleccionaron 3 lineas, P138, P357 y P269 de las cuales se
disponia de callo embriogénico derivado de la radicula y de brotes derivados del 4pice del mismo
embrion. Embriones de las 3 lineas obtenidas se maduraron siguiendo el protocolo de Cerezo et al.
(2011, PCTOC, 106, 337-344) y se germinaron para la obtencion de brotes. Para el andlisis de
estabilidad genética se emplearon 7 marcadores RAPDs y se analizaron entre 3 y 10 muestras de
callo embriogénico de las 3 lineas mantenidas in vitro durante 36 meses, asi como entre 1y 10
plantas regeneradas a partir de estos callos (16 meses mantenidas en fase de callo y 20 meses
aproximadamente como brotes en proliferacion) y entre 8 y 10 plantas obtenidas a partir del cultivo
del apice, mantenidas durante 36 meses. El material analizado de las lineas P138 y P269 no mostrd
polimorfismo; sin embargo, en el caso de la linea P357, se detectd una banda de aproximadamente
400 pb que estaba ausente en uno de los brotes procedentes del material micropropagado derivado
del apice, asi como la amplificacion de una banda adicional, de unas 450 pb, con uno de los RAPD
utilizados.

Proyecto UMA18-FEDERJA-096
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REGENERACION DE PLANTAS EN CULTIVO
IN VITRO DE CUCAMELON O SANDITA

IGNACIO MORENO GARCIA, NURIA ARBONA CRESPO, BEGONA GARCIA-SOGO, ALEJANDRO
ATARES HUERTA, BENITO PINEDA CHAZA, VICENTE MORENO FERRERO.

LABORATORIO DE CULTIVO IN VITRO Y MEJORA VEGETAL. INSTITUTO DE BIOLOGIA MOLECULAR Y
CELULAR DE PLANTAS (UPV-CSIC). UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA, 46022 VALENCIA.

igmogar@etsiamn.upv.es

El ‘cucamelon’ o ‘sandita’ (Melothria scabra Naudin) es una cucurbitidcea nativa del sur de Norteamérica
que produce frutos de tamafio muy pequeiio (algo mas grandes que un grano de uva de mesa), con una forma
elipsoide (similar a la de algunos tipos de melon), de color verde opaco con rayas longitudinales o
reticulaciones mas oscuras (similar al de algunos tipos de sandia) y con una carne ocupada por multitud de
semillas (que semeja a la de algunos pepinillos). Ademas de compartir caracteristicas con las tres
cucurbitidceas mas importantes a nivel econdomico, sus frutos tienen un sabor ligeramente amargo que es muy
apreciado en distintas zonas de Méjico, donde recibe nombres muy diversos: ‘cucamelon’, ‘sandita’, ‘pepino
amargo mexicano’, ‘sandia miniatura mexicana’, ‘sandia raton’, ‘melon riata’, ‘pepinillo agrio’, etc.

Tanto por el peculiar sabor amargo de su piel como por su curiosa apariencia, los frutos de esta especie
podrian tener una buena aceptacion aqui como un nuevo alimento, sea como un postre alternativo o quiza
mejor como aperitivo. Es mas, teniendo en cuenta el especial atractivo de estos pequeiios frutos, no seria de
extraiar que su consumo se pusiera de moda dentro de lo que se denomina como ‘gastronomia imaginativa’.
Con todo, habria que abordar programas de mejora que hicieran rentable su cultivo por parte de los
agricultores y facilitaran su aceptacion por parte del consumidor. Con relacion a lo primero, el cucamelon es
una especie semidomesticada, cuyo desarrollo vegetativo, casi arbustivo, es dificilmente compatible con
sistemas intensivos de produccion. Convendria, pues, modificar su habito de crecimiento y emprender
programas de mejora dirigidos a la introduccion de resistencia a enfermedades y plagas. Por lo que respecta
al consumidor, convendria reducir el numero de semillas, lo que redundaria en una mayor calidad
organoléptica.

El desarrollo de métodos de regeneracion en cultivo in vitro haria factible el uso de aproximaciones
biotecnoldgicas para la mejora de esta especie. En este contexto, el primer objetivo de este trabajo ha sido el
desarrollo de métodos que permitan la induccion de organogénesis axilar y adventicia a partir de explantes
de cucamelén. El segundo ha sido analizar la estructura polisomatica en distintos explantes con el fin de
inferir qué métodos de regeneracion podrian ser mas adecuados para abordar la obtencion de frutos sin
semillas. El tercer y ultimo objetivo ha sido la caracterizacion del desarrollo vegetativo y reproductivo en
plantas cultivadas en el invernadero, a fin de obtener unos datos fiables que pueden ser relevantes a la hora
de abordar programas de mejora en esta especie.
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ANTAGONISTIC ACTION OF YUCASINE AND DMSO ON
APOGAMY IN THE FERN DRYOPTERIS AFFINIS SSP. AFFINIS

EUGENIO SANCHEZ, ALEJANDRO MENENDEZ, ALEJANDRO RIVERA,
M? JESUS CANAL AND HELENA FERNANDEZ

DEPARTAMENTO BIOLOGIA DE ORGANISMOS Y SISTEMAS, UNIVERSIDAD DE OVIEDO, C)
CATEDRATICO R URIA S/N OVIEDO SPAIN

fernandezelena@uniovi.es

Apogamy is a peculiar case of apomixis, very frequent in ferns, in which an asexual embryo derived from
somatic cells of the gametophyte generation. This work reports about the effect of yucasine, an inhibitor of
the auxin biosynthesis, on vegetative and reproductive development of the gametophyte of Dryopteris affinis
ssp. affinis, an obligate apogamous species. To cope with it, in vitro cultures of homogenized gametophytes
were started up in liquid Mustashige and Skoog medium, suplemented with yucasine (0.47, 4.7 and
23.6 puM). This compound was disolved using DMSO, and therefore a control with the maximum dose
(0.5%) used of this agent was included in the experiment. While yucasine has demonstrated an inhibitory
power of gametophyte development as expected, surprisingly, DMSO exhibited an opposite effect,
increasing either vegetative development as apogamy. The results inspired us to think that both substances
could have been counteracted, throwing new evidence about the role of auxins and the compound DMSO on
apogamy. Further research should be addressed to clarify the antagonistic action of yucasine and DMSO.
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HERRAMIENTAS CRISPR EN BIOTECNOLOGIA VEGETAL:
DE LA MUTAGENESIS DIRIGIDA A LA BIOLOGIA SINTETICA

MARTA VAZQUEZ-VILAR?, SARA SELMA*, DIEGO ORZAEZ*

L DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA, INSTITUTO DE BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR DE PLANTAS (IBMCP-
CSIC-UPC), CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS, AVDA. TARONGERS S/N 46022, VALENCIA.

La mejora genética de plantas se ha convertido en una de las principales bazas a nuestro alcance
para responder a las amenazas del cambio climatico con un crecimiento sostenible. Los limites
tradicionales entre la mejora transgénica y no transgénica se han difuminado con la aparicién
de las llamadas “Nuevas técnicas de mejora de plantas” (NPBT de sus siglas en inglés), que
comprenden desde la cisgénesis a la biologia sintética. Las NPBTs que mayor impacto han tenido
en los Ultimos afios son aquellas basadas en la utilizacién de Nucleasas sitio-especificas (SSN de
sussiglas eninglés), y muy especialmente la nucleasa CRISPR/Cas. Esta tecnologia se ha aplicado
con éxito como agente mutagénico guiado por ARN a muchas especies de cultivos, produciendo
docenas de ejemplos exitosos de mejora genética. El intenso esfuerzo de investigacién que
siguié al descubrimiento de CRISPR/Cas9 y sus prometedoras aplicaciones ha llevado, como
en una profecia autocumplida, al desarrollo de nuevas herramientas relacionadas con CRISPR,
pero ampliadas en sus usos y aplicaciones. Esto ha sido posible gracias a la sorprendente
capacidad de las ribonucleoproteinas CRISPR/Cas para aceptar la adicion de nuevos médulos
con funciones adicionales, ya sea unidas a la proteina en si o a la estructura del ARN guia,
utilizando para ello un armazén extendido de aptdmeros de ARN. En esta charla revisaremos
las aplicaciones ampliadas de las proteinas CRISPR/Cas en mejora genética de plantas, desde
la mutagénesis multiple hasta la regulacién transcripcional programable, y presentaremos una
nueva coleccién de herramientas web para ingenieria gendmica de plantas (GoldenBraid4.0),
que facilita el ensamblaje modular de todo tipo de construcciones CRISPR/Cas. Ademas,
presentaremos ejemplos de validacién funcional de estas herramientas en ingenieria genémica
de plantas solanaceas, entre otras aplicaciones, para su uso como biofactorias.
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PROPAGACION EN BIORREACTORES
DE INMERSION TEMPORAL DE TRES GENOTIPOS ADULTOS
DE QUERCUS ROBUR

CONCHI SANCHEZ', JULIA SERRANO', ANXELA ALDREY', DAVID BARBA', MARTIN
FERNANDEZ', SALADINA VILAVERT', NIEVES VIDAL'

' DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA VEGETAL, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGROBIOLOGICAS
DE GALICIA, CSIC, AVDA DE VIGO S/N, 15705 SANTIAGO DE COMPOSTELA.

nieves@iiag.csic.es

El cultivo en medio liquido puede ser beneficioso para la propagacion de especies recalcitrantes, pero hasta
el momento no se ha descrito su aplicacion a arboles adultos de roble (Quercus robur L.) propagados por el
sistema de yemas axilares (Vidal y Sanchez 2019).

En este trabajo presentamos los resultados de cultivar en biorreactores tres genotipos de roble (Ch1Rb, SL y
CM) establecidos in vitro a partir de arboles cuyas edades rondan los 60, 200 y 300 afios respectivamente y
que llevaban entre 1 y 25 afios en cultivo sucesivo por yemas axilares (Vieitez et al. 1994). Se utilizaron
biorreactores de inmersion temporal RITA® dispuestos en una cAmara convencional con intensidad de luz de
50 PPF (flujo fotosintético de fotones) o en un prototipo de propagacion fotoautotrofica con 150 PPF y que
puede suministrar aire enriquecido en CO; (Aldrey et al. 2018). En todos los casos a los biorreactores se les
inyect aire filtrado (enriquecido o no con CO,) durante 1 minuto cada 6 horas.

Los parametros analizados fueron: condiciones de cultivo (camara convencional o prototipo fotoautotr6fico),
medio mineral de cultivo (GD o MS con los nitratos a la mitad), uso de soporte (cubos de lana de roca de 1
cm®), tamaifio de explanto (15 o 25 mm), tipo de explanto (seccién basal o apical), orientacién del explanto
(vertical u horizontal), origen del explanto (de medio liquido o semisélido), numero de recultivos del
explanto inicial y aporte de sacarosa (10 o 30 g/l).

En todos los casos las secciones basales con callo presentaron mayor crecimiento que las secciones apicales,
y se obtuvieron mejores resultados en la camara fotoautotrofica que en la camara convencional, siendo mas
evidentes estas diferencias cuando se disminuy6 el aporte de sacarosa. Se han detectado interacciones entre
varios factores, como entre el medio de cultivo, el genotipo y el tipo de explanto y también entre el tipo de
explanto y la necesidad de soporte inerte, puesto que este es esencial para el desarrollo de las secciones
apicales y no para las basales.

En los tres genotipos utilizados se han conseguido brotes vigorosos que pudieron recultivarse en medio
liquido o utilizarse para el enraizamiento y aclimatacion, abriendo el camino a la utilizacion del medio
liquido en el cultivo de esta especie.

Aldrey et al. (2018) Photomixotrophic and photoautotrophic micropropagation of Phytophthora resistant
chestnut genotypes using liquid medium. Acta Hortic. 1220:177-184.

Vidal y Sanchez (2019) Use of bioreactor systems in the propagation of forest trees. Eng Life Sci 19: 896-
915.

Vieitez et al. (1994) Forced flushing of branch segments as a method for obtaining reactive explants of
mature Quercus robur trees for micropropagation. PCTOC 37:287-295.

Este trabajo ha sido parcialmente financiado por la Xunta de Galicia mediante los proyectos IN607A y el
Contrato Programa 2019-2020.
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APLICACI(')I"I DE MACHINE LEARNING PARA MAXIMIZAR
LA PRODUCCION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN PLANTAS
MEDICINALES CULTIVADAS IN VITRO

PEDRO P. GALLEGO', M. ESTHER BARREAL'

'"AGROBIOTECH FOR HEALTH GROUP, PLANT BIOLOGY AND SOIL SCIENCE DEPARTMENT. FACULTY
OF BIOLOGY. UNIVERSITY OF VIGO. SPAIN.
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El machine learning, en castellano aprendizaje automatizado o de maquinas es una disciplina de la ciencia de
la computacion y una rama de la inteligencia artificial, cuyo objetivo principal es que los ordenadores
puedan aprender por si mismos a través de procesos de entrenamiento en las bases de datos, es decir, que en
base al entrenamiento mejora sus procesos [1,2]. Nuestro grupo ha sido pionero en el empleo de algoritmos
de inteligencia artificial, concretamente redes neuronales y logica difusa en el ambito de la biotecnologia
vegetal [3,4], demostrando su superioridad frente a la estadistica tradicional [5,6]. En esta ponencia, se revisa
como la tecnologia del machine learning combinada con la biotecnologia vegetal ha permitido elucidar que
factores son claves para la germinacion [7], la organogénesis [8,9] y la valoracion fitoquimica [10,11] de
plantas medicinales.
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SISTEMAS DE INMERSION TEMPORAL: UNA ALTERNATIVA PARA
LA MICROPROPAGACION DE VARIEDADES DE ALBARICOQUERO
(PRUNUS ARMENIACA L.)
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Disponer de protocolos eficientes de micropropagacion permite la obtencion de gran cantidad de material
vegetal clonal en condiciones controladas y asépticas. En nuestro grupo se han desarrollado protocolos de
micropropagacion para distintas variedades de albaricoquero utilizando medio semisélido. Aunque estos
protocolos son eficientes, es interesante establecer nuevos métodos en los que la tasa de multiplicacion y la
calidad del material vegetal sean Optimas. Los Sistemas de Inmersion Temporal (SITs) son un método de
cultivo efectivo para la produccién de material vegetal a gran escala en medio liquido. El objetivo de este
trabajo consiste en estudiar la micropropagacion de dos variedades de albaricoquero en biorreactores de
inmersion temporal y su comparacion frente al tradicional medio semisélido.

Se utilizaron contenedores Plantform con medio liquido optimizado para la micropropagacion de las
variedades de albaricoquero ‘Canino’ y ‘Mirlo Rojo’. Las condiciones de inmersion fueron de 2 minutos 4
veces al dia y de aireacion 3 minutos 8 veces al dia. Tras dos ciclos de cuatro semanas de cultivo en los SITs,
se midio la tasa de proliferacion (niimero de brotes nuevos/ numero de brotes inicial), la longitud de los
nuevos brotes y la productividad (nimero de brotes obtenidos por explanto inicial x longitud media de los
brotes).

El cultivo en SITs ha mejorado la micropropagacion de ambas variedades con respecto al cultivo en medio
semisolido. La tasa de proliferacion pas6 de 2,3 a 2,7 en la variedad ‘Canino’ y de 1,3 a 1,8 en ‘Mirlo Rojo’.
De la misma forma, la longitud media de los brotes mejoro en el cultivo en SITs, siendo de 2,8 cm frente a 2
cm en semisélido para ‘Canino’ y de 2,2 cm frente a 1,8 cm para ‘Mirlo Rojo’. La variable que mas se vio
afectada por el cultivo en SITs fue la productividad, alcanzando valores de 7,3 en ‘Canino, mientras que en
cultivo semisolido los valores fueron de 4,8 y en ‘Mirlo Rojo’ 3,7 en cultivo en SITs frente a 2,1 en
semisolido. Ademas, la calidad de los brotes micropropagados fue mejor en los SITs que en el sistema de
cultivo convencional presentando un color verde intenso y un aspecto mas saludable.

Agradecimientos: este trabajo ha sido parcialmente financiado por el Proyecto INIA RTA2017-00011-C03-
02. Cristian Pérez-Caselles cuenta con una Beca de Formacion del Personal Universitario del Ministerio de
Ciencia, Innovacion y Universidades
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PROPAGACION DE AVELLANO EN MEDIO LiQUIDO: EFECTO
DE LA SUPLEMENTACION DE HIERRO Y SACAROSA
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El avellano (Corylus avellana L.) es una especie autoctona en gran parte de Europa, aunque a nivel
econdmico tiene importancia principalmente en Turquia, Italia y Espafia. Desde el punto de vista ecoldgico,
los avellanos intervienen en el mantenimiento de los ecosistemas de ribera y en la alimentacion de especies
amenazadas como el oso pardo. La demanda global de avellanas esta creciendo debido a la industria del
chocolate y a sus beneficios para prevenir enfermedades cardiovasculares. Ademas, subproductos como la
cascara contienen antioxidantes utilizables en nutricion humana y animal, y las hojas y otros 6rganos pueden
usarse para la extraccion de taxol (Gallego et al. 2017).

Para hacer frente a la demanda actual y a las condiciones cambiantes del clima se necesitan arboles de
calidad de variedades comerciales, libres de enfermedades y resistentes a estreses bidticos y abidticos.
Ademas, para mitigar el cambio climatico es necesario planificar la conservacion ex situ de la biodiversidad
presente en cultivares locales y material silvestre.

Los protocolos de micropropagacion de avellano descritos hasta el momento son genotipo-dependientes,
sobre todo en relacion al aporte de hierro y reguladores de crecimiento (Sgueglia et al. 2019). El objetivo de
este trabajo es el desarrollo de métodos de micropropagacion en medio liquido para cuatro genotipos
silvestres de avellano recogidos en el noroeste de la peninsula ibérica.

Se han utilizado cultivos en medio semisoélido y en biorreactores RITA de inmersion temporal y se han
estudiado factores como tipo de explanto, concentracion de citoquininas, fuente y concentracion de hierro,
régimen de subcultivo, uso de soporte, suplementacion de sacarosa y sistema de enraizamiento.

Los resultados obtenidos indican que el uso de biorreactores favorece el cultivo de avellano, pues permite
obtener en menos tiempo brotes mas desarrollados y menos clordticos que en medio semisoélido, incluso sin
suplementacion con hierro y reduciendo a la mitad el aporte de citoquinina. Los brotes cultivados en RITA
son mas largos y numerosos, producen mayor numero de segmentos y de brotes enraizables que en medio
semisolido y se adaptan mejor a la disminucion del aporte de sacarosa en el medio de cultivo. Los brotes
obtenidos en biorreactores no han presentado dificultades para el enraizamiento ni la aclimatacion.

Gallego et al. (2017) Taxol from Corylus avellana: paving the way for a new source of this anti-cancer drug.
Plant Cell Tiss Organ Cult 129:1-16.

Sgueglia et al. (2019) Micropropagation of Sicilian cultivars with an aim to preserve genetic diversity in
hazelnut (Corylus avellana L.), Plant Biosystems 153:5, 720-724, doi: 10.1080/11263504.2018.1549600.

Este trabajo ha sido parcialmente financiado por la Xunta de Galicia mediante los proyectos IN607A vy el
Contrato Programa 2019-2020.
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IMPLEMENTACION DEL CULTIVO IN VITRO EN MEDIO LiQUIDO
MEDIANTE BIORREACTORES DE INMERSION TEMPORAL EN
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El sistema de inmersion temporal supone un avance en las técnicas de micropropagacion ya que se elimina el
uso de sustancias organicas de soporte como el agar y mejora la calidad de las plantas al permitir el
intercambio gaseoso con el exterior mientras se mantienen las condiciones asépticas en el interior de los
contenedores. Los principales beneficios del sistema de inmersion temporal son la mayor tasa de crecimiento
de los brotes y su mayor calidad, ya que el intercambio gaseoso promueve la realizacion de la fotosintesis en
mayor medida que en frascos totalmente cerrados. Este estado fisiologico mas autotrofo permite asimismo la
reduccion de los carbohidratos suministrados al medio de cultivo, disminuyendo la probabilidad de
contaminaciones fungicas. Otras ventajas son la posibilidad de automatizaciéon para propagaciéon a gran
escala y la reduccion de costes al prescindir de agar. Para que la propagacién por inmersion temporal sea
eficiente es necesario optimizar ciertos parametros.

El objetivo del presente trabajo es la optimizacion de un protocolo de cultivo in vitro en medio liquido en
Cannabis sativa L. Para ello se han empleado 6 genotipos proporcionados por la empresa Phytoplant
Research SLU, especializada en el desarrollo de la cadena industrial de plantas medicinales. En este estudio
se ha evaluado el efecto de los parametros nimero de las inmersiones (3 inmersiones / 1 minuto y 6
inmersiones / 1 minuto), nimero de explantos (8, 10 y 16 explantos en RITA® y 18 y 24 explantos en
Plantform™), medio de cultivo (medio MS % Nitratos, formula B-A y formula B-H), suplementacion de
carbohidratos (2% sacarosa, 0,5% sacarosa y 0% sacarosa), tipo de explanto (apices y bases), tiempo de
cultivo (4 y 6 semanas) y tipo de biorreactor (RITA® y Plantform™).

Se ha optimizado un protocolo de cultivo in vitro de C. sativa en medio liquido mediante biorreactores
comerciales de inmersion temporal RITA® y Plantform™. Los resultados muestran que es mas eficiente el
uso de apices como explanto inicial y un régimen de subcultivo de cuatro semanas. Ademas, son mas
adecuadas 3 inmersiones/1 minuto, 8 explantos por biorreactor RITA® y 24 por biorreactor Plantform™.
Con respecto al medio mineral, el medio B-A es el que produce mayor rendimiento, seguido del f-H. En
medio B-A los brotes alcanzan un buen desarrollo con la adiciéon de solo 0,5 % de sacarosa. Este
comportamiento es diferente en la propagacion en medio semisolido, donde la disminucion del aporte de
sacarosa a esos niveles implica el detrimento de los cultivos.

Este trabajo ha sido financiado por el contrato Phytoplant-IIAG “Optimizacion del uso de biorreactores y
otras técnicas alternativas para la regeneracion de plantas de Cannabis sativa L. Ref. 20190548
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REDUCIR COSTES, INCREMENTAR BENEFICIOS:
DESARROLLO DE UN PROTOCOLO DE BAJO COSTE PARA
LA MICROPROPAGACION DE CASTANO
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El cultivo in vitro tiene un enorme potencial en la produccion y mejora forestal ya que permite a los
productores maximizar el rendimiento mediante la plantacion de arboles con genotipos plus. Dentro del
cultivo in vitro, la micropropagacion mediante la proliferacion de yemas axilares es una de las técnicas mas
empleadas para la propagacion clonal y la produccion de grandes cantidades de plantas en un corto periodo
de tiempo. Sin embargo, su elevado coste, debido a la mano de obra requerida y a consumibles como el agar,
es uno de los principales factores que limitan su generalizacion, disuadiendo de su implementacion a los
pequeiios productores y laboratorios. Por ello es necesario desarrollar protocolos mas baratos que permitan
una mejor relacion calidad/coste de la planta manteniendo el potencial productivo de la micropropagacion.

El castaflo comun europeo (Castanea sativa Mill.) es una de las especies forestales mas rentables del sur de
Europa. La identificacion de genotipos plus permite la seleccion de ejemplares altamente productores de
castafia, madera o componentes quimicos, por lo que su propagacion a través de las técnicas de cultivo in
vitro es una potente herramienta para la industria relacionada con el aprovechamiento del castafio. Para
contribuir a este objetivo Viéitez et al. (2007) desarrollaron un protocolo eficiente para la micropropagacion
del castafio.

El objetivo de este estudio es reducir costes en el protocolo actual de micropropagacion de castafio, que
pueda ser extensible a otras especies, favoreciendo la introduccion de la micropropagacion en los procesos
productivos habituales de pequefias y medianas empresas. Para ello nos centramos en dos componentes
basicos del medio de cultivo, la fuente de carbono y el agente gelificante, y valoramos la posibilidad de
sustituir las marcas habituales de sacarosa y agar de laboratorio por el aziicar comun de supermercado y por
agar comun producido localmente.

Como material vegetal empleamos un clon de castafio (P2RB, derivado de los renuevos basales de un arbol
adulto), en el cual evaluamos la tasa de multiplicacion y la calidad de los brotes obtenidos durante la
micropropagacion, asi como las tasas de enraizamiento y desarrollo del sistema radicular tras los
experimentos de enraizamiento con acido indol-3-butirico. Se realizaron tres repeticiones en cultivos
sucesivos y con un numero minimo de 18 explantos por cada repeticion.

Los resultados obtenidos indican que la sustitucion de agar y sacarosa de laboratorio por azicar comercial y
agar comun conlleva una importante reduccion del coste del medio de cultivo, sin producir ningln perjuicio
en la calidad de los brotes micropropagados ni en la eficiencia del enraizamiento en el castafio. La extension
de estos protocolos a otros clones puede contribuir a que la micropropagacion del castafio sea una técnica
competitiva y rentable que permita su implementacion a gran escala.

Vieitez AM, Sanchez C, Garcia-Nimo ML, Ballester A (2007) Protocol for micropropagation of Castanea
sativa. In: Jain SM, Hiaggman H (eds) Protocols for micropropagation of woody trees and fruits. Springer,

Heidelberg, pp 299-312

Este trabajo ha sido parcialmente financiado por la Xunta de Galicia mediante los proyectos IN607A vy el
Contrato Programa 2019-2020.
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Vitamins are important regulators of cellular metabolism, acting as antioxidant agents and cofactors in many
enzymatic reactions [1]. Vitamins are widely distributed in the plant kingdom, however, the requirements of
plant cells in terms of type and vitamin concentration vary according to the plant species, even not being
necessary their addition into culture medium [2].

In order to evaluate the effect of vitamins on plant growth, three species to Bryophyllum subgenus were
cultured in vitro as described previously [3,4]: B. daigremontianum Raym.-Hamet et Perr. (BD), B.
tubiflorum Harv. (BT) and B. x houghtonii D.B. Ward (BH). An experimental design involving five culture
media was carried out using Murashige and Skoog [5] medium (MS) as control, three culture media with
decreasing concentration of vitamins half, quarter and eighth concentration of nicotinic acid, pyridoxine and
thiamine (}2Vit, %4 Vit and %4Vit, respectively) and vitamins-free MS medium (0Vit). Culture media were
supplemented with 3% sucrose and solidified with 0.8% agar at pH=>5.8. Epiphyllous buds of each species
were grown under a photoperiod of 16 h light and 8 h dark at 25 + 1 °C for 12 weeks. After this period, plant
growth-related parameters (shoot length, root length, leaf number, shoot fresh weight and root fresh weight)
as well as the reproductive capacity of plants (plantlet number) and plant quality were determined. For all the
parameters measured, BD and BT species achieved the best results in %Vit. On the contrary, BH showed
similar growth in all culture media regardless of the concentration of vitamins, not seeming to require an
exogenous supply of vitamins in the culture medium.
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El cultivo in vitro ha demostrado ser una excelente herramienta para el estudio de la fisiologia de las plantas
y de las respuestas a diferentes estreses. Este trabajo explora el efecto de uno de los diversos xenobioticos
contaminantes en el crecimiento de las plantas utilizando el cultivo in vitro. El lindano es un insecticida que
ha sido ampliamente utilizado a nivel mundial, y que, aunque su uso fue prohibido en la mayoria de los
paises desarrollados, sigue presente en el medio ambiente, dado que es un pesticida muy persistente.

Se describe el efecto de distintas dosis de lindano (y —HCH) sobre brotes de un patron frutal del grupo
ciruelo (Prunus sp.) cultivados in vitro en medio Murasihge y Skoog (MS) + IBA (0.5 uM) + BAP (5 uM), y
en medio ME (MS con 2 de macronutrienes + IBA (5pM)) para el estudio del desarrollo de raices. Los
cultivos se llevaron a cabo a 25°C, con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad, a una irradiancia
de 40 yumol m™ 5™

Brotes similares en cuanto a longitud y niimero de hojas se cultivaron tanto en medio MS como en medio
ME (20 mL de medio por frasco). Se aplicaron cuatro tratamientos con 3 repeticiones en cada medio de
cultivo:

- Control: H,O mili Q estéril
- Control de solvente: DMSO
-y-HCH 10 mg L™
-y-HCH 50 mg L™

Se analizo la evolucion de los cultivos 1, 5 y 9 semanas después del inicio del cultivo. Ademas, se determind
el nimero de brotes y peso de los callos basales en medio MS y el nimero de brotes, peso de los callos,
numero de raices y longitud de las mismas tras 9 semanas en medio ME.

El lindano afectd negativamente, tanto a la formacion de brotes, como al crecimiento de raices al aumentar
su concentracion en el medio de cultivo, y este efecto fue muy acusado. Sin embargo, a concentraciones
bajas estimuld la formacioén y crecimiento de brotes y raices. Estos resultados sugieren la posibilidad de
utilizar este modelo como herramienta para seleccionar especies tolerantes a ambientes contaminados con
este pesticida que permitan la restauracion de la cubierta vegetal.

Este trabajo ha sido financiado por el proyecto RTA - PID2019-103985RR-I00 y por el Grupo de
Investigacion de Referencia A12_17R del Gobierno de Aragon
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ACOLCHADOS PLASTICOS BIODEGRADABLES DE USO
AGRICOLA: ESTUDIO DEL IMPACTO DE SUS COMPONENTES EN
PLANTAS DE PATATA MEDIANTE EL CULTIVO IN VITRO

HADALY SERRANO-RUIZ', LLUIS MARTIN', ANA M. PELACHO'

'"DEPARTAMENTO DE HORTOFRUTICULTURA, BOTANICA Y JARDINERIA, UNIVERSIDAD DE LLEIDA,
AV. ALCALDE ROVIRA ROURE, 191, 25198, LLEIDA, ESPANA

hadaly.serrano@udl.cat

La utilizacion de acolchados plasticos de polietileno en agricultura es una técnica altamente extendida por
todo el mundo que reduce el uso de herbicidas y el consumo hidrico y aumenta la precocidad, produccion y
calidad de las cosechas. Sin embargo, su uso masivo conlleva un fuerte impacto ambiental debido a la
generacion de residuos plésticos, que frecuentemente se acumulan en el suelo agricola y en el medio
ambiente. La alternativa que ha ganado interés creciente es su sustitucion por acolchados plasticos
biodegradables que se integren en el suelo al finalizar el cultivo y se biodegraden por los microorganismos,
evitando asi la generacion y persistencia de residuos. Sin embargo, durante su biodegradacion liberan
compuestos quimicos al suelo de los que apenas se conoce su naturaleza y efecto en las plantas cultivadas.
Estudios previos mostraron que acolchados biodegradables de diferente composicion liberan con facilidad
diversos componentes quimicos. Se ha demostrado también que los compuestos liberados de algunos de
estos acolchados interfieren en el desarrollo de plantulas de lechuga y tomate cultivados in vitro,
especialmente en el de sus raices. Este estudio pretende investigar si los efectos ecotoxicos encontrados son
persistentes o bien si las plantas desarrollan mecanismos de adaptacion. Para ello se analiza el efecto de la
exposicion continuada a extractos procedentes de 8 acolchados de plastico biodegradable de diferente
composicion (BP1-BP8) sobre el desarrollo in vitro de explantos de patata subcultivados repetidamente
durante 9 ciclos de cultivo en un medio de cultivo con los extractos.

Los extractos afectaron a la altura y al desarrollo morfoldgico de los explantos ya desde el primer mes de
exposicion y persistieron a lo largo de los subcultivos. El extracto de uno de los materiales (BP4) afecto
drasticamente a las raices, que crecieron cortas y altamente ramificadas; el de otro material (BP7) provoco
un severo acortamiento y ramificacion del tallo e inhibio en gran medida el desarrollo foliar; en ambos casos
los efectos se intensificaron con el tiempo. El resto de extractos indujo cambios menos severos pero también
mantenidos en el tiempo. Tras los nueve meses de exposicion a los extractos, las raices fueron el érgano mas
sensible, disminuyendo significativamente su peso en la presencia de todos los extractos excepto del BP4, lo
que en la mayoria de los casos fue acompanado de la reduccion del peso de la parte aérea. Por el contrario,
los niveles de prolina, utilizados como marcador de estrés, se mantuvieron estables y los de clorofila solo
disminuyeron con BP4.

Los resultados sugieren que las plantas de patata son sensibles a compuestos liberados por los acolchados
biodegradables, y que la magnitud de los efectos es estable o puede aumentar con el tiempo de exposicion a
los acolchados en funcion de su composicion. Algunos acolchados provocaron efectos similares a los
previamente observados en plantas de lechuga y tomate, lo que sugiere que los compuestos que liberan
interfieren en procesos del desarrollo comunes entre especies vegetales. Otros acolchados afectaron de forma
diferente a las especies que han sido evaluadas, indicando su diferente sensibilidad en funcion del material.
En conjunto, se evidencia un efecto de los compuestos liberados por los acolchados de plastico
biodegradable sobre plantas cultivadas y la necesidad de investigar en los efectos derivados de su
composicion.

SEGIV

2I‘|IA XIV REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE CULTIVO /N VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

112



SEGIVIY

2021 A XIV REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE CULTIVO /N VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

113



PROPAGACION DE LA VARIEDAD DE PISTACHO ‘ASHOURY’
APLICANDO TECNICAS DE MICROPROPAGACION E INJERTO

ELENA GARCIA, PILAR ANDREU, M. PILAR LORENTE, JUAN A. MARIN, ARANCHA ARBELOA

POMOLOGIA, ESTACION EXPERIMENTAL DE AULA DEI, CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS, AVENIDA MONTANANA 1005, 50059 ZARAGOZA

egarcia@eead.csic.es

La expansion del cultivo del pistacho en Espafia se ve ralentizada por la dificultad de propagacion de la
especie, lo que conduce a una mayor demanda que oferta, asi como a un alto precio de la planta. La
aplicacion de técnicas de cultivo in vitro en el género Pistacia permite su propagacién masiva y clonal,
facilitando ademas la miniaturizacion de las yemas que posibilita la realizacion de injertos en pequeiias
plantas en maceta. El cultivar ‘Ashoury’ muestra una floracién temprana, asi como un 90% de apertura de
fruto y una alta calidad, por lo que su cultivo se ha expandido por los paises mediterraneos, desde Siria, su
pais de origen.

Establecimiento: Los cultivos se iniciaron a partir de planta adulta. El uso de antioxidantes durante la fase de
preparacion y procesado de los explantos, asi como en el medio de cultivo fue determinante para evitar el
oscurecimiento del medio por los exudados de los explantos. Los cultivos fueron iniciados a partir de
explantos nodales con una supervivencia del 40% de los explantos a las 12 semanas de cultivo.

Multiplicacion: La aparicion de necrosis apical es frecuente durante esta fase y fue perjudicial para la
obtencion de buenos brotes para el enraizamiento. Se probaron diferentes tratamientos para disminuir la
necrosis incluyendo reguladores de crecimiento, composicion del medio de cultivo, frio basal, o densidad de
plantacion. Todos los factores estudiados mostraron que afectaban al porcentaje de necrosis.

Enraizamiento: La falta de enraizamiento es frecuente en la micropropagacion de variedades y también en
distintas especies del género Pistacia. Se estudiaron diversos factores, y entre ellos, los reguladores de
crecimiento y la composicion del medio de cultivo resultaron determinantes para conseguir un porcentaje de
enraizamiento del 80%.

Aclimatacion: La falta de sintomas visuales de marchitez llevaba a la obtencion de bajos porcentajes de
supervivencia. Se propone un protocolo basado en bajas exposiciones a baja humedad relativa que aumentan
con el tiempo.

Injerto: La propagacion de esta variedad se estudio siguiendo tres procedimientos:

1) No injerto, variedad autoenraizada. Nuestros datos de desarrollo en campo no apoyaron esta técnica

2) Miniinjerto con yemas de Ashoury procedentes directamente de cultivo in vitro sobre plantulas de semilla
de cornicabra (P. terebinthus). Con este método se obtuvo un porcentaje de éxito de injerto del 100%,
aunque el niimero de injertos fue bajo.

3) Miniinjerto con yemas miniaturizadas sobre plantulas de semilla de cornicabra. Las puas de la variedad
Ashoury procedian de brotes micropropagados y aclimatados. Con este procedimiento se obtuvo una media
del 60% (oscilando entre el 50%-100%) de brotacion tras los primeros dias después del injerto.

El cultivo in vitro ha introducido nuevos métodos de obtencidn de planta de pistacho de una manera rapida y
eficaz. Ademas, la posibilidad de injertar pequefias plantas aflade una gran flexibilidad para la produccion y

el transporte favoreciendo, asimismo, el éxito del injerto.

Este trabajo ha sido financiado por el proyecto RTA - PID2019-103985RR-I100 y por el Grupo de
Investigacion de Referencia A12_17R del Gobierno de Aragon
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ENRAIZAMIENTO /N VITRO DE BROTES DERIVADOS
DE ARBOLES ADULTOS DE QUERCUS SUBER

NIEVES VIDAL', PURIFICACION COVELO', JESUS M. VIELBA', SALETA RICO', RICARDO
CASTRO', CONCHI SANCHEZ'
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El alcornoque, Quercus suber, es una especie ampliamente distribuida a lo largo de la region Mediterranea
occidental, siendo una de las frondosas mas caracteristicas de la Peninsula Ibérica. Ademas de su gran
importancia econdmica, debido a la producciéon de corcho, posee también un alto valor ecoldgico y
paisajistico. Su distribucion presenta un decaimiento debido a cambios demograficos, a la presencia del
patoégeno Phytophthora cinnamomi y al aumento de aridez que conlleva un incremento de estrés hidrico, el
cual se prevé se intensifique debido al cambio climatico. Como consecuencia, es necesario poder propagar
vegetativamente genotipos seleccionados con caracteristicas especificas para asegurar la produccion futura y
prevenir los efectos negativos del cambio climatico y factores bioticos.

Aunque en Q suber existe abundante informacion relacionada con los procesos de embriogénesis somatica
(Hernandez et al., 2003, Vidal et al., 2010), hay pocos trabajos en relacién a su micropropagacion mediante
yemas axilares. El objetivo de este trabajo ha sido analizar el enraizamiento in vitro de material establecido a
partir de genotipos adultos seleccionados de alcornoque para definir protocolos de produccion clonal
mediante la propagacion de yemas axilares.

Se utilizaron brotes axilares establecidos in vitro a partir de brotes epicormicos y de ramas bajas de la copa
de dos arboles adultos, QS3 y QSI respectivamente, y de una linea obtenida mediante la germinacion de
embriones somaticos iniciada a partir de hojas procedentes del genotipo QS3 (QS3-E). Estas lineas han sido
mantenidas en proliferacion desde hace mas de 10 aflos en medio MS con nitratos a la mitad. La induccion
de raices adventicias se llevo a cabo mediante diferentes tratamientos con acido indol-3-butirico (AIB) en
medio GD con macronutrientes reducidos a la tercera parte (GD 1/3). Se probaron los siguientes
tratamientos: a) 125 uM AIB IBA durante 24 horas b) 25 uM IBA durante 5 dias c¢) 25 pM IBA durante 7
dias. Al final del periodo de enraizamiento se evalud el porcentaje de enraizamiento, sistema radicular y
calidad de los brotes enraizados en funcion de los brotes que presentaron sequia apical y/o reemprendimiento
de crecimiento.

Los resultados obtenidos una capacidad media-alta de enraizamiento, con una mejor respuesta en los
tratamientos con una menor concentracion de AIB durante periodos mas largos de tiempo.

Hernéandez et al. (2003). Vegetative propagation of Quercus suber L. by somatic embryogenesis 1. Factors
affecting the induction in leaves from mature cork oak trees. Plant Cell Rep (2003) 21:759-764

Vidal et al. (2010). Establishment of cryopreserved gene banks of European chestnut and cork oak. Eur. J.
For. Res. (129): 635-643

Este trabajo ha sido parcialmente financiado por la Xunta de Galicia mediante los proyectos IN607A y el
Contrato Programa 2019-2020.
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ESTABLECIMIENTO DE UN PROTOCOLO DE MICROPROPAGACION
DE ROMERO (ROSMARINUS OFFICINALIS L.) A PARTIR DE
SEMILLAS GERMINADAS IN VITRO

GUSTAVO CACERES-CEVALLOS', CRISTINA MARTINEZ-CONESA', PASCUAL ROMERO-
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'DEPARTAMENTO DE DESARROLLO RURAL, ENOLOGIA Y AGRICULTURA SOSTENIBLE, INSTITUTO
MURCIANO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO AGRARIO Y ALIMENTARIO (IMIDA), MURCIA,
ESPANA.

gustavoj.caceres@carm.es, mariaj.jordan@carm.es

El romero (Rosmarinus officinalis L.) es un arbusto perenne espontaneo que se encuentra en todos los paises
mediterraneos. En la region de Murcia (sudeste de Espaiia) se encuentra en zonas aridas y semidridas, desde
el nivel del mar (msnm) hasta unos 1500 msnm adaptandose a zonas frias y de secano (1). En los ultimos
afios la demanda del aceite esencial de romero ha crecido gracias a sus propiedades medicinales, culinarias y
ornamentales (2); lo cual ha intensificado la produccion en la zona y la busqueda de ecotipos con alto
rendimiento agronémico y alta actividad biologica.

Sin embargo, debido a la poca tasa de germinacion, crecimiento vegetativo lento y escaso porcentaje de
estaquillado de esta especie (entre el 15% al 22% de los ensayos realizados en IMIDA), resulta necesario un
protocolo de micropropagacion con el cual se aceleren los tiempos y maximice la obtencion de clones con
interés comercial para su adecuacion y siembra en el campo.

Para el establecimiento del protocolo de micropropagacion colocaron semillas de romero en medio MS
enriquecido con vitaminas para su germinacion. Las semillas fueron lavadas previamente durante 10 minutos
en lejia comercial al 70% (5% de NaClO activo).

Todos los explantes obtenidos de la germinacion de las semillas fueron sometidos a diferentes tratamientos
hormonales para aumentar la produccion de brotes y segmentos nodales, teniendo a los 30 dias la mayor tasa
de multiplicacion (74,4% de explantes multiplicados) con el medio MS reducido a la mitad sus sales (MS'2)
y enriquecido con 6-bencilaminopurina (0,2 ppm).

Para la etapa de enraizamiento, se colocaron los explantes provenientes de la fase de multiplicacion en
diferentes medios enriquecidos con auxinas. A los 30 dias se observo el porcentaje de enraizamiento de cada
tratamiento, siendo mejor el medio MS”2 enriquecido 4cido indolbutirico (0,5 ppm), alcanzando un 60,71%
de brotes enraizados. Todos los explantes enraizados fueron aclimatados en macetas con sustrato y fibra de
coco, alcanzando un 85% de plantas aclimatadas con éxito.

Estos resultados permiten asegurar la generacion de un protocolo de micropropagacion adecuado para la
multiplicacion clonal de romero a partir de explantes de plantulas germinadas; lo que supone incrementar el
conocimiento del cultivo de esta planta y buscar su modificacion para el establecimiento de un protocolo a
partir de segmentos nodales de plantas de provenientes de campo.

Este trabajo fue realizado con el apoyo del INIA (Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia

Agraria y Alimentaria) por el proyecto RTA2017-00031-C04-04, y el programa operativo regional FEDER
para Murcia 2014-2020 del proyecto FEDER 14-20-23.

REFERENCIA:

Jordan MJ, Lax V, Rota MC, Loran S, Sotomayor JA. Influence of the bioclimatic area on the polyphenolic
composition, and antioxidant and bacteriostatic activities of Rosmarinus officinalis. Nat Prod Commun. 2013;8(6):817—
22.

Hernandez MD, Sotomayor JA, Hernandez A, Jordan MJ. Rosemary (Rosmarinus officinalis L.) oils [Internet].

Essential Oils in Food Preservation, Flavor and Safety. Elsevier Inc.; 2016. 677-688 p. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-12-416641-7.00077-8
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ACLIMATACION DEL PORTAINJERTO DE AVELLANO
‘DUNDEE’ MICROPROPAGADO

ELENA GARCIA, JUAN ANTONIO MARIN, ARANCHA ARBELOA

POMOLOGIA, ESTACION EXPERIMENTAL DE AULA DEI, CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS, AVENIDA MONTANANA 1005, 50059 ZARAGOZA
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'Dundee’, un patrén de avellano de gran interés, obtenido por polinizacion libre de Corylus colurna L.y
seleccionado por sus buenas caracteristicas como la ausencia de rebrotes de raiz, la resistencia a los estreses
abioticos y su vigor, hacen que su uso como portainjerto se haya extendido por las diferentes zonas de
cultivo. Ademas, su micropropagacion ha sido puesta a punto y facilita su disponibilidad, pero en los viveros
presenta un cuello de botella durante su aclimatacion. Aqui evaluamos diferentes estrategias para lograr altos
porcentajes de supervivencia de plantas de gran calidad.

En este trabajo se han estudiado los procesos de enraizamiento y aclimatacion de 'Dundee’ siguiendo tres
métodos diferentes 1) enraizamiento in vitro y posterior aclimatacion, 2) induccidon de raices in vitro y
posterior crecimiento y aclimatacion de raices en invernadero y 3) enraizamiento y aclimatacion ex vitro. Se
tomaron datos de enraizamiento y aclimatacion al final del proceso.

En el primer tratamiento la induccion y el crecimiento de las raices in vitro fue del 100%, sin embargo,
durante la aclimatacién murieron todos los brotes. En el segundo tratamiento, la induccion de raices in vitro
mediante un medio so6lido fue seguida por el crecimiento de raices ex vitro y posterior aclimatacion y resultod
en un 68% de las plantas aclimatadas. Finalmente, el tratamiento de brotes por inmersion de las bases en
IBA, seguido de su enraizamiento ex vitro y aclimatacion logré un 100% de supervivencia de las plantas.

La eleccion del método de enraizamiento y aclimatacion ha sido decisiva para el éxito de la aclimatacion de
las plantas de Dundee, aumentando de 0 a 100% los porcentajes de aclimatacion.

Este trabajo ha sido financiado por el proyecto RTA - PID2019-103985RR-100 y por el Grupo de
Investigacion de Referencia A12_17R del Gobierno de Aragon
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ESTABLECIMIENTO /N VITRO DE BOLETUS SP.
A PARTIR DE CARPOFOROS

MAURO RIVAS-FERREIRO*, LAURA IGLESIAS-BERNABE", M. ESTHER BARREAL, M. LUISA
CERCEDA, PEDRO P. GALLEGO

PLANT BIOLOGY AND SOIL SCIENCE DEPARTMENT. FACULTY OF BIOLOGY. UNIVERSITY OF VIGO.
SPAIN.
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El complejo Boletus gr. edulis esta constituido por cuatro especies (B. edulis Bull:Fr. sensu stricto, B. aureus
Bull: Fr., B. pinophilus Pilat et Dermek y B. reticulatus Schaeff) con una gran demanda comercial [1], siendo
una excelente fuente de vitaminas, proteinas, carbohidratos, acidos grasos [2], pero también de fitoquimicos
con actividades antioxidantes, muy demandados por la industria cosmecéutica, nutracéutica y farmacéutica
[3]- Sin embargo, su caracter ectomicorricico, hace que hasta el momento no se haya podido cultivar in vitro
de forma eficiente [4]. Ademas, no hay micelio viable disponible en colecciones de cultivo internacionales.

En este trabajo los objetivos han sido: 1) identificar carp6foros y aislar el micelio; 2) evaluar el efecto de la
temperatura de incubacion, del cocultivo con semillas de Brassica rapa, de la concentracion de nutrientes en
el medio y del origen del carpoforo sobre el crecimiento en medio solido de B. edulis y B. reticulatus. Los
resultados indican que tanto la temperatura (mayor de 20°C) como el genotipo (carpoforo) causaron un
efecto significativo sobre el crecimiento, en cambio ni la presencia de exudados de germinados de
Brassicaceae ni la composicion de los medios empleados mostraron diferencias. En esta ponencia se
discutiran estos resultados y se plantearan futuros estudios para lograr un cultivo in vitro eficiente de micelio
de Boletus gr. edulis.

References

1. Gelardi, M. Diversity, Biogeographic Distribution, Ecology, and Ectomycorrhizal Relationships of the
Edible Porcini Mushrooms (Boletus sp. str., Boletaceaec) Worldwide: State of the Art and an Annotated
Checklist. Mushrooms, Humans and Nature in a Changing World: Perspectives from Ecological,
Agricultural and Social Sciences, 2020, 223 pages.

2. Heleno, S. A., Barros, L., Sousa, M. J., Martins, A., Santos-Buelga, C. & Ferreira, I. C. Targeted
metabolites analysis in wild Boletus species. LWT-Food Science and Technology, 2011, 44, 1343-1348.

3. Zhang, A., Xiao, N., He, P. & Sun, P. Chemical analysis and antioxidant activity in vitro of
polysaccharides extracted from Boletus edulis. Int. J. Biol. Macromol., 2011, 49, 1092-1095.

4. Mediavilla, O., Olaizola, J., Santos-del-Blanco, L., Oria-de-Rueda, J. A., & Martin-Pinto, P.
Mycorrhization between Cistus ladanifer L. and Boletus edulis Bull is enhanced by the mycorrhiza helper
bacteria Pseudomonas fluorescens Migula. Mycorrhiza, 2016, 26, 161-168.
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DISENO DE UN PROTOCOLO DE CULTIVO IN VITRO
DE BOLETUS EDULIS Y BOLETUS RETICULATUS

LAURA IGLESIAS-BERNABE, GLORIA ALVAREZ-MARTINEZ, M. ESTHER BARREAL, PEDRO P.
GALLEGO
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Los hongos ectomicorricicos presentan un elevado interés gastrondmico y por tanto comercial,
particularmente dos especies: Boletus edulis y B. reticulatus [1]. A pesar de todos los intentos realizados aun
no se han conseguido cultivar estos hongos de forma comercialmente eficaz [2].

El objetivo general de este trabajo ha sido disefiar un protocolo de cultivo in vitro empleando para ello dos
medios comunmente usado en el cultivo de hongos denominados MMN [3] (en dos combinaciones: 1)
empleando sacarosa como carbohidrato y 2) glucosa) y el medio BAF [4]. Ademas, se empled el medio MS
[5] por ser el mas utilizado en el cultivo de plantas.

El disefio experimental incluyé el estudio del efecto del genotipo (2 especies), del carbohidrato (sacarosa
versus glucosa), de la temperatura (20 y 25 °C) y del tiempo del cultivo (2, 4, 6 y 8 semanas).

Los resultados sugieren que tres de los factores: genotipo, carbohidrato y el tiempo de cultivo causaron un
efecto significativo en el cultivo de los micelios, lograndose un mayor crecimiento cuando se emple6 Boletus
edulis, el medio BAF y largos periodos de crecimiento (8 semanas).
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EL SANEAMIENTO DE LA CHUFA: UNA HERRAMIENTA
IDONEA PARA MEJORAR RENDIMIENTOS Y FRENAR EL AVANCE
DE LA MANCHA NEGRA

MAGDALENA CERVERA OCANA', MONTSERRAT PLOMER SAEZ', ROSA MARIA BELMONTE',
ALBERTO CORONADO', ANNA CRESPO-SEMPERE'. CONSUELO PENELLA CASAN', MARIA R.
ALBIACH-MARTI'

! VALGENETICS S.L., PARC CIENTIFIC UNIVERSITAT DE VALENCIA, PATERNA, VALENCIA.

La chufa (Cyperus esculentus L. var. sativus Boeck) es uno de los cultivos mas emblematicos en la provincia
de Valencia. Sus tubérculos se consumen directamente o pueden usarse para la produccion de la tradicional
horchata valenciana. Este cultivo estd practicamente concentrado en la comarca de 1"Horta Nord, donde tiene
un enorme impacto econdomico, por la superficie cultivada, social, por los numerosos agricultores y empresas
implicadas, y paisajistico, por ser emblematico de la huerta valenciana. Ademas, la chufa posee grandes
posibilidades comerciales, ya que esta catalogada como un superalimento y posee cualidades que la habilitan
para su uso tanto en la industria alimentaria como en la cosmética y medicinal.

Sin embargo, este cultivo estd amenazado por varios frentes. Por un lado, se observa un incremento de
enfermedades, sobre todo fiingicas, como la de la mancha negra, que estan generando elevadas pérdidas,
convirtiéndose en un grave problema para la continuidad del cultivo, y, por otro lado, las importaciones de
otros tipos de chufa que adulteran la calidad organoléptica de la auténtica chufa valenciana.

En este tipo de cultivos, no solo es necesario el diagnostico y control de los patéogenos, sino que ademas es
fundamental generar chufa sana empleando un método de saneamiento mediante cultivo in vitro de apices
meristematicos, seguido de micropropagacion de planta sana, para abastecer la demanda del agricultor. Esta
multiplicacion se ha de realizar en condiciones controladas y de cuarentena. Con la plantacion de chufa sana,
se conseguird frenar los ciclos de infeccion de patogenos de una cosecha a la siguiente.

Para solucionar esta problematica, se han puesto a punto técnicas y medios de cultivo para el saneamiento in
vitro de la chufa, tras forzar la brotacion a partir de tubérculos de distintas localizaciones dentro del area de
la DO Xufa de Valéncia, representativas de la variabilidad genética de este cultivo. Igualmente, se han
desarrollado protocolos para la micropropagacion de planta saneada, obteniéndose ratios de multiplicacion
de al menos 8. Para la aclimatacion de planta in vitro en invernadero, se han establecido condiciones de
temperatura y composicion de suelos para lograr incrementar las ratios de aclimatacion.

Las plantas saneadas se analizaron para la presencia de patdgenos fungicos diagnosticados en trabajos
previos y relacionados con la enfermedad de la mancha negra. Posteriores experimentos realizados en un
invernadero de seguridad bioldgica de malla antitrips, empleando planta saneada y controles de planta no
saneada, han demostrado que las plantas saneadas dieron lugar a tubérculos sanos, un incremento
significativo del tamafio de la planta y un rendimiento de al menos un 12% mayor en comparacion con el
tamafio y rendimiento de las chufas infectadas con la enfermedad de la mancha negra de las plantas control.
Ademas, las plantas de chufa previamente saneada no generaron ningun tubérculo afectado por la mancha
negra, contra el 9% de chufas negras obtenidas en las plantas control no saneadas.

En conclusion, el saneamiento de la chufa se postula como una de las técnicas mas eficaces para solucionar
el problema de la mancha negra, ya que ademas de mejorar los rendimientos, se evita la produccion de
tubérculos afectados. Por tanto, seria una estrategia idonea para frenar el aumento de esta enfermedad en uno
de los cultivos mas tradicionales y emblematicos de la Comunidad Valenciana.
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IDENTIFICACION DE PROTEINAS DE RESPUESTA A ESTRES
SALINO EN RAICES DE PRUNUS CULTIVADAS IN VITRO
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La seleccion de patrones adecuados frente a los distintos estreses ambientales constituye un importante reto
en el que el tiempo juega un papel relevante. La salinidad es uno de los factores que estan limitando la
productividad, y esta salinidad se estd incrementado de forma alarmante a nivel mundial, con porcentajes
muy altos de salinizacion sobre todo en tierras de regadio. Las raices son los primeros 6rganos de la planta
en percibir la alta concentracion de iones en la rizosfera, y pueden verse afectadas en la absorcion de agua y
nutrientes minerales y con ello el crecimiento de la planta. Aqui hemos utilizado el modelo de cultivo de
raices aisladas, que hemos desarrollado previamente, para la seleccion de genotipos que puedan articular
mecanismos de respuesta adecuados frente a la salinidad.

Utilizando raices aisladas del patrén de cerezo ‘Masto de Montanana’ (Prunus cerasus), sensible a la
salinidad, cultivadas in vitro en distintas concentraciones de NaCl (0, 20, 60 y 180 mM), se concluy6 que a
60 mM se aplicaba un estrés moderado, por lo que se escogié como valor para el estudio posterior. El
crecimiento a esta concentracion de sal era menor que en el control, y estudios previos indicaban un
considerable aumento de prolina, asi como la acumulacion de almidén en los tejidos.

Las raices obtenidas se procesaron para obtener un extracto de proteinas solubles totales, y se llevo a cabo un
estudio con electroforesis 2D, y posterior identificacion de las manchas correspondientes a las proteinas y
sus isoformas mediante MALDI TOF/TOF MS. Estos estudios de proteomica permitieron identificar 18
proteinas diferencialmente expresadas en presencia de 60 mM de NaCl, (considerando cambios a partir de
1.5 veces de cambio relativo en la expresion). Entre los cambios mas interesantes se encuentran los
experimentados por la isoenzima fructosa 1,6-bisfosfato aldolasa citosolica, que aumenta considerablemente
como consecuencia del estrés salino, mientras que la suma del conjunto de las isoformas permanece a niveles
analogos en las dos condiciones, control y 60 mM de NaCl. Asi mismo, la D-3-fosfoglicerato dehidrogenasa
plastidial, la formato dehidrogenasa mitocondrial, la isoenzima de raiz de la ferredoxina-NADP reductasa,
(de localizacion plastidial), la 70 kDa protein 2-like, la S-adenosilmetionina sintasa 5 y la actina incrementan
su expresion en presencia del estrés salino. Por otra parte, la (R)-mandelonitrilo liasa 3, la subunidad B1 de
V-type proton ATPasa, entre otras proteinas, ven disminuida su expresion.

Estos resultados son congruentes con otros datos obtenidos a partir de plantas completas disponibles en la
bibliografia, e indican que las raices cultivadas in vitro pueden ser un buen modelo experimental para estudio

de respuestas fisiologicas, asi como para llevar a cabo una seleccion precoz.

Este trabajo ha sido financiado por el proyecto RTA - PID2019-103985RR-I00 y por el Grupo de
Investigacion de Referencia A12_17R del Gobierno de Aragon
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EFECTO DE LAS FUENTES DE ILUMINACION
FLUORESCENTE Y LED SOBRE LA TEMPERATURA
EN LOS CULTIVOS IN VITRO
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La sustitucion de lamparas fluorescentes por iluminacion LED permite un mayor control sobre el
crecimiento y la morfogénesis in vitro, ya que es posible ajustar el espectro de luz a los diferentes procesos
biologicos de las plantas, reduciendo ademas los costes energéticos de explotacion. Sin embargo, nos queda
mucho por conocer tanto acerca de su potencial como de los parametros que se ven afectados y, por tanto, se
deben considerar.

Uno de los factores que se ve afectado de forma diferencial segun la fuente de iluminacion utilizada es la
temperatura. Esta variable, generalmente, se mantiene en las cdmaras de cultivo alrededor de los 25°C, pero
es necesario considerar también la temperatura del microambiente de los contenedores de cultivo y la
diferencia que existe entre ambas. De ello dependera en gran medida el crecimiento y desarrollo de los
cultivos, y la aparicion de desordenes tales como la vitrificacion o la necrosis apical.

En este trabajo se presentan los primeros resultados del efecto diferencial sobre la temperatura, de la
iluminacion artificial alimentada con lamparas fluorescentes modelo “Grolux” (Fabricante: Sylvania) frente a
una combinacion de lamparas LED rojas (660 nm), verdes (530 nm) y azules (450 nm) calibradas para
ofrecer una emision espectral similar a la que generan las lamparas de descarga anteriores.

Este trabajo ha sido financiado por el proyecto AVA2019-008.
Nuestro agradecimiento al Dr. Alfonso Gago Bohorquez, sin ¢l hubiese sido imposible iniciar esta linea de
investigacion, y a Amalia Cabeza y Marta Carrera por su trabajo en las labores de micropropagacion.
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MICROPROPAGACION Y OBTENCION DE NUEVOS
CULTIVARES EN DIONAEA MUSCIPULA ELLIS

ALBERTO CORONADO, MARYBEL JAQUEZ-GUTIERREZ, CONSTANZA MARTIN-VASQUEZ,
VICENTE MORENO, ALEJANDRO ATARES

CULTIVO IN VITRO Y MEJORA VEGETAL, INSTITUTO DE BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR DE
PLANTAS (IBMCP; UPV-CSIC). 46022 VALENCIA, SPAIN.

Dionaea muscipula es la unica especie del género Dionaea y probablemente, la planta carnivora mas
conocida y cultivada en todo el mundo. Es originaria de zonas pantanosas y humedales de Carolina del Norte
y Carolina del Sur, y presenta el movimiento mas rapido del reino vegetal, siendo capaz de cerrar los l6bulos
de su hoja en menos de una décima de segundo. Suele presentar un crecimiento en roseta con unas 4 a 8
hojas que emergen de un rizoma subterraneo de aspecto bulboso. Sus hojas, que no alcanzan mas de 10 cm,
estan formadas por dos partes: un peciolo plano y largo, de forma acorazonada y un par de 16bulos unidos a
nivel del peciolo. Cada uno de estos lobulos presenta en su superficie tres pelos accionadores. Cuando un
insecto se posa sobre la planta y acciona dos de estos pelos con un lapso de hasta 20 segundos, la trampa se
cierra automaticamente. Si este animal es muy pequefio, escapara por las aberturas de la trampa, y esta se
abrird en pocas horas. Si tiene un tamafio mayor, la hoja se cerrard herméticamente, asfixiando al insecto
hasta la muerte. Es entonces cuando empieza la digestion por un coctel enzimatico de peptidasas que secreta
la propia hoja. Se cree que este mecanismo de seleccion de la presa permite a la planta hacer un balance
entre el beneficio que obtiene de ella y el coste de su digestion.

El desarrollo de técnicas de micropropagacion sobre estas especies ha permitido escalar ¢ industrializar su
produccion para aumentar su potencial como planta ornamental, pudiéndose encontrar a la venta de forma
atemporal en casi cualquier vivero del mundo.

En nuestro grupo hemos puesto a punto nuevas metodologias no descritas antes en bibliografia. Hemos
desarrollado técnicas para la implantacion de material in vitro a partir de semilla y también de material
vegetal in vivo. Gracias a esta Ultima técnica, podemos reintroducir y multiplicar in vitro cultivares y
variedades de interés ornamental con el fin de conseguir plantas “True-to-Type”. También hemos
desarrollado nuevas metodologias para la micropropagacion de Dionaea muscipula, mediante propagacion
clonal y regeneracion adventicia, basadas en la brotacion axilar y en la regeneracion adventicia de explantes
y microexplantes de hoja.

Estas metodologias de regeneracion nos han permitido identificar un variante somaclonal con altas
posibilidades de convertirse en un nuevo cultivar. Este mutante es estable y presenta in vitro el borde del
peciolo en forma de sierra, a diferencia del borde liso de la variedad silvestre; una disminucion en el numero
de dientes, dando la sensacion de que estos se han fusionado entre ellos; y una coloracion clorética en
comparacion con la especie silvestre.

Con estos resultados queremos remarcar el potencial uso de las técnicas de cultivo in vitro para la obtencion
de nuevas variedades y cultivares que puedan tener importancia econdomica en el futuro, desarrollando
coloraciones, patrones de variegacion o formas novedosas que incremente el valor de esta especie
ornamental tan popular en la actualidad.
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LA MICROPROPAGACION: UNA HERRAMIENTA EFICAZ EN
UN PROYECTO DE MEJORA DE CEREZO
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Un programa de mejora de patrones de cerezo, basado en genotipos de Prunus avium L de poco vigor, se
estd desarrollando conjuntamente entre el Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria y la
Estacion Experimental de Aula Dei en Aragon. Tradicionalmente el material de Prunus avium L. ha sido
infrautilizado en estos programas por su gran vigor, arquitectura, falta de precocidad y otros caracteres no
deseables que podrian estar asociados a su propagacion habitual por semillas. En este trabajo el cultivo in
vitro, como herramienta para la propagacion de material preseleccionado, permite clonar esta especie dificil
de propagar por estaquillado tradicional, asi como caracterizar el comportamiento de estas selecciones para
su micropropagacion, acortando y mejorando los procesos de seleccion de dicho programa.

Establecimiento: Doce genotipos preseleccionados por su adecuado crecimiento y arquitectura, su
comportamiento en vivero o su precocidad, entre otros caracteres, se establecieron in vitro a partir de arboles
adultos. Yemas nodales de brotes en crecimiento activo se sembraron en primavera en dos medios de cultivo:
MS y DKW y se estudiaron los porcentajes de brotacion y supervivencia. El medio DKW dio los mejores
resultados en brotacion aunque se observé una gran dependencia del genotipo. Nueve genotipos se
establecieron in vitro.

Multiplicacion. Se probaron tres medios de cultivo diferentes para determinar el mas adecuado para la
propagacion de los clones. En estos clones el principal reto fue establecer una buena tasa de multiplicacion
con un adecuado alargamiento de entrenudos, ya que en los medios habituales en frutales de lefiosas (MS) se
observaron brotes con entrenudos extremadamente cortos. El medio DKW mostréd una elevada tasa de
multiplicacion para la mayoria de los clones estudiados, aunque la determinacion del medio mas adecuado
fue genotipo dependiente.

Enraizamiento y aclimatacion. Se estudi6 el enraizamiento de los clones in vitro y ex vitro y su posterior
aclimatacion. El enraizamiento in vitro se produjo en un 50-100% de los brotes dependiendo del genotipo.
Sin embargo, la aclimatacion posterior de los brotes fue nula. Cuando las plantas se enraizaron ex vitro con
un tratamiento con IBA, ya sea en un medio de induccion sélido durante una semana o por inmersion de la
base del brote, el enraizamiento/aclimatacion alcanzé un porcentaje medio del 70% de los brotes, mostrando
igualmente diferencias entre genotipos.

Mediante la puesta a punto y la aplicacion de protocolos de micropropagacion, 6 meses después de la
introduccion in vitro del material, se consiguido un elevado niimero de plantas de cada clon, creciendo en
maceta, con las que poder acometer el proceso de seleccion, acortando los plazos de los procesos de
multiplicacion dentro de los programas de mejora.

Por otra parte, se ha determinado el comportamiento frente a la micropropagacion de dichos clones
encontrandose diferencias entre ellos que podrian ser determinantes dentro del proceso de seleccion.

Este trabajo ha sido financiado por el proyecto RTA - PID2019-103985RR-I00 y por el Grupo de
Investigacion de Referencia A12_17R del Gobierno de Aragén
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MICROPROPAGACION DE ALCORNOQUES JUVENILES
TOLERANTES A PHYTOPHTHORA CINNAMOMI MEDIANTE CULTIVO
DE YEMAS AXILARES: PROGRAMA NACIONAL DE MEJORA'Y
CONSERVACION DE RECURSOS GENETICOS DE LA ENCINA Y EL
ALCORNOQUE FRENTE AL SINDROME DE LA SECA
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En 2019, la Subdireccion General de Politica Forestal y Lucha contra la Desertificacion, del Ministerio de
Transicion Ecologica y Reto Demografico (MITERD), inicié el Programa Nacional de Mejora y
Conservacion de Recursos Genéticos de la encina y el alcornoque frente al sindrome de la seca, en el marco
del Programa Nacional de Desarrollo Rural (submedida 15.2) con financiaciéon FEADER al 75%.

En ese contexto, la empresa TRAGSA ha abordado la clonacion de 40 brinzales de alcornoque de la
coleccion RESSECA, que habian superado la inoculacion con P. cinnamomi y el estrés hidrico producido
alternando periodos de sequia e inundacion, durante dos campafias sucesivas. Cada una de las lineas de
cultivo se estableci6 en la primavera de 2020 a partir de un nico brinzal superviviente de 4 savias, en medio
GD adicionado con BA 0,2 mg/L (Vieitez y col., 2009). De los 40 genotipos establecidos, 28 se cultivan
regularmente y de forma estable en la actualidad, 9 continfian en fase de estabilizacion y 3 han tenido que
ser establecidos de nuevo en cultivo en la primavera de 2021 por la pérdida del cultivo debida a
contaminacion por endofitos.

Con los genotipos estables, se ha ensayado el efecto de los macronutrientes de GD, en combinacion con
micronutrientes y vitaminas de esa formulacion, o especificos para Quercus, y el efecto de diferentes
combinaciones de reguladores de crecimiento. El objetivo era maximizar la elongacion de los brotes que
permitiera su enraizamiento. Con los brotes elongados obtenidos, se han ensayado diferentes sistemas de
enraizamiento tanto in vitro, como ex vitro y en condiciones fotoautotréficas in vitro.

La mayor cantidad de brotes elongados se ha conseguido realizando un cultivo en dos fases, una fase de
multiplicaciéon empleando un medio que combina macronutrientes de GD, micronutrientes y vitaminas
especificos para Quercus y BAP 0,2 mg/L, y una fase de elongacion empleando un medio MS con la
concentracion de nitratos reducida a la mitad y BAP 0,1 mg/L.

Los brotes enraizados de mas calidad, se obtuvieron mediante inmersion basal de los brotes en AIB 0,5 g/L y
posterior disposicion en medio GD sin regulares de crecimiento y con la sacarosa reducida al 2%, en
oscuridad durante una semana (Romano y Martins, 2003). Los brotes enraizados in vitro con este sistema,
que presentan re-emprendimiento del crecimiento apical, se comportan tras su paso a tierra mejor que los
explantos dispuestos a enraizar directamente ex vitro. Las tasas concretas de aclimatacion las conoceremos a
la conclusion de los ensayos, atin en curso.

Romano, A. y Martins-Lougao, M.A. (2003). Strategies to improve rooting and acclimatization of cork oak.
Proc 1™ IS on Accl. & Estb. Microprop. Plants. Acta Hort, 616. ISHS 2003

Vieitez, A.M., Corredoira, E., Ballester, A., Mufioz, F., Duran, J. e Ibarra, M. (2009). In vitro regeneration of
the important North American oak species Quercus alba, Quercus bicolor and Quercus rubra. Plant Cell
Tissue and Organ Culture, 98: 135-145.
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DE INTERES EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

GUSTAVO CACERES-CEVALLOS', CRISTINA MARTINEZ-CONESA!, PASCUAL ROMERO-
ESPINAR' MARIA QUILEZ-SIMON, 'INMACULADA GARCIA-ALEDO'Y MARIA JOSE JORDAN'.

'DEPARTAMENTO DE DESARROLLO RURAL, ENOLOGIA Y AGRICULTURA SOSTENIBLE, INSTITUTO
MURCIANO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO AGRARIO Y ALIMENTARIO (IMIDA), MURCIA,
ESPANA.

gustavoj.caceres@carm.es, mariaj.jordan@carm.es

El espliego es una planta aromatico-medicinal nativa de la region mediterranea que se cultiva principalmente
para la produccién de aceites esenciales, siendo Espafia uno de los mayores productores con
aproximadamente 150 a 200 toneladas de produccion por afio (Lesage-Meessen et al., 2015). Asimismo, sus
requerimientos minimos de agua le confieren una importancia socio-econdémica por su posible uso para la
revalorizacion de suelos no urbanos, permitiendo asi un reasentamiento de las zonas rurales. Sin embargo, el
espliego al ser una planta de secano tiene un crecimiento vegetativo lento y una tasa de propagacion por
estaquillado baja, que alcanza un 25% (ensayos realizados en el centro de investigacion IMIDA), por lo que
resulta necesario establecer un protocolo de micropropagacion in vitro para la obtencion de clones a partir de
segmentos nodales. En base a esto, la optimizacion del protocolo de micropropagacion a partir de dos
ecotipos de espliego provenientes de una parcela experimental del IMIDA constituye el principal objetivo
del presente trabajo de investigacion. Estos ecotipos fueron caracterizados por el equipo de investigacion
por su alto interés y aplicabilidad en la industria alimentaria.

Para la desinfeccion de los segmentos nodales se evaluaron diferentes tratamientos, siendo efectivo el lavado
en alcohol al 70% seguido de un lavado en solucion con un agente oxidante (Dicloroisocianurato de sodio =
NaDCC) a una concentracion de 2 g/1, alcanzando una desinfeccion del 67,6%.

Por otra parte, también se probaron diferentes medios para el establecimiento de los explantes siendo mejor
el medio Woody Plant Medium (WPM) enriquecido con carbén activado (1 g/l) con un 64,52% de explantes
establecidos sin oxidacion y/o necrosis.

Los explantes establecidos fueron testados durante 30 dias en diferentes medios de cultivo con hormonas
para la fase de multiplicacion, obteniendo el mayor porcentaje de brotacién (75,6%), asi como, mayor
numero de segmentos nodales por explante (2,98) con el medio MS adicionado con 6-bencilaminopurina y
acido giberelico, ambos a una concentracion de 0,5 ppm.

Para la etapa de enraizamiento, se colocaron los explantes provenientes de la fase de multiplicacion en
diferentes medios enriquecidos con auxinas. A los 30 dias se observé el porcentaje de enraizamiento de cada
tratamiento, siendo mejor el medio WPM enriquecido con carbon activado (1 g/l) y acido indolacético (0,5
ppm), alcanzando un 58,93% de brotes enraizados.

Todos los explantes enraizados fueron aclimatados en macetas con sustrato y fibra de coco, alcanzando un
90% de plantas aclimatadas con éxito.

Estos resultados permiten asegurar la generaciéon de un protocolo de micropropagacion adecuado para la
multiplicacion clonal de espliego, lo que supone incrementar el conocimiento del cultivo de esta planta y la
posibilidad de obtener cultivos homogéneos y de calidad.

Este trabajo fue realizado con el apoyo del INIA (Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia

Agraria y Alimentaria) por el proyecto RTA2017-00031-C04-04, y el programa operativo regional FEDER
para Murcia 2014-2020 del proyecto FEDER 14-20-23.

REFERENCIA:

Lesage-Meessen, L.; Bou, M.; Sigoillot, J.C.; Faulds, C.B.; Lomascolo, A. Essential oils and distilled straws
of lavender and lavandin: A review of current use and potential application in white biotechnology. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 2015, 99, 3375-3385. [CrossRef] [PubMed]
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RECUPERACION DEL GERMOPLASMA DE UN EJEMPLAR
ADULTO DE QUERCUS ROBUR: ENRAIZAMIENTO
Y ACLIMATACION DEL “CARBALLO DAS MENTIRAS"

NIEVES VIDAL', PURIFICACION COVELO', JESUS MARIA VIELBA', JULIA SERRANO', ANXELA
ALDREY', CONCHI SANCHEZ'

' DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA VEGETAL, INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGROBIOLOGICAS
DE GALICIA, CSIC, AVDA DE VIGO S/N, 15705 SANTIAGO DE COMPOSTELA.

conchi@iiag.csic.es

El roble comn (Quercus robur L.) forma parte del paisaje y de la cultura de gran parte de la Peninsula
ibérica, aunque la superficie que ocupan sus bosques se encuentra en regresion en gran parte de su territorio.
Los programas de mejora genética tradicional para esta especie son todavia muy escasos, y su capacidad de
propagacion vegetativa convencional muy limitada, sobre todo segiin avanza la edad del arbol. En lo que
respecta a su propagacion in vitro, las etapas de establecimiento, enraizamiento y aclimatacion siguen siendo
un reto, especialmente cuando se trata de individuos de edad avanzada (Vieitez et al. 2012).

El objetivo de este trabajo ha sido la recuperacion del germoplasma de un ejemplar de roble de algo mas de
200 afios, situado en la localidad gallega de San Miguel de Sarandon, que se encuentra en un proceso de
declive irreversible debido al asfaltado del terreno donde se asienta. Su nombre, “Carballo das Mentiras”,
hace referencia a que tradicionalmente era el lugar de reuniéon dominical donde se compartian los chismes de
la localidad y aldeas circundantes (Neira 2019).

Para el establecimiento in vitro se utilizaron yemas recién brotadas, que se recogieron a principios de
primavera en la parte alta del tronco, entre la conjuncion de las ramas principales. Se establecieron 15 lineas,
que se propagaron por el sistema de yemas axilares durante aproximadamente un afio antes de comenzar los
experimentos de enraizamiento y aclimatacion. Para la induccion del enraizamiento se utilizaron brotes de
mas de 20 mm con apice en crecimiento activo procedentes de explantos cultivados en posicion vertical u
horizontal. Los brotes se trataron con acido indol-3-butirico (AIB) durante 24 horas, seguido por la
transferencia a medio sin auxina (Sanchez et al. 1996). La expresion del enraizamiento tuvo lugar en jarras
con medio semisdlido o en cubos de lana de roca impregnados en medio liquido y situados biorreactores con
ventilacion forzada.

Tras 6-8 semanas del tratamiento de AIB los brotes con raices y cuyo éapice habia reemprendido el
crecimiento se transfirieron a una mezcla de turba y perlita para su aclimatacion en un fitotron. Para evitar la
desecacion, se colocaron dentro de cajas de plastico cuyas tapas se fueron abriendo gradualmente durante 4-6
semanas. Las plantas supervivientes continuaron la aclimatacién en invernadero durante 4-6 meses
adicionales. Aproximadamente 60 plantas pasaron a maceta durante la primavera y se encuentran en proceso
de aclimatacion a condiciones de campo.

Neira (2019) No medio de San Miguel hai un carballo das mentiras. A ESTRADA Miscelanea historica e
cultural 22:137-145 ISSN 1139-921X.

Sanchez et al. (1996) Requirements for in vitro rooting of Quercus robur and Q. rubra shoots derived from
mature trees. Tree Physiol 16:673—-680.

Vieitez et al. (2012) Application of biotechnological tools to Quercus improvement. Eur J Forest Res
131:519-539.

Los autores agraceden a José Garcia su colaboracion en la recogida del material vegetal. Este trabajo ha sido

parcialmente financiado por la Xunta de Galicia mediante los proyectos IN607A y el Contrato Programa
2019-2020.
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MICROPROPAGACION DE UNA VARIEDAD DE ROSA CULTIVADA
ANTIGUA CON INTERES PARA LA INDUSTRIA DEL PERFUME

NIEVES VIDAL', MARfA-CARMEN MARTINEZ?2, JOSE-LUIS SANTIAGO?, SUSANA BOSO?, PILAR
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DE GALICIA, CSIC, AVDA DE VIGO S/N, 15705 SANTIAGO DE COMPOSTELA.

>GRUPO VIOR (VITICULTURA OLIVO Y ROSA), MISION BIOLOGICA DE GALICIA, CSIC, CARBALLEIRA
8, SALCEDO 36143 PONTEVEDRA.

conchi@iiag.csic.es

La variedad de rosa antigua denominada Rosa Narcea ha sido descrita recientemente a partir de plantas
descubiertas en un jardin privado de Asturias (Martinez et al. 2020). Por su pertenencia al grupo de “rosas
antiguas” y su perfil de compuestos volatiles y polifenoles puede ser de interés para la industria del perfume,
la cosmética e incluso la farmacologia o la alimentacion.

El objetivo de este trabajo ha sido establecer un protocolo de micropropagacion para la produccion a gran
escala de esta variedad. Durante las etapas de multiplicacion, enraizamiento y aclimatacion se compararon
diferentes métodos con el objetivo de combinar una elevada produccion con protocolos sencillos y versatiles
facilmente adaptables al sector industrial.

Se utilizaron estaquillas con yemas en crecimiento activo recogidas en primavera. Tras la esterilizacion
superficial con lejia comercial, las yemas se inocularon en medio MS con diferentes concentraciones de 6-
benciladenina (BA), segun protocolos descritos en Pati et al. (2010). En la fase de multiplicacion se
estudiaron parametros como el aporte de BA, el tipo de iluminacién, la duracion del subcultivo y el sistema
de cultivo (medio semisolido y liquido). Los brotes con aspecto saludable y de longitud superior a 20 mm se
destinaron a experimentos de enraizamiento inducido con 4cido indol-3-butirico (AIB). Durante este proceso
se tuvo en cuenta la concentracion de BA del medio de multiplicacion y se compararon distintos métodos de
induccion (concentracion de AIB, duracion de la exposicion a la auxina, fase de oscuridad) y de expresion
(in vitro en medio sin reguladores de crecimiento solidificado con agar o impregnado en sustratos inertes, ex
vitro en mezcla de turba:perlita). Las plantas se aclimataron en cajas de plastico en fitotron antes de pasar a
invernadero en macetas, a exterior en macetas y posteriormente a campo.

Los parametros estudiados durante la fase de proliferacion se evaluaron segun la capacidad de multiplicacion
y el tamafo de brotes y hojas, asi como del niimero de brotes validos para el enraizamiento. Durante el
enraizamiento y la aclimatacion se determiné el numero y longitud de las raices, la altura de los brotes y el
desarrollo de las hojas, asi como la supervivencia y el crecimiento de las plantas durante las etapas de
fitotron e invernadero. Los resultados indican que el cultivo in vifro es una herramienta Util para la
propagacion de Rosa Narcea. En este estudio se ha obtenido planta aclimatada, y el siguiente reto consiste en
afinar los procedimientos para que sean aplicables a nivel industrial y comprobar que una vez pasadas a
campo las plantas mantienen sus caracteristicas varietales y comienzan a producir rosas en corto periodo de
tiempo.

Martinez et al. (2020) Hortic. Res 7:44 doi:10.1038/s41438-020-0266-8
Pati et al. (2010). In Vitro Propagation of Rose. En: Protocols for In Vitro Propagation of Ornamental Plants,
Methods in Molecular Biology vol 589. doi 10.1007/978-1-60327-114-1_16

Este trabajo ha sido parcialmente financiado por la Xunta de Galicia (proyectos IN607A y Contrato

Programa 2019-2020) y se enmarca dentro de las actividades promovidas por la Plataforma Tematica
Interdisciplinar del CSIC, PTI-ALCINDER" .
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EFECTO DE LA ILUMINACION LED SOBRE LA MICROPROPAGACION
DE PORTAINJERTOS DE ESPECIES FRUTALES

ELENA GARCIA, JUAN ANTONIO MARIN, ARANCHA ARBELOA

POMOLOGIA, ESTACION EXPERIMENTAL DE AULA DEI, CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS, AVENIDA MONTANANA 1005, 50059 ZARAGOZA

Jjmarin@eead.csic.es

La iluminacion LED permite ahorrar costes y energia durante el cultivo in vitro, pero también ofrece la
oportunidad de estudiar la influencia de las caracteristicas espectrales de la luz en la micropropagacion de las
plantas.

Hasta ahora, la iluminacion con tubos fluorescentes “cool white” se ha considerado el estandar y, en nuestro
caso, los resultados han sido satisfactorios. Con el fin de obtener protocolos de propagacion masiva
eficientes y practicos para varios portainjertos de especies frutales, se estudi6 el efecto de diferentes tipos de
iluminacién LED. 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 pmol m-2 s-1. Como control se han

utilizado tubos fluorescentes “cool white” a la misma intensidad.

Se han utilizado brotes de portainjertos de diferentes géneros: los portainjertos de pistacho Pistacia atlantica
y UCBI (Pistacia atlantica x Pistacia integerrima); el patron de cerezo 'Masto de Montafiana' (Prunus
cerasus) y el patron de avellano 'Dundee' (Corylus colurna). Los brotes se cultivaron in vitro siguiendo
protocolos previamente establecidos en medios de cultivo solidificados con agar Difco-Bacto al 0,7% y
subcultivados cada 3 semanas bajo los cuatro tipos de iluminacion descritos anteriormente (tratamientos).
Los cultivos se iniciaron con veinte apices de brotes (5 apices/frasco y 4 frascos/tratamiento) y todos los
brotes obtenidos se mantuvieron en cada subcultivo, eliminando tinicamente los brotes con apices necroticos.
Al final del subcultivo 3 se registr6 el numero de brotes, el niimero de brotes con apices necroticos y el
numero de brotes > 25 mm (aptos para enraizamiento).

Resultados
UCBI: La luz blanca fria ha aumentado la tasa de multiplicaciéon y ha disminuido la necrosis apical,
proporcionando un mayor numero de brotes ttiles con un elevado porcentaje de enraizamiento.

P. atlantica: Aunque la tasa de multiplicacion no ha sido afectada por el tipo de iluminacion, la luz blanca
fria tuvo un efecto positivo en la longitud de los brotes con una baja necrosis apical, proporcionando mayor
numero de brotes utiles.

'Masto de Montafiana": El tipo de iluminacion solo tuvo un efecto significativo en la necrosis apical, siendo
el control con tubos fluorescentes "cool white" la iluminacion que mostré un efecto menor, por lo que
proporcioné un mayor niimero de brotes ttiles.

'Dundee': El tipo de iluminacion no tuvo efecto significativo ni en la multiplicacion, ni en el alargamiento de
los brotes, aunque la tasa de multiplicacion fue algo mayor en la luz blanca neutra. No presentd necrosis
apical en ningln tratamiento.

Los resultados mostraron que la temperatura de color de los distintos LED blancos influy6 en la tasa de
multiplicacion y en la calidad de los brotes y estos resultados dependieron del genotipo, variando entre las

diferentes especies.

Este trabajo ha sido financiado por el proyecto RTA - PID2019-103985RR-I00 y por el Grupo de
Investigacion de Referencia A12_17R del Gobierno de Aragon
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MICROPROPAGATION PROTOCOL
FOR ADULT MYRICA GALE

ANA COUSO VIANA', JUAN LUIS FERNANDEZ-LORENZO'

' DEPARTMENT OF CROP PRODUCTION AND ENGINEERING PROJECTS, HIGHER POLYTECHNIC
SCHOOL OF ENGINEERING OF LUGO, SANTIAGO DE COMPOSTELA UNIVERSITY, BENIGNO LEDO STR.,
27002 LUGO, SPAIN.

ana.couso.viana@usc.es

We have established an efficient protocol for the establishment, multiplication, rooting and acclimation of
adult Myrica gale using axillary shoots as explant source. Multiple factors were analysed regarding adult
Mpyrica gale micropropagation: media formulation (MS, WPM), 6-benzylaminopurine (BAP) concentration
(0, 0.44, 0.88, 2.22, 4.44 um01~L'1), medium pH (5.0, 5.3, 5.5, 5.8, 6.1) and light source (fluorescent light
6500 K, white LED 4000 K, white LED 5500 K).

The best results as regards multiplication rate and shoot length were obtained on WPM medium
supplemented with 0.88 pmol-L™' BAP, pH adjusted to 5-5.3, under white LED light 4000 K. Explants were
easily rooted in 1/3 Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 0.25 mg-L™" indole-3-butyric
acid (IBA). Rooted shoots were successfully acclimatized in peat: perlite (1:1) substrate, following a two-
step acclimatization.
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MICROPROPAGATION OF AXILLARY SHOOTS
OF ILEX X KOEHNEANA ‘CHESTNUT LEAF'

ANA COUSO VIANA', DAMIAN DASILVA MARTINEZ', JUAN LUIS FERNANDEZ-LORENZO'

' DEPARTMENT OF CROP PRODUCTION AND ENGINEERING PROJECTS, HIGHER
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UNIVERSITY, BENIGNO LEDO STR., 27002 LUGO, SPAIN.

ana.couso.viana@usc.es

This research develops an efficient protocol for the micropropagation of Ilex x koehneana ‘Chestnut Leaf™.
Different assays for in vitro establishment, multiplication, rooting and acclimatization have been performed.
The influence of several factors on multiplication parameters was tested: i) Concentration of 6-benzyl-
aminopurine (BAP), alone (0.0, 0.44, 2.22, 4.44, 8.88 umol-L™") or combined with indole-3-acetic acid (IAA)
(4.44 pmol-L'BA + 0.06, or 0.6 or 1.2 pmol-L™" IAA); ii) Light sources (white LED-strips -4000K; 5500K-,
red LED-strips, blue LED-strips, red/blue LED-strips, white fluorescent light -4000 K and 6500 K- and
white fluorescent-LED light -6500 k-; iii) length of subculture interval (35 d, 45 d). Rooting assays were
performed by dipping (1 or 2 min) nodal or apical explants in an indole-3-butyric acid (IBA) solution (5
mM), followed by culture in expression-medium (*2MS or /2 WPM).

The best results for multiplication were obtained on WPM medium supplemented with 4.44pmol-L" BA,
placing the cultures under 6500 K white fluorescent-LED light. The 45-day interval was the most cost-
efficient subculture interval. Regarding rooting, a two-minute dipping of apical explants followed by culture
on %2 MS was the best treatment. Rooted microshoots were established in a peat:perlite (1:1) substrate, with a
survival percentage of 100% after 4 months.

SEGIVIY

2021 A XIV REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE CULTIVO /N VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

150



SEGIVIY

2021 A XIV REUNION DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE CULTIVO /N VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

151



OPTIMIZACION DE LA FASE DE ENRAIZAMIENTO DE UN CLON DE
“GARNEM" (PRUNUS AMYGDALUS x PRUNUS PERSICA) PARA LA
OBTENCION DE PLANTAS ACLIMATADAS DE MAYOR CALIDAD

MARIA TERESA ALVAREZ MARIN V, ANA BELEN SABATER-JARA - JOSEFA FERNANDEZ
FERNANDEZ @

' DPTO BIOLOGIA VEGETAL, FACULTAD DE BIOLOGIA, UNIVERSIDAD DE MURCIA
2 INVISA BIOTECNOLOGIA VEGETAL SL, CARAVACA DE LA CRUZ, MURCIA, SPAIN

invisa-bio@gmail.com

La formacion de raices adventicias en el periodo inductivo junto con la aclimatacion de las plantulas in vitro
constituye un paso critico en la micropropagacion comercial de especies de Prunus. Este proyecto esta
basado en la mejora de la capacidad de enraizamiento de 'Garnem', un hibrido clonal (Prunus
amygdalusxPrunus persica) resistente a nematodos. Para ello se utilizaron explantos individualizados del
clon “Garnem” que fueron testados previamente por hibridacion molecular en Invisa Biotecnologia Vegetal
S.L. para confirmar que el material estaba libre de virus.

Estos explantos elongados en una fase previa, se cultivaron durante 7 dias en medio 2 MS con diferentes
concentraciones de auxinas naturales y sintéticas: ANA (0.1, 0.5 mg / L), AIA (1.0, 2.0 mg / L), IBA (1.0,
2.0 mg / L) ademas del tratamiento control, suplementado con 20 g/L de sacarosa y 20 g/L de floroglucinol.
Los vastagos de cada tratamiento hormonal se incubaron en una camara de cultivo a 25 + 2 ° C con dos tipos
de luz: luz blanca (PAR 79 pmol m™s ') y una combinacién de luz roja y azul (PAR 98 pmol m™s )
durante diferentes tiempos de exposicion: 7 dias de luz, 2 dias de oscuridad/5 dias de luz y 4 dias de
oscuridad/3 dias de luz. Asi, tras el periodo inductivo, los resultados mds significativos, en cuanto al n2 de
botones radiculares, se alcanzaron en presencia de ANA 0.5 mg/L y una exposicion de 4 dias oscuridad /3
dias luz obteniendo 4.29 y 5.16 botones radiculares por planta en presencia luz roja-azul y luz blanca,
respectivamente. Asimismo, respecto al n° de raices funcionales tras 21 dias de aclimatacion, los resultados
mostraron que el tratamiento con ANA 0.5 mg/L tras 2 dias oscuridad /5 dias luz roja-azul permitio
desarrollar el mayor n°® de raices, hasta 2.33 raices por planta. Respecto a la viabilidad de las plantulas se
evaluo el porcentaje de supervivencia a los 21 dias de aclimatacion, obteniendo el 90% de plantulas en los
tratamientos con ANA (0.1mg/L), AIA (1mg/l) e IBA (1mg/L) ; en 2 dias oscuridad / 5 dias luz blanca , en 7
dias luz blanca y 2 dias oscuridad / 5 dias luz roja-azul, respectivamente.
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INFLUENCE OF LIGHT SOURCE AND PGRS ON THE
MICROPROPAGATION OF THE ENDANGERED SPECIES
CENTAUREA ULTREIAE SILVA-PANDO

ANA COUSO VIANA', JUAN LUIS FERNANDEZ-LORENZO', FRANCISCO JAVIER SILVA-
PANDO?, ANTONIO RIGUEIRO-RODRIGUEZ'
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Centaurea ultreiae is an endangered and endemic plant occupying a small area in NW Galicia (Spain).
Leaves of mature plants or seeds were used as explant source for in vitro establishment. Five mature clones
(MC) from different sub-populations were successfully established by adventitious shoot formation on leaves
in Murashige and Skoog medium (MS) + 0.2 mg-L" 6-Benzylaminopurine (BAP). Two other clones were
established from seeds germinated in vitro (SC). After several rounds of axillary-shoot multiplication on the
same medium, leaves from the in vitro cultures were used for a second set of assays. BAP (0.1, 0.2, 0.5, 1, 2
and 4 mg-L"); and Thidiazuron (TDZ) (0.1, 0.3, 0.6 and 1.2 mg-L") were tested for induction of
adventitious shoots.

In BAP treatments, SC revealed more reactive to induction than MC, showing adventitious shoot formation
in all concentrations tested, with the highest induction rates in medium with 2 mg-L™' BAP. In contrast,
leaves from adult material (MC) produced more shoots on medium with 0.2 mg-L" BAP. TDZ treatments
were only performed on leaves from SC, and the highest rate of adventitious-shoot production was on media
with 0.3 and 0.6 mg-L™" TDZ. In a subsequent experiment, cultures were grown under different light sources
-Cold white (6500 K) fluorescent light; white LED 4000 K, 5500 K or 6500 K, blue LED, red LED and blue
+ red LED-, to test their influence on multiplication rate, with no apparent significant differences after the
first results. As regards to rooting, the best results are obtained by dipping in indol-butyric acid 2 mg-L™" for
45 s, resulting in 70% rooting rate overall.
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Rising demand for legal cannabis products is expected to push the global cannabis market up to $41 billion
by 2025, growing at 26% CAGR. This expanding global market favored by the legalization of medical and
recreational uses in many countries, involves the necessity of cannabis cultivators to look for
more advanced grow methods with the ability to produce high volumes of clones while maintaining genetic
continuity and preventing against disease.

The important secondary metabolites that give value to this species (mainly cannabinoids and terpenes) are
highly produced on the trichomes of the female flowers. This is the main reason why commercial cultivation
of Cannabis is dependent on vegetative propagation, generally from mother plants that require considerable
production space and do not avoid the risk of infection of these mother plants as well as their subsequent
propagules by pests, disease, and viruses. Moreover, there is a limited number of pesticides registered in the
Cannabis industry, furthermore clean starting material is vital for commercial production. To avoid many of
these risks, micropropagation is suggested as an alternative for vegetative propagation. With an effective in
vitro protocol, many genotypes can be maintained with little risk of pest or disease using significantly less
space while providing a consistent supply of clean plants. However, there are not many studies about this
technique in the literature mainly for two reasons: no previous legalizations and restrictive laws to use this
species and the secrecy of the companies of the sector in order not to reveal their know how.

An efficient micropropagation method must be developed to scale up the production and to be an important
supply chain component essential for the success and future growth of cannabis industry. De novo
introduction of a new species on in vitro culture is always complicated, moreover the lack of information and
the recalcitrancy of Cannabis make difficult the development of this technique. The formulation of new
growing media, new rooting and hardening systems, as well as the scale up of these techniques are
completely mandatory. Moreover, the study of the light supplementation: quantity and quality of this light
(eg. different spectrum) during the different tissue culture steps could greatly improve the success of the
technique.

In addition, biotechnological tools as in vitro techniques, are the fastest way to introduce new cultivars, to
promote the conservation of germplasm in safe conditions and to provide greater facilities for the
international exchange of plant material.

As conclusion, to supply cannabis (medical and recreational) to global consumers, a stable supply chain of
quality production and value-added product development still needs to be established.
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Los sistemas basados en tubos fluorescentes de tipo Grolux tienen una capacidad de configuracion muy
escasa aparte de la mera seleccion del nimero de lamparas, su potencia eléctrica y la distancia de separacion
con las plantas para conseguir los niveles de radiacion que se desean obtener. Contrariamente, las lamparas y
luminarias LEDs, ofrecen un amplio abanico de parametros que deben ser caracterizados para poder
homogeneizar, estandarizar y contextualizar adecuadamente los experimentos y procesos desarrollados en
estas instalaciones.

En este trabajo se describen y analizan los parametros de diseflo mas relevantes a tener en cuenta en
instalaciones de iluminacion artificial LED para su uso en cultivo in vitro de plantas:

¢ Cantidad de energia radiada incidente en las plantas.

¢ Caracterizacion del espectro de emision generado.

¢ Identificacion de emision luminica de flujo constante o pulsante.

¢ Uniformidad de las condiciones de radiacion en las superficies de trabajo.
¢ Calor generado por el equipo de iluminacion, en el ambiente de cultivo.
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EL SALTO DE LA ILUMINACION FLUORESCENTE
A LA FLEXIBILIDAD DE LATECNOLOGIA LED
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Laluztanto en cantidad como en calidad esta involucrada en miltiples procesos de las plantas como
la fotosintesis, la fotomorfogénesis o el fototropismo. Por este motivo, las [amparas fluorescentes
han sido una herramienta fundamental en las diversas ramas del cultivo de plantas en general y, en
particular, en el cultivo in vitro. En la actualidad estas fuentes de luz estan siendo sustituidas por
otras basadas en tecnologia LED.

Los motivos de esta transicion tecnoldgica son multiples. Los que mas se mencionan tanto por
la literatura cientifica como por la documentacion técnica de fabricantes de equipos para esta
aplicacion son, recurrentemente, su elevada durabilidad, una mayor eficiencia energética que el
resto de tecnologias y una baja generacion térmica. Pero junto a éstas, otro aspecto diferencial
fundamental es que, frente a la rigidez de los sistemas que se pueden montar con lamparas
fluorescentes, donde escasamente se pueden establecer la distancia de los tubos con las lamparas
y escoger entre unas pocas configuraciones de emision (siendo la mas extendida la patentada Gro-
lux), las ldmparas LED permiten una flexibilidad enorme de configuracién en muchos parametros
luminotécnicos, ofreciendo ventajas muy significativas de cara a la optimizacion para cada proceso.

Con la tecnologia LED, se tiene la capacidad de seleccionar, con una precision muy elevada,
frecuencias de emision monocromaticas, combinaciones de estds o emisiones de espectro
continuo para optimizar los procesos fotobioldgicos de cada especie concreta de planta. Ademas,
las emisiones se pueden reconducir espacialmente con lentes sencillas para concentrarlas en
las superficies de trabajo minimizando pérdidas energéticas, maximizando la uniformidad de la
llegada de fotones a toda la superficie de trabajo o incluso eliminando la contaminacidn luminica
entre diferentes puestos de cultivo; aqui el comportamiento de los LEDs estd en el extremo
opuesto al de las emisiones omnidireccionales de los tubos fluorescentes. Igualmente, frente a las
fluctuaciones existentes de los fluorescentes generadas por la alternancia de la electricidad de la
red, la naturaleza electrénica de estos nuevos emisores facilita la capacidad de configurar diferentes
niveles de densidad de flujo de fotones fotosintéticos (PPFD) tanto continuos y constantes, como
pulsantes con frecuencia e intensidad variables, con mucha precisién y de manera sencilla.

De este modo, se detallara en profundidad cada uno de estos aspectos significativos de disefio
para una instalacién que integré luminarias LED, desde las mas generales y comunes para todos
los casos hasta las mas especificas con las que se trabaja en la actualidad, y se analizard como
distintos fabricantes de estos equipos presentan, dentro de este amplio rango de posibilidades,
las especificaciones concretas de sus productos y como podemos comparar entre ellos para
seleccionar el equipo mas adecuada para cada propdsito o instalacion particular.
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