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Cultivo de anteras y microsporas aisladas con extractos
purificados de endospermo liquido de Cocos nucifera.

RESUMEN

La embriogénesis de microsporas consiste en desviar in vitro la ruta normal de desarrollo
gametofitico de las microsporas para formar un embrién a partir del cual se obtendran plantas
haploides o dobles haploides tras la duplicacién de su genoma. Existen dos técnicas de cultivo
in vitro para la induccidn de la embriogénesis de microsporas: el cultivo de anteras y el cultivo
de microsporas aisladas. Este proceso tiene un gran interés practico, pues es una forma rdpida
y barata de obtener lineas puras homocigotas, esenciales para la produccidon de semilla
hibrida. Por ello, se pretende estudiar este fendmeno en berenjena y pimiento, especies de
gran interés agrondmico. En el cultivo de anteras, tanto de pimiento como de berenjena, es
comun que los embriones derivados de microsporas tengan un desarrollo anédmalo, lo cual
reduce el rendimiento en la obtencion de dobles haploides por esta via. Por otro lado, en el
cultivo de microsporas de berenjena, se pueden conseguir dobles haploides, pero Unicamente
es posible mediante organogénesis. Conforme avanza el desarrollo de los embriones
inicialmente derivados de las microsporas, estos se transforman en embriones deformes vy
finalmente en callos. Este proceso no es tan eficiente como el derivado de la ruta
embriogénica, por lo que resultaria muy interesante descubrir en qué condiciones seria posible
inducir la embriogénesis de microsporas en berenjena. En este sentido, diversos estudios en
otras especies y tipos celulares han demostrado que la adicidon de un extracto purificado de
endospermo liquido de coco (Cocos nucifera) puede aportar, debido a su compleja mezcla de
sustancias, incluyendo reguladores del crecimiento, el entorno quimico necesario para que los
embriones se desarrollen con normalidad. Planteamos un trabajo en el que se evalue el efecto
de la adicidn de cantidades controladas de dichos extractos al cultivo de anteras y microsporas
aisladas de berenjena y al cultivo de anteras de pimiento en términos de numero de
embriones obtenidos y la calidad de estos.
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SUMMARY

Microspore embryogenesis consists of in vitro changing the normal pathway of gametophytic
development of pollen to form an embryo from which haploid or doubled haploid plants will
be obtained after duplication of their genome. There are two in vitro culture techniques for
inducing microspore embryogenesis: anther culture and isolated microspore culture. This
process has practical interest: it is a fast and cheap way to obtain homozygous pure lines,
essential for the production of hybrid seed. Therefore, our goal is to study this phenomenon in
eggplant and pepper, species of agronomic interest. On the one hand, in anther culture it is
common to observe that microspore-derived embryos have abnormal development, which
reduces the final yield of this technique. On the other hand, in eggplant isolated microspore
culture, doubled haploids can be obtained, but it is only possible by organogenesis. The
embryos initially derived from the microspores are abnormal and finally transform into calli,
from which doubled haploid plants can be obtained through organogenesis. This process is not
as efficient as direct embryogenesis, so it would be very interesting to discover under what
conditions it would be possible to promote the entire embryogenic development in eggplant.
In this sense, various studies in other species and cell types have shown that the addition of a
purified extract of liquid coconut (Cocos nucifera) endosperm can provide, due to its complex
mixture of substances, including growth regulators, the necessary chemical environment to
allow for normal embryo development. We propose a study to evaluate the effect, in terms of
the number of embryos obtained and its quality, of adding controlled amounts of these
extracts to the anther culture and isolated microspore culture media.
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1. INTRODUCCION

1.1. MEJORA GENETICA VEGETAL

La agricultura tiene sus inicios en el Neolitico, cuando los seres humanos optaron por el
sedentarismo como estilo de vida. Con ello, surgié la necesidad de explotar los recursos
locales, empezando asi la domesticacion de las especies silvestres. En esta etapa primitiva de
la agricultura se empezd a hacer selecciéon de forma inconsciente, lo cual dio lugar a las
primeras variedades con reproduccion controlada por el humano, pero todavia préximas a las
especies silvestres.

En el periodo greco-romano de la Edad Antigua hay evidencias de una seleccidn intuitiva
basada en aspectos como el cuajado del fruto y la arquitectura de la planta, entre otros. Esta
selecciéon tuvo lugar en civilizaciones con ambientes diferentes y se originaron las variedades
locales adaptadas a estos entornos, las cuales actualmente se usan como fuente de
variabilidad genética.

Debido al descubrimiento de la reproduccidn sexual en plantas a finales del siglo XVII, surgid la
denominada agricultura cientifica impulsada por la necesidad de aumentar la produccién para
poder abastecer a ciudades industriales crecientes. Este tipo de mejora esta limitado a realizar
cruces entre especies sexualmente compatibles. En este contexto, empezaron a originarse las
primeras casas comerciales de semillas, lo que implica una divergencia definitiva de las
funciones del agricultor, quedando desvinculada la funcién de mejorador.

En el siglo XX, el redescubrimiento de las leyes de la herencia de Mendel, junto con el avance
del conocimiento en distintas ramas cientificas, impulsa el desarrollo de una mejora genética
mas eficaz. Aparecen técnicas como la manipulacidn cromosémica y la mutagénesis.

Las técnicas anteriormente descritas engloban lo que se conoce como mejora tradicional.
Dicha mejora requiere de varias generaciones para conseguir la transferencia de una
determinada caracteristica desde el parental donante a la variedad receptora y esta limitada
por la compatibilidad sexual entre parentales, excepto la mutagénesis, pues constituye una
fuente de nuevos genes, aunque de forma empirica y aleatoria. Es a mitad del siglo XX cuando
se desarrollaron técnicas basadas en ingenieria genética que permiten superar la barrera de
incompatibilidad sexual entre especies, e incluso entre reinos.

El término biotecnologia hace referencia a toda aplicacidon tecnoldgica que utilice sistemas
bioldgicos y organismos vivos o sus derivados para la creacién o modificacion de productos o
procesos para usos especificos. En los ultimos tiempos, este término se tiende a asociar a la
tecnologia que hace uso del ADN recombinante, es decir, se emplea como sindnimo de
ingenieria genética. Sin embargo, entendiendo la biotecnologia en su sentido mas amplio,
muchas de las técnicas y procesos empleados por la llamada mejora genética tradicional son
biotecnolégicos y, de igual forma, la tecnologia de los dobles haploides, empleada en el
presente trabajo para la obtencién de lineas puras, explota el sentido mas amplio del término.



1.2. IMPORTANCIA Y OBTENCION DE LINEAS PURAS

El desarrollo de hibridos es comun en muchos tipos de cultivo en todo el mundo y tiene gran
relevancia en la mejora genética vegetal. Para producir semillas hibridas, se cruzan dos lineas
parentales homocigoéticas lo mas diferentes genéticamente posible entre si. Los parentales son
elegidos con el objetivo de que garanticen la maxima producciéon y homogeneidad fenotipica
(Cubero, 2013).

La semilla hibrida tiene un elevado valor comercial, ya que los hibridos ofrecen muchos
beneficios al agricultor. Entre estos cabe destacar la homogeneidad en todas las fases del
cultivo, ya que los hibridos resultantes del cruce de lineas puras son idénticos entre si y se
comportan de igual modo. Ademads, debido al efecto de la heterosis, los descendientes
heterocigéticos resultantes son mucho mas productivos que ambos progenitores, por lo que
producen rendimientos mas elevados. La heterosis es el aumento en la expresién de ciertos
caracteres que surge tras el cruzamiento entre especies, variedades o lineas puras y que
ocurre como resultado de la heterocigosis (Cubero, 2013).

Tras mencionar las principales ventajas que supone la compra de semilla hibrida para el
agricultor, es importante explicar dénde radica el negocio para el productor de semilla hibrida.
El agricultor no dispone de los medios necesarios para mantener las caracteristicas del hibrido
a lo largo de las generaciones. Siempre podra guardar semilla de una cosecha para sembrar la
siguiente, pero al ser hibrida la primera generacion (F1), su descendencia (segunda generacion
o F,) segrega y resulta en una poblacién altamente heterogénea, lo cual no es deseable para el
agricultor. Esta capacidad de reproducir la semilla hibrida la tiene la casa comercial, pues
dispone de los parentales cuyo cruce da lugar a la misma poblacion de hibridos F;. Es por ello
por lo que el agricultor suele optar por comprar dicha semilla cada afio, pues le asegura una
homogeneidad en todos los caracteres para él interesantes, que redunda en un incremento en
produccidn y beneficios que compensan el gasto anual en semilla (Cubero, 2013).

1.2.1. METODO CONVENCIONAL

Los hibridos se obtienen mediante el cruce de lineas puras, seleccionadas con el propdsito de
gue garanticen la maxima produccién y homogeneidad fenotipica. Las lineas puras son una
poblacién de individuos genéticamente idénticos y homocigotos para todos los caracteres. El
método convencional de obtencidn de estas lineas puras consiste en varias generaciones de
autofecundacién y seleccion de aquellos individuos con caracteristicas deseables. Para
conseguir un nivel de homocigosis suficiente en las plantas parentales se requieren de 7-9
ciclos, lo cual supone un esfuerzo técnico y econdmico importante. Una vez se han
desarrollado las lineas puras, es importante identificar aquellos parentales cuyo cruce dé lugar
a los mejores hibridos en términos de rendimiento y explotacién de la heterosis. Para ello, se
testa la capacidad que tienen los distintos genotipos para combinarse entre si y con otros
genotipos mediante las conocidas pruebas de aptitud combinatoria. Hay dos tipos de aptitud a
evaluar: aptitud combinatoria general y aptitud combinatoria especifica. La aptitud
combinatoria general es el comportamiento promedio de una linea en sus combinaciones
hibridas, mientras que la aptitud combinatoria especifica mide la expresion favorable o no de
ciertas combinaciones hibridas especificas con respecto al comportamiento promedio de sus
progenitores. Evaluadas de esta forma, se seleccionan las lineas puras progenitoras y se
obtendra la semilla hibrida para ser comercializada (Cubero, 2013).



1.2.2. OBTENCION DE HAPLOIDES Y DOBLES HAPLOIDES

Las plantas haploides son aquellas que tienen la mitad de la dotacidn genética de la especie en
concreto. Aunque en plantas cultivadas hay muchas excepciones, la mayoria de las especies
son diploides, tienen dos cromosomas homodlogos. En este caso, los individuos haploides
derivados de estas presentan una sola copia de cada una de las parejas de cromosomas
homdélogos o, lo que es lo mismo, presentan una dotacién gamética, pues en la meiosis,
durante la formacién de los gametos, se produce la recombinacién entre los cromosomas
homdlogos y la reduccion de la dotacidon cromosdémica a la mitad. Por lo tanto, los individuos
haploides tienen un origen gametofitico. En lugar de producirse la fusidn de los gametos para
dar lugar a un cigoto diploide, se desarrolla un individuo haploide a partir del gametofito
femenino a través de un proceso denominado ginogénesis o a partir del gametofito masculino
mediante un proceso denominado androgénesis.

Los individuos haploides son interesantes, por ejemplo, para el estudio de mutaciones
recesivas que quedan enmascaradas en heterocigosis (Szarejko y Forster, 2007). Sin embargo,
estos individuos presentan desventajas con respecto a los individuos diploides, son mas
susceptibles al ambiente y a ataques de patdgenos (tienen menor capacidad de adaptacién por
solo disponer de una copia de cada gen), presentan un tamafio vegetativo menor y son
estériles (Segui-Simarro, 2010). Por esta razdn, para su uso en la obtencién de hibridos es
necesario obtener individuos diploides estables genéticamente. Estos individuos diploides que
derivan de la duplicacion cromosdmica de plantas haploides se denominan dobles haploides.
Ademas de la obtencién de lineas puras para la produccién de hibridos, los dobles haploides
tienen otras utilidades. Entre ellas, la deteccién de marcadores ligados a un determinado
cardcter a partir de poblaciones segregantes derivadas de hibridos. Estos marcadores seran
posteriormente Utiles en seleccion asistida por marcadores. Los dobles haploides presentan la
ventaja de poder ser replicados y testados en distintos ambientes, lo cual es interesante en
ensayos cuya precision depende de un fenotipado robusto. Otra de las aplicaciones es la
transformacidon a nivel de microspora y la posterior regeneracién de dobles haploides
transgénicos homocigotos para el transgén (revisado en Forster et al., 2007).

La duplicacién cromosdmica mencionada se puede producir de forma espontdnea por las
condiciones estresantes que supone el cultivo in vitro, que implican una tasa de divisidn
mayor, y por la tendencia a la estabilidad génica que tienen las células haploides. Por otro
lado, hay otras alternativas para aumentar el rendimiento en la obtencion de dobles haploides
cuando esta duplicacién cromosdmica espontanea es poco frecuente: el tratamiento con
agentes antimitéticos como puede ser la colchicina. Esta puede actuar bloqueando la mitosis
durante el ensamblaje del huso mitético en la anafase o durante la citocinesis impidiendo la
formacidn del fragmoplasto, lo cual produce defectos en la formacién de la pared y promueve
la fusidn nuclear (revisado en Segui-Simarro y Nuez, 2008a).

1.3. ANDROGENESIS

La androgénesis consiste en un conjunto de vias que dan lugar a un individuo haploide el cual
contiene la informacién genética del parental masculino. Las 3 vias androgénicas que se
conocen son: la inactivacion del genoma femenino en un cigoto unicelular (ruta 1), la
embriogénesis de microsporas (ruta 2) y la callogénesis derivada de meiocitos (ruta 3), como
podemos observar en la figura 1.
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Figura 1. Rutas androgénicas. Ruta 0: Desarrollo gametofitico normal del polen. Ruta 1: Fecundacién
de la célula huevo y posterior inactivacidon del genoma haploide femenino. Ruta 2: Desvio de la ruta
0 hacia la embriogénesis o callogénesis a partir de microsporas y posterior organogénesis. Ruta 3:
Reprogramacion de la microsporogénesis/microgametogénesis hacia la formacion de callos
derivados de meiocitos y posterior organogénesis. Imagen de Segui-Simarro, 2010.

La ruta 1 de inactivacion del genoma femenino tras la fecundacion se ha descrito en muy pocas
especies, entre las cuales destaca el maiz, y la frecuencia con la que ocurre en la naturaleza es
muy baja. Es por esto por lo que no se ha estudiado mas sobre este mecanismo androgénico
natural para su utilizacion como herramienta para la obtencién de haploides y dobles
haploides (Segui- Simarro, 2010).

En cuanto a la ruta 3, consiste en inducir la proliferacién de los meiocitos bajo determinadas
condiciones in vitro para dar lugar a un callo antes de convertirse en tétradas de microsporas.
Se pueden obtener dos productos mediante esta via androgénica: si todas las células del callo
provienen de la misma célula meidtica haploide, por organogénesis o embriogénesis se
obtienen plantas haploides y dobles haploides, pero si se produce la fusiéon de dos células
meidticas que han sufrido procesos de recombinacién distintos se generan individuos diploides
no deseables. Esta via alternativa se ha estudiado sobretodo en tomate, ya que es una especie
extremadamente recalcitrante a la embriogénesis derivada de microsporas. Debido a la baja
frecuencia de obtencion de dobles haploides, ademas del inconveniente anteriormente
mencionado, se han centrado los esfuerzos en el estudio de la ruta 2, la mas cominmente
empleada para la obtencidn de lineas puras (Segui-Simarro, 2010).



1.3.1. EMBRIOGENESIS DE MICROSPORAS

La embriogénesis de microsporas consiste en desviar in vitro la ruta normal de desarrollo
gametofitico del polen para formar un embridon a partir del cual se obtendran plantas
haploides o dobles haploides. Esta ruta experimental fue descubierta en 1964 por Guha y
Maheshwari, cuando demostraron que se podian regenerar plantas haploides mediante el
cultivo de anteras de Datura innoxia.

En la ruta gametofitica, la primera division mitdtica es asimétrica y resulta en la formacién de
una célula generativa metabdlicamente inactiva que se encuentra en el citoplasma de una
célula vegetativa metabdlicamente activa durante la etapa temprana de la maduracién del
polen, la cual exhibe caracteristicas de célula diferenciada. Ambos nucleos se encuentran en
un estado no replicativo, la célula vegetativa se sale del ciclo celular (fase GO) y la célula
generativa se encuentra bloqueada en fase G2 con la cromatina condensada tras la replicacion.
El nucleo generativo se divide para producir las espermatidas, mientras que la célula
vegetativa acumula productos de reserva como almidon.

Teniendo en cuenta la clasificaciéon descrita por Sunderland y Evans (1980) y la posterior
agrupacion definida por Raghavan (1997), hay 4 tipos de rutas principales de reprogramacion
gametofitica (revisado en Aionesei et al., 2005):

- Laruta A se caracteriza por la induccién tras la primera divisiéon asimétrica del nucleo
de la microspora, a nivel de polen bicelular joven. Las estructuras multicelulares por
proliferacidn se forman a partir de la célula vegetativa y la célula generativa degenera.
Esta via de reprogramacion fue primero descrita en cultivo de anteras de Nicotiana
tabacum (tabaco), pero también se ha observado en especies como Brassica napus
(colza), Triticum aestivum (trigo), Datura inoxia, entre otras.

- La ruta B consiste en la induccién a nivel de microspora unicelular vacuolada. Se
produce una divisidon simétrica del nucleo de la microspora que da lugar a la estructura
multicelular. Se ha descrito en colza y tabaco.

- La ruta C hace referencia a la fusién nuclear entre dos células derivadas de la célula
vegetativa o entre el nlcleo de la célula vegetativa y generativa, lo cual implica
duplicacién cromosdémica espontdnea. La fusién nuclear ocurre cuando en la primera
division mitdtica no se produce la citoquinesis y los dos nlcleos entran
sincrénicamente en division formando una placa metafasica y huso mitdtico comun.
Este evento se ha descrito en cultivo de anteras de Datura innoxia.

- La ruta E fue descrita en el cultivo de anteras de Hyoscyamus niger e implica la
formacidon del embrion a partir de la célula generativa, mientras que la célula
vegetativa no se divide o sufre unas pocas rondas de division. En Hordeum vulgare
(cebada) se ha demostrado que tanto divisiones simétricas como asimétricas dan lugar
a estructuras multicelulares. Sin embargo, solo aquellas estructuras multicelulares
heterogéneas generadas a partir de divisiones asimétricas resultan en la formacién de
estructuras de tipo embridn (Maraschin et al., 2005).

Estas rutas varian en funcién de la especie, el estadio de desarrollo del polen en el que se
produce la induccién y también esta influenciado por el tratamiento inductivo empleado.

Tras la induccidn androgénica a nivel de microspora vacuolada - caracterizada por la presencia
de una gran vacuola que desplaza el nucleo - o polen bicelular joven, las microsporas tienen
distintos destinos (revisado en Segui-Simarro y Nuez, 2008b). Muchas microsporas mueren



directamente tras el tratamiento estresante inductivo, mientras que otras adoptan estructuras
tipo polen antes de morir (Figura 2, ruta “Muerte”). Algunas microsporas responden al
tratamiento y se desvian de la ruta gametofitica. Estas microsporas pueden desencadenar la
formacion de callos multicelulares haploides (Figura 2, ruta “Callogénesis”), a partir de los
cuales se obtienen haploides o dobles haploides por organogénesis, o estructuras tipo embrién
directamente por embriogénesis (Figura 2, ruta “Embriogénesis de microsporas”). Estas
microsporas inducidas aparecen incrementadas en tamafio con el nucleo en una posicidn
central. Ademas, se produce un reordenamiento de los filamentos de actina y microtubulos, lo
cual conlleva una divisidon simétrica del nucleo y, en estadios tempranos tras la induccién, los
nucleos presentan caracteristicas de células no diferenciadas (Testillano et al., 2000).

Embriogénesis
de microsporas

Figura 2. Embriogénesis de microsporas por reprogramacion del desarrollo gametofitico a nivel de
microspora vacuolada o polen bicelular joven hacia la androgénesis. La ruta
“Microsporogénesis/Microgametogénesis” se corresponde con el desarrollo normal del polen. Tras
la induccidn, el nicleo adopta una posicidn central, se produce fragmentacién vacuolary el plano de
divisién es simétrico (lineas discontinuas a nivel de microspora embriogénica). En la ruta
“Embriogénesis de microsporas” se forma una microspora embriogénica multicelular, la cual seguira
las etapas del desarrollo embrionario hasta dar lugar a una planta haploide o doble haploide. Una
ruta alternativa a la embriogénesis de microsporas es la “Callogénesis” en la cual se forman callos a
partir de la microspora y por organogénesis se obtiene una planta haploide o doble haploide. Puede
que la induccidn en algunas microsporas no sea eficaz dando lugar a estructuras tipo polen o que se
produzca la muerte de estas reflejado en la ruta “Muerte”. Imagen de Segui-Simarro, 2010.

Existen dos técnicas de cultivo in vitro para la induccién de la embriogénesis de microsporas: el
cultivo de anteras y el cultivo de microsporas aisladas.

1.3.1.1. CULTIVO DE ANTERAS

El cultivo de anteras es técnicamente mas sencillo que el cultivo de microsporas aisladas. Este
consiste en obtener las yemas florales que contengan las microsporas en el estadio adecuado
para la induccidn, extraer de estas las anteras y cultivarlas en el medio de induccién junto con
las condiciones especificas para cada especie. A medida que los tejidos de la antera empiezan
a degenerar y necrosarse, se produce la induccion de las microsporas que empiezan a
proliferar hasta emerger en forma de embriones.



Entre las ventajas de esta metodologia cabe destacar el efecto protector ejercido por parte de
la antera en las primeras fases, que ayuda a mantener la viabilidad de las microsporas y a la
proliferacidn de estas. Sin embargo, esta técnica presenta importantes limitaciones como es la
posible regeneracién de plantas a partir del tejido de la antera, lo cual da lugar a individuos
con la misma constitucidon génica diploide del parental del que proceden. Esto hace que sea
necesario analizar si las plantas regeneradas 2n son dobles haploides. Para ello, se necesita
disponer de un conjunto de marcadores moleculares repartidos a lo largo del genoma de la
variedad, de forma que la homocigosis para cada uno de estos marcadores es un indicador de
gue no se trata de un regenerante somatico del tejido de la antera, sino de dobles haploides
gue han sufrido duplicacién espontanea del genoma. Otra desventaja es el tiempo que tardan
en difundir los componentes del medio a través del tejido de la antera hasta llegar al saco
polinico y tener efecto sobre las microsporas. Ademas, la eficiencia de esta técnica en algunas
especies es muy baja, obteniéndose unos pocos embriones por cada antera que ha respondido
a las condiciones de induccién (Segui-Simarro, 2010).

1.3.1.2. CULTIVO DE MICROSPORAS AISLADAS

Debido a la baja eficiencia que ofrece la técnica basada en el cultivo de anteras y otras
limitaciones anteriormente explicadas, surge el cultivo de microsporas aisladas. Este abordaje
es metodoldgicamente mds tedioso, pero no presenta el principal inconveniente que supone la
regeneracion de plantas a partir del tejido de la antera. Ademas, las microsporas estan
directamente expuestas a los componentes del medio de cultivo, los cuales no han de difundir
pasivamente a través de la antera hasta el saco polinico. Por lo tanto, el efecto de los
componentes del medio de cultivo serd mas rapido y el acceso a los nutrientes por parte de las
microsporas no se vera limitado. En el apartado anterior se planteaba el papel protector de la
antera como una ventaja del cultivo de anteras, pero la presencia del tapetum puede influir de
forma negativa sobre el control de las condiciones de cultivo (Segui-Simarro, 2010).

El hecho de que sea un protocolo mas exigente técnicamente hace que la aplicacién de
protocolos basados en el cultivo de anteras sea predominante en la mayoria de las especies, a
pesar de que la eficiencia en nimero de embriones a partir de las microsporas de una antera
es muy superior, una vez el protocolo estd puesto a punto para la especie en concreto. De
unos pocos embriones que podemos obtener mediante el cultivo de anteras, se puede pasar a
cientos de embriones por antera mediante el cultivo de microsporas aisladas.

1.3.1.3. FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA INDUCCION DE LA
EMBRIOGENESIS

Entre los factores que influyen sobre la desviacién del programa gametofitico hacia la
embriogénesis tenemos aspectos relacionados con la planta donante, con las condiciones de
aislamiento e induccidn de las microsporas y las condiciones de cultivo.

Condiciones de la planta donante

La planta donante y las condiciones en las que se encuentra influyen sobre la embriogénesis de
microsporas. Hay especies que tienen una alta respuesta androgénica como es el caso de la
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especie modelo Brassica napus, sobre la cual se realizan los estudios de investigacién basica
para comprender los cambios de expresidn y metabdlicos que determinan la reprogramacion
de las microsporas hacia la formacién de un embrién. Otras especies que debido a su
respuesta androgénica se pueden considerar especies modelo son: tabaco, cebada y trigo. En
el lado opuesto, hay especies con muy baja respuesta androgénica, para las cuales es costoso
obtener protocolos eficientes de obtencién de dobles haploides. Son las denominadas especies
recalcitrantes a la androgénesis.

Dentro de cada especie, también hay diferencias en la respuesta androgénica entre distintos
cultivares. Esta diferencia entre distintos genotipos y la heredabilidad de la competencia
androgénica sugiere un control genético de este cardcter y la posibilidad de seleccionar
individuos que tengan mayor disposicidon androgénica (Zhang y Takahata, 2001).

A parte de la influencia del genotipo de la planta donante también influye la edad de la planta
y las condiciones de crecimiento de la planta: si crece en invernadero o camara, la
temperatura, la estacién del afio, el fotoperiodo, etc. (Segui-Simarro, 2010).

Estadio adecuado de la microspora y condiciones de induccion

Para que la induccién de la androgénesis sea exitosa se deben recolectar yemas florales que
contengan microsporas en el estadio adecuado. La etapa del desarrollo mas sensible a la
induccidn se sitla en torno a la primera mitosis del polen, entre microspora vacuolada y polen
bicelular joven, es decir, entre el final de la microsporogénesis y el inicio de la
microgametogénesis. Esta capacidad de reprogramarse hacia la embriogénesis se debe al
estado todavia no diferenciado y, por lo tanto, reversible de estos estadios del desarrollo del
polen (Segui-Simarro, 2010).

La induccidn requiere de la aplicacion de tratamientos estresantes, los cuales se pueden
aplicar a nivel de la yema floral, las anteras o las microsporas ya aisladas. Entre los agentes
estresantes mas ampliamente utilizados encontramos tratamientos de frio, choque térmico,
ayuno y estrés osmotico producido por compuestos no metabolizables como el manitol.

Por ejemplo, en cebada se emplea tanto el pretratamiento a nivel de yema floral con frio como
el ayuno basado en manitol, de forma individual o combinada. De igual modo, en colza hay dos
protocolos descritos, el mas comun se basa en aplicar calor sobre las microsporas aisladas,
mientras que la segunda opcion consiste en el empleo de colchicina, lo cual se traduce en un
proceso que induce simultdneamente la embriogénesis y la duplicacion cromosdmica
necesaria para la obtencién de dobles haploides. En tabaco el procedimiento mas empleado
combina el estrés causado por el ayuno con el calor sobre la suspension de microsporas
(revisado en Shariatpanabhi et al., 2006).

Condiciones de cultivo

Una vez inducida la reprogramacion de la microspora, esta debe encontrar unas condiciones
de cultivo que favorezcan el desarrollo y crecimiento del embridon hacia plantula. Entre los
agentes que influyen en el cultivo in vitro encontramos el tipo de fuente de carbono (sacarosa,
glucosa, maltosa), la presencia de micronutrientes, macronutrientes, vitaminas y reguladores
del crecimiento (fitohormonas) en concentraciones adecuadas, ademas de las condiciones de



temperatura y luz (intensidad y fotoperiodo). También influyen la densidad de anteras o
microsporas y el posible acondicionamiento con tejidos o extractos (ovarios, anteras o tejidos
somaticos) procedentes de la misma o distinta especie. Este acondicionamiento puede ser
previo o simultaneo (Segui-Simarro, 2010).

1.4. ESPECIES RECALCITRANTES A LA ANDROGENESIS

Los beneficios que supone el sustituir el método convencional de obtencidn de lineas puras
por la tecnologia de dobles haploides discutidos anteriormente hacen que sea de gran interés
desarrollar protocolos eficientes en especies de interés agrondmico. Este es el caso, por
ejemplo, de los cultivos horticolas que forman parte de la familia Solanaceae. Esta familia esta
constituida por aproximadamente 3000 especies que pertenecen a 100 géneros diferentes.
Datura innoxia, especie en la que se reportd por primera vez la embriogénesis de microsporas
(Guha y Maheshwari, 1964), forma parte de esta familia. También es miembro de esta familia
Nicotiana tabacum, especie considerada sistema modelo para el estudio de la androgénesis, ya
que se disponen de protocolos eficientes de obtencidon de dobles haploides mediante cultivo
de anteras y microsporas aisladas (revisado en Segui-Simarro et al., 2011). Sin embargo, las
especies con las que se trabajé en este estudio, Solanum melongena (berenjena) y Capsicum
annuum (pimiento), son consideradas especies recalcitrantes a la androgénesis. A pesar de
pertenecer a la misma familia, estas especies son aparentemente distantes en cuanto a su
disposicidon a la androgénesis. A continuacidn, se describen estas especies y se revisan los
distintos protocolos descritos en la literatura, asi como las distintas aproximaciones realizadas
para mejorar la eficiencia del proceso.

1.4.1. PIMIENTO

El pimiento es una especie que pertenece al género Capsicum L. Este género estd constituido
por 27 especies, entre las cuales sélo cinco han sido domesticadas: C. annuum, C. baccatum, C.
chinense, C. frutescens y C. pubescens.

Es una especie herbacea perenne, aunque se suele cultivar como anual, de porte arbustivo
alcanza una altura de aproximadamente un metro. El sistema radicular es voluminoso vy
profundo. Las hojas son pecioladas, pubescentes y con margenes enteros. Las flores pueden
ser solitarias o formar grupos de escaso nuimero. El cdliz es persistente, acampanado y entero,
con costillas redondeadas terminadas en un diente romo. La corola tiene los pétalos anclados
en su base, de color blanco y denticulados. Las anteras son generalmente purpureas. El fruto
es una baya hueca con tabiques incompletos donde se alojan las semillas de color amarillento.
Es una especie aldgama parcial, tiene capacidad de autofecundarse.

1.4.1.1. IMPORTANCIA ECONOMICA

El género Capsicum es uno de los que tiene mayor variabilidad dentro de las especies
horticolas. Los frutos de este género pueden ser picantes o dulces, asi como toda la gama de
sabores intermedios. También existe mucha variedad en el color y el tamano del fruto entre
especies. En cuanto a su uso en alimentacidn, algunos de ellos se emplean como vegetales



frescos y otros se secan para su uso como especias. El pimiento tiene relevancia gastrondmica
sobre todo en las Américas, donde radica su origen como alimento, y Europa. La produccién de
pimiento a nivel mundial se ha visto incrementada en 30 millones de toneladas desde que se
recopilaron los primeros datos de FAOSTAT en 1961 hasta la actualidad (FAO, 2020).

El mayor productor con diferencia es Asia, donde el area cultivada superé el millén de
hectdreas y produjo casi 25 millones de toneladas en 2018 (FAO, 2020). La produccion en
Europa y América es muy similar, aproximadamente 5 millones de toneladas en las Américas y
mas de 3 millones de toneladas en Europa en 2018 (FAO, 2020). Sin embargo, la suma de la
produccion de ambas supone sélo un tercio de la produccién en Asia. Por otro lado, Espaiia
produjo casi un 40% de la produccion a nivel europeo en 2018. En cuanto a la exportacién, en
el afo 2017 se cultivaron 20,498 ha, se recolectaron mdas de 1 milléon de toneladas, de las
cuales se exportd mas del 56%.

1.4.1.2. EMBRIOGENESIS DE MICROSPORAS EN PIMIENTO

El primer protocolo eficiente para la embriogénesis de microsporas en pimiento fue descrito
por Dumas de Vaulx et al. (1981). Este consiste en someter a las anteras de pimiento a un
estrés térmico (35°C) para inducir la reprogramacién hacia el desarrollo esporofitico de la
microspora. Se emplean dos medios y condiciones de cultivo diferentes para promover la
induccidn y el desarrollo embrionario. Este procedimiento se ha convertido en el método de
eleccién y se han descrito muchas adaptaciones para mejorar la eficiencia en distintos
genotipos. Posteriormente, se describid el efecto positivo de la adiciéon de carbén activo al
medio, el cual absorbe los compuestos téxicos liberados por el mismo tejido de la antera. Otro
protocolo descrito basado en el cultivo de anteras consiste en un medio formado por 2 fases:
una fase liquida sobre una semisdlida a base de agar con carbén activado (Dolcet-Sanjuan et al.
1997). Este método, que surgid por la falta de respuesta en algunos genotipos empleando el
método anterior, incluye el uso de cdmaras con atmodsfera de CO,, lo cual dificulta que se
pueda adoptar como rutina en un laboratorio (revisado en Segui-Simarro et al., 2011).

Sin embargo, estos protocolos basados en el cultivo de anteras presentan las desventajas
descritas en el apartado 1.3.1.1. Por esta razdn, se abordd la obtenciéon de un protocolo
eficiente a partir del cultivo de microsporas aisladas. Supena et al. (2006) describieron un
método que consistia en el empleo de un medio bifasico. En este, las anteras se depositan en
el medio liquido en el cual flotan. Alcanzada la dehiscencia, las anteras liberan las microsporas,
las cuales quedan en la interfase entre ambos medios (revisado en Segui-Simarro et al., 2011).
Parra-Vega et al. (2013) probaron este método en 4 genotipos de pimiento dulce. Para dos de
los genotipos, entre los cuales se encuentra el genotipo con el que se trabajo en este
experimento, no se observaron diferencias significativas en el rendimiento embriogénico con
respecto al protocolo estandar. En cambio, los otros dos mostraron un incremento relevante.
Por lo tanto, es interesante probar este método en el genotipo con el que se trabaja, pues
puede ser beneficioso en términos de rendimiento.

Otra posibilidad es el cultivo de microsporas aisladas en medio liquido. En 2008, se describid
un protocolo basado en un tratamiento inductivo a 32°C en ayuno y el posterior cultivo en
presencia de sacarosa, pero la calidad de los embriones obtenidos era baja, ya que presentan
anormalidades morfoldgicas (Kim et al., 2008). Un afio después, se planted el empleo de
maltosa durante la fase de induccion y el cocultivo de los embriones derivados de microsporas
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con ovarios de trigo (Gémes et al., 2009). Mediante este método se obtuvieron estructuras
multicelulares las cuales avanzaron hasta convertirse en embriones. Sin embargo, muchos de
estos presentaban anormalidades morfoldgicas y otros dieron lugar a callo. Con todo, serd
necesario seguir investigando para conocer mejor los requerimientos para un correcto
desarrollo embrionario in vitro (revisado en Segui-Simarro et al., 2011).

1.4.2. BERENJENA

La berenjena es una especie que pertenece al género Solanum L. dentro de la familia
Solanaceae. El género Solanum L. estd constituido por 1300 especies aproximadamente e
incluye especies importantes a nivel econdmico en agricultura como la patata (S. tuberosum L.)
y el tomate (S. lycopersicum L.).

La berenjena es una planta herbacea y perenne, aunque se siembra como anual. Es
mayormente de porte arbustivo de hasta dos metros de alto. Las hojas son pecioladas, con
superficie vellosa y bordes irregularmente ondulados y lobulados. Su sistema radicular es
extenso y moderadamente profundo. Las flores de la planta de berenjena son hermafroditas.
Se presentan solitarias o en grupos de dos a cinco, tienen pétalos que varian en color de
blanco hasta violeta oscuro y un céliz que puede ser espinoso. El fruto es una baya de colores
variados en funcion de la variedad, siendo el mas comun el morado, con semillas amarillas.

1.4.2.1. IMPORTANCIA ECONOMICA

La berenjena es la tercera solandcea mas cultivada después de la patata y el tomate (FAO,
2020). Esta es especialmente popular en la gastronomia del sudeste asiatico y el Mediterraneo.
La produccién de berenjena ha experimentado un incremento constante desde que se
recopilaron los primeros datos en 1961 hasta la actualidad. Este aumento es de
aproximadamente 47 millones de toneladas en todo el mundo (FAO, 2020).

El principal productor es China seguido de India. En 2018, se cultivaron 804,618 ha de
berenjena en Chinay 736,000 ha en India, frente a las 33,511 ha cultivadas en toda Europa. Sin
embargo, Europa presenta mayor produccidén por hectdrea cultivada que India, es decir,
Europa supera a India en términos de rendimiento (hg/ha) (FAO, 2020). Por otro lado, a nivel
europeo los principales productores de berenjena son ltalia y Espafia. Ambos paises suman
mas del 50% de la produccién europea (FAO, 2020). En cuanto al comercio de berenjena,
Espafia es el principal exportador a nivel mundial. En 2017 se cultivaron 3,580 ha y se obtuvo
una produccidn de 225,912 toneladas, de las cuales mas del 60% se exportaron (FAO, 2020).

1.4.2.2. EMBRIOGENESIS DE MICROSPORAS EN BERENJENA

Al igual que en pimiento, el primer protocolo de obtencién de haploides y dobles haploides a
partir del cultivo de anteras en berenjena fue descrito por Dumas de Vaulx y Chambonnet
(1982). Este método es esencialmente igual que el protocolo descrito para pimiento y
constituye también el método estandar mas empleado para la produccién de dobles haploides.

Miyoshi (1996) desarrollé un protocolo basado en el cultivo de microsporas aisladas. El
tratamiento inductivo que resultd exitoso consistia en un tratamiento térmico combinado con
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condiciones de ayuno: cultivo de las microsporas aisladas en medio sin sacarosa a 35°C
durante 3 dias. Una vez trascurrido este tiempo, se recultivaron en medio NLN conteniendo
una concentracion de sacarosa del 2% y fitohormonas, acido naftalenacético (NAA) 0.5 mg/Ly
benciladenina (BA) 0.5 mg/L. Ambas etapas en oscuridad. Este método, sin embargo, no
desencadené embriogénesis directa, sino formacién de callos a partir de los cuales se
regeneraron plantas por organogénesis. Para ello, los callos se transfirieron a medio MS con
zeatina 4 mg/L y 4cido indolacético (IAA) 0.2 mg/L. El paso limitante de este método fue la
regeneracion por organogénesis, se obtuvieron 20-65 callos/anteras y la eficiencia de
regeneracion por callo transferido fue de 0.1-2%. Con el objetivo de obtener un protocolo que
permitiera la embriogénesis directa en berenjena, se probé una version del método empleado
en cebada (Bal et al., 2009). Este combinaba un tratamiento térmico a 33°C con la presencia de
manitol en el medio. Se observaron divisiones simétricas y se obtuvieron estructuras
multicelulares, pero no se reportd regeneracion de plantas a partir de estas estructuras, ni por
callogénesis ni por embriogénesis directa. Otros estudios basados en el protocolo descrito por
Miyoshi (1996) se han llevado a cabo para tratar de optimizarlo.

Corral-Martinez et al. (2008) reprodujeron el experimento llevado a cabo por Miyoshi y
observaron estructuras tipo embrion globular en estadios tempranos de la proliferacion de las
microsporas. No obstante, estos embriones no eran capaces de efectuar la transicidon de
simetria radial a bilateral y se transformaban en ultima instancia en estructuras tipo callo.
Corral-Martinez y Segui-Simarro (2012) trataron de optimizar la eficiencia de regeneracién por
organogénesis probando distintos medios. En este estudio se concluyd que la combinacién de
dos tipos de medios de regeneracidon era necesaria para mejorar la eficiencia inicial: medio M4,
el cual se diferencia en la concentracién de los componentes y el agente gelificante empleado
con respecto al utilizado por Miyoshi (1966), y medio V3 con sacarosa al 3%, 0.1 mg/L IAAy 0.2
mg/L BA (M5). El medio M4 para promover el crecimiento de los callos y la aparicion de brotes
y el medio M5 para favorecer la apariciéon de raiz en aquellos callos que no enraizaron en
medio M4. En este mismo articulo se reporté el efecto positivo obtenido al suplementar el
medio NLN con 1% sacarosa y 1% polietilenglicol, agente osmético no metabolizable, sobre la
induccidn y proliferacion de callos. Este mismo grupo continud la investigacion en esta linea y
se vio que una reduccién de las concentraciones de NAA y BA a 0.1 mg/L era beneficioso en
cuanto a numero y tamano de los callos (Corral-Martinez y Segui-Simarro, 2014). Ademas, se
ensayo la adicidn de proteinas de arabinogalactano al medio. Estas prevenian parcialmente la
conversion de los embriones globulares en callo, ya que se observaron embriones en estadios
embriogénicos mds avanzados. Estos embriones, sin embargo, presentaban un meristemo
apical defectuoso o ausente (Corral-Martinez y Segui-Simarro, 2014). Por lo tanto, se demostré
que las proteinas de arabinogalactano en cierta medida son capaces de promover la
embriogénesis directa a partir de microsporas de berenjena, aunque se debe de seguir
trabajando en ello para obtener un protocolo eficiente de obtencidon de dobles haploides por
esta via. Por ultimo, se abordé de nuevo la optimizacién del protocolo de regeneracion
mediante organogénesis (Rivas-Sendra et al., 2015). Los resultados obtenidos en este articulo
difieren de la conclusidn a la cual se llegd en estudios anteriores en el mismo laboratorio. Estos
apuntaron al medio de regeneracion descrito por Miyoshi (1996) como el mas adecuado para
obtener la tasa mas alta de callos organogénicos productores de brotes. Sin embargo, para
obtener una eficiencia mejorada se propuso el subcultivo de los callos en este medio de forma
continuada y el posterior subcultivo también continuado de los brotes en medio basal MS para
gue desarrollaran raiz y continuaran creciendo.
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1.5. AGUA DE COCO EN CULTIVO IN VITRO

El fruto de Cocos nucifera se clasifica botanicamente como una drupa, un fruto simple de
mesocarpo carnoso que rodea un endocarpo lefioso. El pericarpio del coco estd constituido
por 3 capas: el exocarpio, formado por una cascara gruesa; el mesocarpio fibroso y el
endocarpio, capa vellosa a la cual se adhiere la pulpa o endospermo. En este endospermo se
encuentra el embrién embebido y situado debajo del poro flexible que forma parte de los tres
ojos de la cascara, los cuales representan los carpelos del ovario, y la cavidad interna del fruto
gueda rellena de endospermo liquido denominado cominmente agua de coco (Niral y Jerard,
2018). Entre los componentes del agua de coco, cabe destacar la presencia de fitohormonas:
auxinas, citoquininas, giberelinas y acido abscisico. Las auxinas se ha demostrado que tienen
un papel importante en el desarrollo y crecimiento, asi como la diferenciacion de células en los
meristemos y érganos inmaduros. Por su lado, las citoquininas tienen capacidad de inducir la
proliferacion celular, y en combinacién con auxinas estan implicadas en procesos de
morfogénesis. Las giberelinas ejercen su efecto sobre la germinacion, la elongacién de células
epidérmicas y la expansion de la hoja (Yong et al., 2009).

El agua de coco ha sido ampliamente utilizada en cultivo in vitro debido a su composicion y al
efecto que tiene las fitohormonas que forman parte de esta sobre los tejidos vegetales. Van
Overbeek et al. (1941) reportaron el efecto positivo del agua de coco sobre la germinacion de
embriones inmaduros extraidos de évulos de Datura. Los embriones inmaduros cultivados en
medio basal desarrollaron raiz e hipocotilo, pero no cotiledones. Sin embargo, los embriones
cultivados en medio basal suplementado con agua de coco crecieron y desarrollaron
correctamente en ultima instancia hipocotilo y cotiledones. Es decir, se demostré que el agua
de coco es fuente de aquellos factores de crecimiento requeridos por los embriones en
estadios tempranos del desarrollo. Tras reportarse el empleo de agua de coco en el cultivo de
embriones inmaduros, Caplin y Steward (1948) estudiaron el efecto del agua de coco sobre
explantes de raiz en zanahoria. En este experimento, se cultivaron los explantes en un medio
basal con distintas concentraciones de IAA (Figura 3 A, B, Cy D) y se comparé con el cultivo en
estos mismos medios a los cuales se les afiadié agua de coco al 15% (Figura 3 E, F, G y H).
Como podemos observar en la figura 3, la adicién del agua de coco al medio de cultivo indujo
la proliferacion celular a partir de células radiculares diferenciadas.

Figura 3. Efecto de la adicion de agua de coco sobre la
proliferacion celular de explantes de zanahoria. I:
Explantes de raiz cultivados durante 21 dias en medio
basal sin acido indolacético (IAA) y sin agua de coco. A,
B, Cy D: Explantes de raiz cultivados durante 21 dias en
medio basal con IAA 10, 1, 0.1, y 0.01 mg/L,
respectivamente. E, F, G y H: Explantes de raiz
cultivados durante 21 dias en medio basal con IAA 10,
1, 0.1, y 0.01 mg/L, respectivamente y agua de coco al
15%. Imagen de Caplin y Steward, 1948.

La embriogénesis de microsporas fue descrita por primera vez por Guha y Maheshwari (1964),
como ya hemos mencionado en apartados anteriores. En este mismo articulo, los autores
probaron el cultivo de anteras en distintos medios. En el medio basal suplementado con
caseina hidrolizada, agua de coco, zumo de uva y zumo de ciruela aparentemente no se
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observaron cambios hasta las 6-7 semanas tras el cultivo, cuando emergieron estructuras tipo
embrion de la antera. Estas estructuras tipo embridn siguieron un desarrollo basal-apical
normal, excepto por el hecho de que muchos de ellas eran policotiledéneas. Ademads, lo que
resulta interesante de este experimento es que la mejor respuesta se produjo en las anteras
cultivadas en medio con agua de coco.

En el cultivo de anteras, tanto de pimiento como de berenjena, es comun que los embriones
derivados de microsporas tengan un desarrollo andmalo con cotiledones atrofiados o ausentes
debido a la carencia de un meristemo apical funcional. Esto dificulta la germinacién de los
embriones y reduce el rendimiento en la obtencion de dobles haploides por esta via (revisado
en Segui-Simarro et al., 2011). Por otro lado, en el cultivo de microsporas de berenjena la
alteracion de la ontogenia normal ocurre antes. Conforme avanza el desarrollo de los
embriones inicialmente derivados de las microsporas, estos se transforman en embriones
deformes y finalmente en callos (Corral-Martinez et al., 2008). Este proceso no es tan eficiente
como el derivado de la ruta embriogénica debido al bajo rendimiento de regeneracion
mediante organogénesis a partir de las estructuras tipo callo, por lo que resultaria muy
interesante descubrir en qué condiciones seria posible inducir la embriogénesis de
microsporas en berenjena. Los experimentos con sistemas modelo para el cultivo de
microsporas han revelado una serie de factores involucrados directa o indirectamente en el
desarrollo de embriones derivados de microsporas. Muchos de ellos tienen en comun su
importante papel en la embriogénesis cigdtica, donde su sintesis o regulacidon estdn mediadas
por el endospermo u otros tejidos de dvulos o semillas (revisado en Segui-Simarro et al., 2011).
Por lo tanto, en los sistemas embriogénicos in vitro desprovistos de cualquier tejido materno,
estos factores, ausentes o mal regulados, pueden estar detras de algunas de las desviaciones
observadas. A pesar de todo lo expuesto anteriormente y hasta donde llega nuestro
conocimiento, no se ha profundizado en el estudio de la aplicacién de agua de coco en el
medio de cultivo de anteras o microsporas aisladas en berenjena o pimiento, ni en su efecto en
la embriogénesis derivada de microsporas en estas especies.
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2. OBJETIVOS

La finalidad del presente trabajo es estudiar el efecto del agua de coco sobre la embriogénesis
de microsporas en pimiento y berenjena, especies recalcitrantes a la androgénesis de gran
interés agrondmico. Para ello, planteamos la adicion de distintas concentraciones de agua de
coco al medio de cultivo estandar con hormonas tras la etapa de induccién androgénica y a un
medio de cultivo sin hormonas en esta misma etapa. Los objetivos que perseguimos son los
siguientes:

- Evaluar el efecto de los distintos tratamientos en el cultivo de anteras, tanto de
pimiento como de berenjena, sobre el nimero de embriones obtenidos y la calidad de
estos, es decir, sobre la formacién de un meristemo apical funcional, el correcto
desarrollo apical-basal hasta dar lugar a plantula y la ausencia de anormalidades
morfoldgicas.

- Estudiar cdmo influyen los distintos tratamientos sobre el rendimiento androgénico en
el cultivo de microsporas aisladas de berenjena, asi como sobre su capacidad de
aportar el ambiente necesario para promover la embriogénesis directa derivada de las
microsporas. Con esto se pretende evitar el desvio hacia la formacién de callos, ya que
la regeneracion mediante organogénesis constituye un paso limitante en esta ruta.

- Analizar la ploidia de las plantas obtenidas mediante el cultivo de anteras vy
microsporas aisladas para los distintos tratamientos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. PLANTAS DONANTES Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las dos especies empleadas fueron Capsicum annuum genotipo Herminio, hibrido comercial de
Syngenta, y Solanum melongena genotipo DH36, doble haploide de alta respuesta androgénica
desarrollado en el laboratorio de Biologia Celular del COMAV (Rivas-Sendra et al., 2017).

Las semillas, tanto de pimiento como de berenjena, se sembraron en semilleros y se incubaron
a 229C, con una humedad del 60% vy ciclos de 16h de luz y 8h de oscuridad. Transcurridos 2
meses, las plantas se trasplantaron a tiestos de 30 cm en invernadero, los cuales llevan fibra de
coco. Se empled el sistema de fertirrigacion para el aporte de agua y fertilizantes. Las
condiciones de temperatura del invernadero fueron 25+32C en verano y 20+32C en invierno
con un fotoperiodo variable dependiente de la época del afio.

3.2. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO DE ANTERAS

3.2.1. MEDIO DE CULTIVO DE INDUCCION (MEDIO C) Y REGENERACION
(MEDIO R)

Los componentes del medio de induccién (medio C) para el cultivo de anteras de pimiento que
se emplearon y sus concentraciones fueron las del protocolo estandar utilizado en el
laboratorio y se detallan en la siguiente tabla:

COMPONENTES CONCENTRACION
Preparado C 4.24g/L
Sacarosa 3%

Bacto agar 0.8%
Kinetina 0.01mg/L

2,4-D 0.01 mg/L

Vitamina B12 0.03 mg/L
Cefotaxima 100 mg/L

Tabla 1. Medio de induccion (medio C) para el cultivo de anteras de pimiento.

Se pesaron en la bascula las cantidades adecuadas de sacarosa, preparado C y bacto-agar. A
continuacién, se afiadié el volumen de agua destilada necesario a la sacarosa y al preparado C,
se agitaron bien y se ajusté el pH a 5.9 para que los elementos minerales se encontraran
solubles y pudieran ser asimilados. Para ello, se empled un pHmetro, el cual debe calibrarse
previamente para su uso. Finalmente, se afiadiod el bacto-agar, se prepard para esterilizar en un
autoclave Matachana Miniclave 21E y se vertid el medio en placas de 35x10 mm. Los
componentes termolabiles, las hormonas y el antibiético, previamente esterilizados mediante
filtros con un poro de 0.22 um, se aifadieron en cabina de flujo laminar después de esterilizar
el medio con el resto de componentes.

Es en el medio de regeneracién (medio R) donde se probé el efecto del agua de coco. Para ello,
se realizaron 7 tratamientos distintos: medio R con agua de coco a distintas concentraciones
(CW 20, 10 y 5 %) con hormonas (+h), medio R con agua de coco a distintas concentraciones
(CW 20, 10 y 5%) sin hormonas (-h) y el control, el cual consistié en el medio de regeneracion
empleado habitualmente en el laboratorio.
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CONTROL CW+h CW-h

20% 20%

cw - 10% 10%

5% 5%

Preparado R 4.24 g/L 4.24g/L 4.24g/L
Sacarosa 3% 3% 3%
Bacto agar 0.8% 0.8% 0.8%
Kinetina 0.1 mg/L 0.1 mg/L -
Cefotaxima 100 mg/L 100 mg/L 100 mg/L

Tabla 2. Medio de regeneracion (medio R) para el cultivo de anteras de pimiento.

Se siguieron los pasos descritos anteriormente para la preparacion del medio de induccién. El
agua de coco empleada es de la casa comercial Sigma, preparada y esterilizada
especificamente para el cultivo in vitro de células vegetales. Segun la casa comercial, ésta se
obtiene a partir de cocos seleccionados, es procesada para eliminar las proteinas y esterilizada
mediante filtracién. El agua de coco se ainadié junto con la kinetina y la cefotaxima después de
esterilizar el medio.

Los componentes y concentraciones del medio C para el cultivo de anteras de berenjena
fueron las del protocolo estdndar utilizado en el laboratorio y se detallan en la siguiente tabla:

COMPONENTES CONCENTRACION
Preparado C 4.55g/L
Sacarosa 12%

Bacto agar 0.8%
Kinetina 5 mg/L

2,4-D 5mg/L

Vitamina B12 0.2 mg/L

Tabla 3. Medio de induccién (medio C) para el cultivo de anteras de berenjena.

Como en el caso del medio R para el cultivo de anteras de pimiento, se prepararon los 7
tratamientos con los componentes y concentraciones detallados en la tabla 4, de la misma
forma descrita para pimiento.

CONTROL CW+h CW-h

20% 20%

CW - 10% 10%

5% 5%

Preparado R 4.55g/L 4.55g/L 4.55g/L
Sacarosa 3% 3% 3%
Bacto agar 0.8% 0.8% 0.8%
Kinetina 0.1 mg/L 0.1 mg/L -

Tabla 4. Medio de regeneracion (medio R) para el cultivo de anteras de berenjena.

El medio base empleado en el medio de induccién (preparado C) y en el medio de
regeneracion (preparado R) fueron comunes para el cultivo de anteras de pimiento y
berenjena. Estos preparados fueron desarrollados por Dumas de Vaulx et al. (1981) y su
composicion se detalla en la tabla 5.
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mg/L PREPARADO C PREPARADO R

KNO3 2150 2150

Macroelementos NH4NOs 1238 1238
MgS04-7H20 412 412

CaCl2-2H.0 313 313

KH2PO4 142 142

Ca(NOs3)2-4H20 50 50

NaH2PO4-H20 38 38

(NH4)2S04 34 34

KClI 7 7

Microelementos MnSQa-H20 22.13 20.13
ZnS04-7H20 3.625 3.225

H3BO3 3.15 1.55

Kl 0.695 0.33

Naz2Mo04-2H20 0.188 0.138

CuS04-5H20 0.016 0.011

CoCly-6H>0 0.016 0.011

Mio-inositol 50.3 50.3

Vitaminas y aminoacidos Piridoxina (HCl) 5.5 5.5
Acido nicotinico 0.7 0.7

Tiamina (HCI) 0.6 0.6

Pantotenato de calcio 0.5 0.5

Biotina 0.005 0.005

Glicina 0.1 0.1

Hierro quelado Na2EDTA 18.65 18.65
FeSO4-7H,0 13.9 13.9

Tabla 5. Composicion del medio basal de induccion (preparado C) y del medio basal de regeneracion

(preparado R).

3.2.2. MEDIO DE CULTIVO DE ENRAIZADO Y MEDIO DE CRECIMIENTO

PARA PLANTAS YA ENRAIZADAS

El medio de cultivo de enraizado y el medio de crecimiento para plantas ya enraizadas fue
comun para pimiento y berenjena. En la tabla 6 se muestra los componentes que constituyen

el medio de enraizado.

COMPONENTES CONCENTRACION
Preparado MS+vitaminas 4.24 g/L
Sacarosa 3%

Bacto agar 0.8%

IAA 1 mg/L

GA3 1 mg/L

Tabla 6. Medio de enraizado.

El medio de crecimiento para plantas Unicamente se diferenciaba del medio de enraizado en

que no contenia hormonas y en que se vertido en botes de mayor tamafio que permitian el

crecimiento de la planta.

El medio base empleado en el medio de enraizado y en el medio de crecimiento para plantas
ya enraizadas consisti6 en el medio desarrollado por Murashige y Skoog (1962) cuya

composicion se detalla en la tabla 7.

18



MEDIO MS mg/L

CaCl 332.02

Macronutrientes KH2POg4 170.00
KNO3 1900.00

MgSO0a4 180.54

NH4NOs 1650.00

CoCl2-H20 0.025

Micronutrientes CuS04-5H20 0.025
FeNaEDTA 36.70

H3BO3 6.20

Kl 0.83

MnSO04-H20 16.90

Na:Mo0s-2H,0 0.25

ZnS04-7H20 8.60

Mio-inositol 50.3

Vitaminas Piridoxina (HCI) 5.5
Acido nicotinico 0.7

Tiamina (HCI) 0.6

Pantotenato de calcio 0.5

Biotina 0.005

Glicina 0.1

Tabla 7. Composicion del medio basal MS.

3.3. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO DE MICROSPORAS
AISLADAS
En el presente trabajo, se empled una version modificada del protocolo estandar (Miyoshi,

1996; Corral-Martinez y Segui-Simarro, 2014). Los componentes y las concentraciones del
medio de recultivo se detallan en la siguiente tabla:

CONTROL CW+h CW-h

20% 20%

[any - 10% 10%

5% 5%

Vitaminas NLN 2.078 g/L 2.078 g/L 2.078 g/L
Sales NLN 0.772 g/L 0.772 g/L 0.772 g/L
Sacarosa 4% 4% 4%

NAA 0.02 mg/L 0.02 mg/L -

BA 0.02 mg/L 0.02 mg/L -

Tabla 8. Medio de recultivo de microsporas aisladas de berenjena.

Se pesaron en la bdscula las cantidades adecuadas de sacarosa, sales y vitaminas NLN. A
continuacién, se anadid el volumen de agua destilada necesaria para cada concentracion de
agua de coco, se agitaron bien y se ajusto el pH a 5.9 con ayuda del pHmetro.

En cabina de flujo laminar, se esterilizé el medio de cultivo por filtracién con poro de 0.22 um
(Figura 4A) y se afadio el agua de coco para obtener los tratamientos a 5, 10 y 20%, con
hormonas y sin hormonas (Figura 4B). A los tratamientos con hormonas se les afiadio NAA y BA
a0.02 mg/L.
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Figura 4. Preparacion del medio de recultivo para microsporas de berenjena. A:
Esterilizacién del medio empleando un filtro de 0.22 um y una jeringa para hacer pasar la
solucién a través del filtro. B: Adicion del volumen requerido de agua de coco para
obtener los tratamientos al 5, 10 y 20% con y sin hormonas.

En la siguiente tabla se detalla la composicidon del medio basal NLN:

MEDIO NLN mg/L

KH2PO4 125.00

Macroelementos KNO3 125.00
MgSO4 61.00

CoCl2-6H20 0.025

Microelementos CuS04-5H20 0.025
FeNaEDTA 36.70

H3BOs3 10.00

MnSQO4-H,0 18.95

Na;Mo04-2H,0 0.25

ZnS04-7H,0 10.00

D(+)-Biotina 0.05

Vitaminas Acido félico 0.50
L-Glutamina 800.00

Glutation (reducido) 30.00

Glicina 2.00

Myo-Inositol 100.00

Acido nicotinico 5.00

Piridoxina HCI 0.50

L-Serina 100.00

Tiamina HCI 0.50

Tabla 9. Composicion del medio basal NLN.

3.4. CULTIVO DE ANTERAS DE PIMIENTO

3.4.1. RECOLECCION DE YEMAS DE PIMIENTO EN EL ESTADIO
ADECUADO

En primer lugar, es necesario obtener las yemas en el estadio adecuado para poder llevar a
cabo el cultivo de anteras. Las yemas de pimiento que contienen el mayor porcentaje de
microsporas en el estadio adecuado para inducir la embriogénesis, microspora vacuolada y
polen bicelular joven, son aquellas en las que la longitud de sépalos no supera el 80% de la
longitud total de la yema (Parra-Vega et al., 2012). En la figura 5B, sefialada con una flecha se
muestra el tamafio de yema que se recolecto.
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En cada una de las réplicas experimentales, se realizaron 7 tratamientos diferentes, y por cada
tratamiento 3 réplicas. En cada placa de medio de cultivo se colocaron 2 yemas, por lo tanto,
se necesitaban exactamente 42 yemas, pero durante el cultivo en ocasiones se descartan
algunas yemas por distintas razones y por esto se recolectaron 50-60 yemas.

Las yemas recolectadas se colocaron en un tubo Falcon de 50 mL (Figura 5C). Después de
recoger la cantidad necesaria, se introdujeron en una nevera portatil con hielo para
mantenerlas en frio en su transporte desde el invernadero al laboratorio donde se colocaron
en un recipiente con hielo.

Figura 5. Recoleccion de las yemas de pimiento en el estadio adecuado. A:
Plantas donantes de pimiento, genotipo Herminio. B: Yema que contiene
microsporas en el estadio adecuado para la induccién de la androgénesis (flecha).
Los sépalos representan el aproximadamente el 80% de la longitud total de la
yema. C: Yemas recolectadas en tubo Falcon de 50 mL.

3.4.2. DESINFECCION SUPERFICIAL DE LAS YEMAS DE PIMIENTO

Todas las soluciones empleadas en la desinfeccidn superficial de las yemas se encontraban a
temperatura de refrigeracidén para que el choque térmico posterior fuera eficaz y para evitar la
degradacion del material. En cabina de flujo laminar, las yemas que se encontraban en hielo se
desinfectaron. Para ello, se llend el tubo Falcon con etanol al 70% durante 30 segundos v,
transcurrido este tiempo, se reemplazd por hipoclorito sddico a 4 g/L con unas gotas de
Tween-20 durante 5 minutos. Finalmente, se llevaron a cabo 3 lavados de 4 minutos cada uno
con agua esterilizada. Las yemas se depositaron en papel estéril para eliminar el exceso de
agua que pudiera quedar.

3.4.3. CULTIVO DE ANTERAS DE PIMIENTO

Para el cultivo de anteras de pimiento se empled el protocolo descrito por Dumas de Vaulx et
al. (1981). Tras depositar las yemas sobre el papel de filtro estéril se procedié a extraer las
anteras que se encontraban en el interior de las yemas, rodeadas por dos capas concéntricas:
los pétalos y los sépalos. Con ayuda de un bisturi esterilizado se realizé un corte en la parte
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basal de la yema vy, posteriormente, uno longitudinal y superficial para cortar el cdliz y la
corola. A continuacidn, se extrajeron las anteras con ayuda de 2 pinzas esterilizadas. Se eliminé
la mayor cantidad de filamento posible sin dafiarlas y se depositaron sobre la placa con medio
C cuya composicién se muestra en la tabla 1 del apartado 3.2.1. Aquellas anteras que
presentaban pigmentacién antocianina se descartaron, pues estaban en un estadio de
desarrollo mas avanzado no adecuado para la induccién de la androgénesis. Se depositaron 2
yemas por placa de forma que la cara cdncava de las anteras quedaba en contacto con el
medio de cultivo y se repitid el proceso hasta obtener un total de 21 placas necesarias para
cubrir los diferentes tratamientos y sus respectivas réplicas. Por ultimo, se envolvieron con
papel de aluminio y se introdujeron en una estufa a 352C, aportando las condiciones de
oscuridad y de temperatura necesarias para la induccion.

Transcurridos 8 dias, las anteras se extrajeron de la estufa, se retird el papel de aluminio y se
incubaron en camara de cultivo in vitro o fitotrén a 252C con un fotoperiodo de 12 horas de luz
y 12 horas de oscuridad durante 4 dias. Tras estos 4 dias, transcurridos 12 dias tras el cultivo,
las anteras se transfirieron a los diferentes tratamientos de medio R cuya composicién
detallada se encuentra en la tabla 2 del apartado 3.2.1. en condiciones de esterilidad y se
incubaron en las mismas condiciones (252C 12/12 horas de luz/oscuridad). Aproximadamente
a dia 60, 45 dias tras el paso a medio R, las anteras se pasaron a medio R fresco, pues los
componentes que forman el medio se agotan con el tiempo y es necesario traspasar las
anteras a medio recién preparado.

Durante este tiempo los embriones en estadios ya avanzados o plantulas que aparecieron en
las anteras se pasaron a medio MS+h donde los embriones siguieron un desarrollo bipolar
dando lugar a plantulas, o donde las plantulas ya formadas continuaron su desarrollo y
crecimiento. Los embriones empezaron a aparecer aproximadamente un mes y medio tras el
cultivo. Aquellas plantulas que presentaban un patrén de desarrollo normal se transfirieron a
bote con medio MS-h para su desarrollo y crecimiento.

3.5. CULTIVO DE ANTERAS DE BEREJENA

3.5.1. RECOLECCION DE YEMAS DE BERENJENA EN EL ESTADIO
ADECUADO

Se procedié de igual forma que para la recoleccién de yemas de pimiento, pero en el caso de
las yemas de berenjena, fue necesario recurrir al criterio de longitud de la antera. Esto es
debido a la heterogeneidad en la longitud de sépalos y la falta de correlacién con el desarrollo
floral. Para el cultivo de microsporas de DH36, el intervalo en el cual las microsporas se
encuentran en el estadio de microspora vacuolada y polen bicelular joven es 5.2-5.9 mm. Sin
embargo, en el cultivo de anteras se ha demostrado que la berenjena tiene una pared mas
gruesa que otras especies y, por lo tanto, cuando las hormonas presentes en el medio alcanzan
el 16culo, las microsporas han avanzado en el proceso de desarrollo del polen y ya no se
encuentran en el estadio adecuado para la induccion (Salas et al., 2012). Es por esto por lo que
se aplicé un intervalo de longitud de 4.5-5.9 mm, permitiendo la seleccién de anteras de
menor tamano con microsporas en estadios mas tempranos. Como primera aproximacion, se
recolectaron yemas totalmente cerradas con los pétalos cubiertos por los sépalos (Figura 6B),
ya que estas contienen microsporas uninucleares tardias (vacuoladas) y polen bicelular joven.
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Figura 6. Recoleccion de las yemas de berenjena en el estadio adecuado. A:
Plantas donantes de berenjena, genotipo DH36. B: Tamafio de antera que se
debe recolectar como primera aproximacion.

3.5.2. DESINFECCION SUPERFICIAL DE LAS YEMAS DE BERENJENA

La desinfeccidn de las yemas de berenjena se llevd a cabo del mismo modo que la desinfeccion
de las yemas de pimiento. En cabina de flujo laminar, se afiadieron cada una de las soluciones
de desinfeccidn: etanol 70%, hipoclorito sédico 4g/L y agua. El etanol se dejé actuar durante
30 segundos, el hipoclorito sddico 5 minutos y el agua 4 minutos. Se llevaron a cabo 3 lavados
con agua en total durante el tiempo especificado cada uno. Finalmente, tras retirar las
distintas soluciones de desinfeccion, las yemas se depositaron sobre papel de filtro estéril para
eliminar el resto de agua.

3.5.3. CULTIVO DE ANTERAS DE BERENJENA

Para el cultivo de anteras de berenjena se siguié el protocolo descrito por Dumas de Vaulx y
Chambonnet (1982). En primer lugar, se procedid a extraer las anteras que se encontraban en
el interior de las yemas. Para ello, se realizd un corte en la parte basal de la yema con ayuda de
un bisturi (Figura 7A). Seguidamente, se hizo un corte superficial longitudinal para poder
retirar el caliz y la corola (Figura 7B). Entonces, fue posible extraer las anteras con ayuda de 2
pinzas esterilizadas (Figura 7C) y eliminar con cuidado la mayor cantidad de filamento posible.
En este caso, a diferencia del cultivo de anteras en pimiento, una vez abierta cada una de las
yemas, se retiré una de las anteras y se midié con un papel milimetrado para comprobar si
estaba dentro del intervalo de longitud que contiene las microsporas en el estadio adecuado
para la induccidn de la androgénesis: 4.5-5.9 mm (Figura 7D). A partir de este momento, la
forma de proceder fue la misma que la descrita para el cultivo de anteras de pimiento. La
composicion del medio C empleado fue la que se muestra en la tabla 3 del apartado 3.2.1.y la
composicidon del medio R en la tabla 4 del mismo apartado.
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A B Figura 7. Procedimiento  de
extraccion de las anteras de
berenjena. A: Corte transversal en la

1 parte basal de la yema. B: Corte
" longitudinal superficial para atravesar
las dos capas concéntricas
constituidas por los pétalos y sépalos.

C: Extraccion de las anteras con ayuda

C D de las pinzas. D: Medida de la
longitud de la antera.

3.6. CULTIVO DE MICROSPORAS AISLADAS DE BERENJENA

3.6.1. RECOLECCION DE YEMAS DE BERENJENA EN EL ESTADIO
ADECUADO

Se recolectaron aquellas yemas en las que la corola era mas corta que el cdliz como primera
aproximacién. Sin embargo, al igual que para el cultivo de anteras, fue necesario recurrir al
parametro de longitud de antera para seleccionar aquellas que midieran 5.2-5.9 mm, pues son
las que contienen microsporas vacuoladas mas susceptibles de induccién. En el cultivo de
microsporas aisladas no fue necesario aumentar el rango de longitud, pues en este caso los
componentes del medio no han de difundir a través del tejido de la antera. Las anteras
seleccionadas se depositaron en un filtro de té para proceder a su desinfeccion.

3.6.2. DESINFECCION SUPERFICIAL DE LAS ANTERAS DE BERENJENA

La desinfeccidon de las anteras de berenjena previamente extraidas y seleccionadas por su
longitud se realizd en cabina de flujo laminar. En primer lugar, las anteras contenidas en filtros
de té se sumergieron en una solucion de etanol al 70% durante 30 segundos. A continuacion,
se transfirieron a una solucion 4g/L de hipoclorito sddico con 2 gotas de Tween-20.
Transcurridos 5 minutos, se introdujeron sucesivamente en 3 recipientes conteniendo agua
esterilizada durante 2 minutos cada uno.

3.6.3. CULTIVO DE MICROSPORAS AISLADAS DE BERENJENA

El protocolo de obtencién de dobles haploides a partir del cultivo de microsporas en berenjena
empleado en este trabajo fue descrito por primera vez por Miyoshi (1996) y posteriormente
optimizado por el grupo de Biologia Celular del COMAV (Corral-Martinez y Segui-Simarro,
2012; Corral-Martinez y Segui-Simarro, 2014; Rivas-Sendra et al., 2015).

En primer lugar, se introdujo un embolo de jeringa, el cual previamente se encontraba
almacenado en una solucidn de etanol al 70%, en agua estéril para eliminar los restos de esta
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solucidn. Este émbolo se depositd sobre papel de filtro estéril, asi como el filtro de té
conteniendo las anteras. Las anteras se pasaron a un vaso de precipitados y se afiadié agua
destilada estéril. A continuacion, se procedié a extraer las microsporas presionando con el
émbolo las anteras hasta obtener una suspensidn. Esta se pasd por un filtro de 41 um
recolectando todo el volumen en tubos de 15 mL. Las microsporas pasan a través del filtro
gueddndose retenidos los restos de antera de mayor tamafio que el didmetro del poro. Se
centrifugd la suspensién a 800 rpm durante 4 min a 429C, se elimind el sobrenadante, se
resuspendid con 10 mL de agua destilada en un Unico tubo y se pasoé la suspensién por un filtro
de 11 um. En este caso, las microsporas son mas grandes que el poro y quedan retenidas. Se
repitié este paso de centrifugacion y lavado sin filtrar 2 veces mas. Durante este proceso es
importante mantener en hielo las anteras y la suspensidon de microsporas una vez extraidas.

Seguidamente, se determind la concentracién de microsporas mediante una cdmara Neubauer
tras resuspender el precipitado de la ultima centrifugacién en 3 0 5 mL, en funcién del tamafio
del precipitado. El volumen que cabe en cada camara es 0.0001, la concentracién final de
microsporas a la que se pretendia llegar era de 200,000 microsporas/mL, el volumen inicial era
de 3 0 5 mLy se realizd el conteo dos veces para obtener la media. De forma que el volumen
final se calculé con la siguiente férmula:

media nimero de microsporas -V inicial
200,000 - 0.0001

Vfinal =

Se afiadié el volumen de agua destilada calculado para alcanzar la densidad deseada y se
repartid en placas de 1mL. Las placas se depositaron en la estufa a 352C envueltas en albal.

Finalmente, 1 mL adicional se empled para ver la viabilidad de las microsporas mediante
tincion con diacetato de fluoresceina (FDA) a razén de 4uL/mL. El FDA es un sustrato que
penetra en las células y es hidrolizado en un producto fluorescente por las esterasas de las
células vivas, midiendo tanto la actividad enzimatica como la integridad de la membrana
celular, la cual se requiere para retener este producto fluorescente. Para que el porcentaje de
viabilidad fuera representativo se conté como minimo 3 campos y 150 microsporas.

Transcurridos 3 dias del cultivo, se volvié a medir la viabilidad y se procedié a realizar el
cambio a medio de recultivo cuya composicidn se especifica en la tabla 8 del apartado 3.3. Se
repartieron las placas de 1 mL entre los 7 tratamientos: agua de coco al 5, 10 y 20% con
hormonas, agua de coco al 5, 10, 20% sin hormonas y el control, que consiste en el medio de
cultivo estdndar empleado en el laboratorio, de forma que de cada tratamiento hubiera como
minimo 3 réplicas. Las placas se almacenaron a 259C en oscuridad.

3.7. ANALISIS DE PLOIDIA MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Para el andlisis de ploidia de las plantas obtenidas se utilizaron hojas jovenes y sanas
procedentes de las plantas donantes a partir de las cuales se obtuvieron las anteras y se
utilizaron como estandares de contenido de DNA 2C. A continuacidn, las hojas se machacaron
con una cuchilla, se procesaron con el tampdn de lisis para la extraccién y se llevé a cabo la
tincion nuclear fluorescente con CyStain UV Ploidy Staining Solution (Sysmex) basada en DAPI.
La extraccion nuclear se filtré a través de filtros 30 Im CellTricks y se analizé mediante el
citometro de flujo Partec PA-I.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CULTIVO DE ANTERAS DE PIMIENTO

4.1.1. RENDIMIENTO EMBRIOGENICO

Las tres réplicas de pimiento se llevaron a cabo a lo largo del mes de julio (dias 10, 18 y 24). De
las tres réplicas realizadas sélo se obtuvo respuesta en el cultivo del 24 de julio de 2019. Dado
gue la respuesta androgénica fue muy baja, se probd a aumentar el nimero de réplicas hasta
6. En estos nuevos cultivos no se observaron embriones a pesar de proceder de una segunda
ronda de plantas donantes jévenes, cuya disposicién a la induccién androgénica es mayor
(Kristiansen y Andersen, 1993). Aunque segun un estudio (Ercan et al.,, 2006), las yemas
tomadas de plantas viejas, si se recolectan aquellas que contienen microsporas en la etapa
O6ptima de desarrollo susceptible de induccidén, tienden a dar el mismo rendimiento
embriogénico que las jovenes. Los autores de este estudio concluyeron que es importante
tener en cuenta que la recoleccion de yemas en el estadio adecuado guiada por el tamafio de
yema puede inducir a error, pues el tamafio de yema que contiene microsporas en el estadio
susceptible de induccién depende de la edad, del genotipo y de la posicion en la planta. Como
podemos observar en la tabla 10, los tratamientos en los cuales se obtuvieron embriones
presentaban una concentracién de agua de coco del 5y del 10%, ambos con hormonas. El
tratamiento con agua de coco al 5% dio lugar a 8 embriones, todos ellos obtenidos de la misma
antera. Esto se traduce en un rendimiento de 5 embriones por cada 100 anteras. Por otro lado,
para el tratamiento con agua de coco al 10% se obtuvo 1 embrién (0.61 embriones/100
anteras). Esto se calculé considerando las 6 réplicas y descartando el conteo de aquellas
anteras que se dafaron o contaminaron antes de responder.

Tratamiento N2 anteras N2 anteras Rendimiento androgénico
cultivadas androgénicas (embriones/100 anteras)

CW+h 20% 162 0 0
CW+h 10% 164 1 0.61
CW+h 5% 160 1 5
CW-h 20% 161 0 0
CW-h 10% 153 0 0
CW-h 5% 141 0 0
Control 151 0 0

Tabla 10. Numero de anteras cultivadas, numero de anteras que respondieron y
rendimiento androgénico obtenido para las distintas concentraciones de agua de coco (CW)
con hormonas (+h) y sin hormonas (-h) en el cultivo de anteras de pimiento. El rendimiento
androgénico se expresa en nimero de embriones obtenidos por cada 100 anteras.

Para poder llegar a una conclusidn sobre cudl fue la causa de esta baja respuesta, es
conveniente que consideremos los resultados obtenidos en estudios previos, también basados
en el protocolo descrito por Dumas de Vaulx et al. (1981), en los cuales se registraron
rendimientos embriogénicos de en torno a 20 embriones/100 anteras para el genotipo
Herminio (Parra-Vega et al.,, 2013). Asi pues, si comparamos con la nula respuesta
embriogénica obtenida en los controles, se infiere que esta no pudo ser debida a un protocolo
no eficiente, sino a unas condiciones de cultivo de las plantas donantes no dptimas o a la
presencia de antibidtico en el medio de cultivo, Unica diferencia en composicion con respecto
al estudio de Parra-Vega et al. (2013).
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Influencia del uso de antibiéticos sobre el rendimiento en la embriogénesis de
microsporas

Una caracteristica propia de pimiento es que a medida que la planta avanza en edad acumula
bacterias en los espacios intercelulares de sus tejidos. Por lo tanto, cuando las bacterias
enddgenas encuentran las condiciones adecuadas en el medio de cultivo empiezan a
proliferar. La elevada tasa de contaminacién endégena de pimiento hizo que fuera necesario
suplementar el medio con una concentracion de 100 mg/L de cefotaxima, tanto el medio C
como el medio R. La cefotaxima es un antibidtico bacteriostatico del tipo cefalosporinas de
amplio espectro que ha permitido reducir en gran medida la tasa de contaminacién debida a
este problema intrinseco de pimiento. Sin embargo, a veces el antibidtico no cubre todo el
espectro de bacterias enddgenas y se produce contaminaciéon, como pasé en uno de los
cultivos. Por otro lado, se sabe que, en el cultivo de microsporas de colza, el empleo de
cefotaxima puede inhibir la embriogénesis de microsporas, siendo esta inhibicion mayor
cuando aumenta la concentraciéon y la exposiciéon (Ahmadi et al., 2014). Ademas, la presencia
de este antibidtico aumenta el porcentaje de embriones derivados de microsporas anormales,
muchos de ellos incapaces de regenerar dando lugar a la formacién de callos y también influye
sobre su desarrollo normal para dar lugar a plantula (Ahmadi et al., 2014). Por lo tanto, seria
interesante buscar otro tipo de tratamiento para reducir la contaminaciéon enddgena propia de
pimiento que no afecte al rendimiento en la obtencién de embriones a partir de microsporas y
a su correcto desarrollo para dar lugar a plantula.

Influencia de las condiciones de cultivo de las plantas donantes sobre el rendimiento
en la embriogénesis de microsporas

Para saber en qué condiciones se encontraban las plantas donantes en el invernadero se
recurriod al registro de temperaturas del mddulo en el que se cultivaron las plantas en el afo
2019. En este registro se almacend cada 10 minutos la temperatura, de forma que
disponiamos de la evolucién de la temperatura a lo largo del dia para los distintos dias de cada
mes. En la gréfica 1 se representan las temperaturas semanales registradas desde el mes de
abril, cuando se trasplantaron en etapa aun juvenil, hasta el mes de julio, cuando se llevé a
cabo la recoleccion de las yemas para el cultivo de anteras. Se observa como la temperatura
promedio semanal aumenta progresivamente en este periodo de tiempo, asi como la
temperatura maxima y minima semanal, como cabe esperar. Sin embargo, es necesario
resaltar las temperaturas maximas semanales. En la tercera semana del mes de abril ya se
alcanzan temperaturas superiores a 302C, temperatura muy superior a la temperatura a la que
se encontraba el invernadero tedricamente: 251£39C en verano. El invernadero posee sistemas
gue permiten mantener la temperatura dentro estos rangos: malla de sombreo, aireaciéon a
través de apertura de ventanas y sistema de cooling. Sin embargo, las temperaturas
registradas nos llevan a pesar de que no se hizo un control adecuado de la temperatura debido
a la averia de algunos de estos sistemas.

En un experimento realizado por Kristiansen y Andersen (1993), se probé la influencia de la
temperatura, el fotoperiodo y la edad sobre el potencial androgénico en pimiento y se
concluyéd que los factores que influian sobre el rendimiento embriogénico eran la temperatura
a la que crecian las plantas donantes y la edad, mientras que el fotoperiodo no tuvo efecto.
Segun este estudio, la temperatura dptima que favorece la aparicion de embriones a partir del
cultivo de anteras es de entorno a los 262C. Como se observa en la gréfica 2, los dias 3, 4, 11,
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12, 18, 26, 29, 30y 31 de julio se registraron maximos de temperatura por encima de los 309C.
Ademads, estos periodos en los que fallaron los sistemas de control de temperatura del
invernadero estaban repartidos bastante equitativamente a lo largo del mes, lo que hizo que
fuera muy poco probable que una nueva yema, desde que aparecidé hasta que fue recolectada,
no se viera sometida a estas altas temperaturas. En el caso del cultivo del 24 de julio, el hecho
de haber obtenido respuesta puede explicarse si tenemos en cuenta que se obtuvieron
embriones Unicamente a partir de dos anteras, obteniendo 8 embriones a partir de una de
ellas. De forma que se pudieron haber combinado dos factores favorables, la posicién de las
anteras en la planta, asi como la posicion de la planta en el invernadero, y el no haberse visto
sometidas a temperaturas extremadamente elevadas desde que aparecieron hasta que fueron

recolectadas.
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Grafica 1. Evolucion de la temperatura promedio, maxima y minima semanal desde
abril hasta julio.
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Grafica 2. Evolucion de la temperatura promedio, maxima y minima diaria durante el
mes de julio. Los dias en los que se recolectaron yemas para llevar a cabo los cultivos
se muestran resaltados en negrita.

Los cultivos posteriores se realizaron a partir de nuevas plantas donantes. Estas plantas se
llevaron a otro mddulo de los invernaderos el 23 de septiembre, casi 3 meses después de la
siembra. Se tardé 1 mes mas hasta que las plantas desarrollaron suficientes yemas y pudimos
llevar a cabo los cultivos. De estos tres nuevos cultivos, solamente disponiamos de datos de
temperatura del que se llevd a cabo el 31 de octubre, pues el segundo cultivo se descartd por
contaminacion enddgena de las anteras y el Ultimo se hizo el 9 de enero de 2020, nuevo afio
del cual no habia registro de temperaturas.
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4.1.2. CALIDAD DE LOS EMBRIONES Y SU CAPACIDAD DE DESARROLLO A
PLANTA

De los 8 embriones obtenidos para el tratamiento con agua de coco al 5% y hormonas, 3
embriones se necrosaron y murieron tras pasarlos a medio MS+h, mientras que 5 de ellos se
pasaron a medio MS+h siendo ya plantulas. Entre estas, la plantula derivada del embrién G3.1
presentaba un meristemo apical anémalo y nunca llegé a desarrollar cotiledones (Figura 8A).
En cambio, la plantula G3.3 que parecia tener un desarrollo normal (Figura 8B), al pasarla a
bote con medio MS-h murid. Otras 2 de ellas presentaban un desarrollo apical anormal con
callosidades en cada yema axilar y nudo, asi como en el meristemo apical y caulinar (Figura
8C). Sélo llegd a planta sana el embrién G3.8. Como se observa en la figura 9A, la planta
presentaba un desarrollo apical-basal normal, incluso aparecieron yemas florales in vitro. Esta
presentaba un nimero de hojas suficiente que permitio retirar una para el analisis posterior de
ploidia. En cuanto al tratamiento con agua de coco al 10% obtuvimos un Unico embrién, el cual
avanzo hasta plantula, como podemos observar en la figura 8D, y se transfirié a bote MS-h
donde dio lugar a una planta con desarrollo completamente normal (Figura 9B).

Figura 8. Embriones/plantulas de pimiento obtenidas a partir del tratamiento con hormonas
y agua de coco al 5% (A, B, C) y al 10% (D). A: Plantula G3.1 con desarrollo del meristemo
apical anormal a dia 5, 14 y 40 tras la aparicion de los embriones. B: Plantula G3.3 con
desarrollo normal a dia 5, 14 y 40 tras la aparicion de los embriones. C: Plantula G3.5 con
desarrollo apical y basal anormal a dia 5, 14 y 40 tras la aparicion de los embriones. D: Plantula
F3.1 con desarrollo apical-basal correcto a dia 5, 11y 14.

Como no se obtuvo respuesta en los controles, no podemos comparar la calidad de los
embriones y su desarrollo hasta plantula para determinar el efecto del agua de coco sobre este
aspecto. Aun asi, en el tratamiento CW+h 5% el nimero de embriones que abortaron es del
37’5%. Entre aquellos que avanzaron hasta plantula, el 80% presentaban anormalidades en el
desarrollo apical. Estos embriones derivados de las microsporas presentaban cotiledones
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atrofiados o incluso ausentes, de forma que se vio dificultada su expansién lateral. Entre las
anormalidades mas frecuentes tenemos la carencia de un meristemo apical funcional, lo cual
dificulta la germinacion de embriones derivados de microsporas (revisado en Segui-Simarro et
al.,, 2011). Por lo tanto, es importante el estudio de los factores que influyen en Ia
embriogénesis cigdtica, en la cual éstos son sintetizados o regulados por el endospermo o los
tejidos del évulo o de la semilla, para aplicar estos conocimientos en la mejora del desarrollo
de los embriones derivados de microsporas in vitro. El hecho de que el agua de coco sea el
endospermo liquido de Cocos nucifera nos hace pensar que podria aportar alguno de estos
factores que apoyan el correcto desarrollo embrionario, pues es su funcidon natural. Sin
embargo, debido a las condiciones en las que se encontraban las plantas donantes o el empleo
de antibidticos en el medio, como hemos comentado anteriormente, el efecto del agua de
coco queda enmascarado vy, por lo tanto, seria conveniente abordar en primer término la
optimizacidn de las condiciones de crecimiento de las plantas donantes, asi como tratar de
evitar la contaminacidon endégena mediante una alternativa que no inhiba la embriogénesis.

Figura 9. Plantas aclimatadas de
pimiento aproximadamente 3
meses tras la aparicion de los
embriones. A: Planta PG3.8
procedente del tratamiento con
agua de coco al 5% con hormonas.
Esta presenta un desarrollo apical-
basal normal e incluso ha
desarrollado yemas florales
(flecha). B: Planta PF3.1 procedente
del tratamiento con agua de coco al
10% con hormonas.

4.1.3. ANALISIS DE PLOIDIA DE LAS PLANTAS OBTENIDAS

Para llevar a cabo el andlisis de ploidia de las dos plantas obtenidas con el tratamiento con
agua de coco al 5y 10% y hormonas, se utilizéd un citdmetro de flujo modelo Partec Ploidy
Analyzer |. En este tipo de analisis, el eje x hace referencia al contenido en DNA y el eje y al
numero de nucleos detectados. La posicién de los picos de los histogramas generados es
relativa, por lo tanto, ésta debe ser ajustada previamente basdndose en una muestra control
de referencia de ploidia conocida. Como referencia de contenido de DNA 2C se tomd una hoja
de las plantas donantes diploides y se ajusto el histograma de forma que el valor 100 del eje de
abscisas (x=100) se correspondiera con el contenido 2C para facilitar la interpretacién de los
resultados. En cada histograma tenemos un pico con distribucién normal identificado con un
rectangulo que se corresponde con las células del material vegetal en fase GO/G1 que sera:
diploide en el control (x=100), haploide en la muestra si el pico se encuentra en una posicion
desplazada a la izquierda en x=50 con respecto al control, diploide si se en la misma posicidn
gue el control (x=100), triploide si el pico se encuentra desplazado hacia la derecha en x=150
con respecto al control y asi sucesivamente y, por otro lado, un pico de menor altura que se
corresponde con unas pocas células que estan en fase G2 del ciclo celular con el doble de DNA.
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Como podemos observar en la figura 10, ambas plantas presentaban un contenido en DNA 2C

al igual que la planta donante.

Control 1 8 CW+h 5% |1 2

M/___Q s ~L

Figura 10. Analisis de ploidia mediante citometria de flujo de las plantas de pimiento obtenidas a
partir del cultivo de anteras. En cada histograma el pico marcado con un rectangulo se corresponde
con las células del material vegetal que se encuentran en fase GO/G1. El histograma control
pertenece al material vegetal procedente de las plantas donantes 2n, el cual se emplea como
referencia para conocer la ploidia de las plantas regenerantes. Las plantas obtenidas a partir del
tratamiento con agua de coco al 5% y hormonas (CW+h5%) y con agua de coco al 10% y hormonas
(CW+h10%) presentan un contenido en DNA igual al control, por lo tanto, son diploides.

Embriogénesis directa y origen gametofitico

CW+h 10% |1

N

A

Como se observa en la figura 11, la embriogénesis mediante el protocolo descrito por Dumas
de Vaulx et al. (1981) fue directa. Segun un estudio realizado por Parra-Vega et al. (2013), la
formacion de embriones es mads frecuente que la formacién de callo en el genotipo Herminio.
Se demostré mediante analisis de ploidia y mediante marcadores moleculares que todas las
plantulas obtenidas a partir de callo por organogénesis derivaban del tejido de la antera. Es
decir, no se daba la posibilidad de produccién de embriones via callogénesis a partir de la
microspora. Por el contrario, los embriones obtenidos via directa eran haploides, y aquellos
diploides resultaron ser dobles haploides tras el andlisis de marcadores moleculares (Parra-
Vega et al., 2013). Por lo tanto, el haber utilizado un protocolo que induce la embriogénesis
directa sin formacion de callo da cierta seguridad a la hora de concluir que los regenerantes

obtenidos con un contenido de DNA 2C eran dobles haploides, es decir, 100% homocigotos.

Figura 11. Embriones en antera obtenidos a partir del cultivo de anteras de pimiento.
A: Masa de embriones obtenida a partir de una Unica antera en el tratamiento con agua
de coco al 5% con hormonas. Uno de ellos se encuentra en un estadio mds avanzado del
desarrollo embriogénico (sefialado con un asterisco). Se aprecian los pelos radiculares
que se observan frecuentemente antes de la aparicion del embridn (flecha). B: Embrion
obtenido a partir del tratamiento con agua de coco al 10% con hormonas. El lateral de la
antera se rompid por la presion ejercida por el embridn en crecimiento.
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4.2. CULTIVO DE ANTERAS DE BERENJENA

4.2.1. RENDIMIENTO EMBRIOGENICO

Las tres réplicas de cultivo de anteras de berenjena se llevaron a cabo a lo largo del mes de
febrero (dias 5, 12 y 26). Como podemos observar en la tabla 11, el mayor rendimiento se
obtuvo en las anteras cultivadas en medio con agua de coco al 5% y hormonas, siendo este
3.64 embriones/100 anteras cultivadas, seguido del rendimiento obtenido en el medio con
agua de coco al 10% y en el medio con agua de coco al 20%, ambos con hormonas. El medio
con agua de coco a una concentracién del 10% sin hormonas ofrecid un rendimiento de 1.91
embriones/100 anteras. Es decir, en un medio sin hormonas, el agua de coco tuvo la capacidad
de inducir la formacién de embriones a partir de las microsporas inducidas. Por su parte, en los
controles no se obtuvo respuesta a pesar de utilizar el protocolo estandar, con el cual se han
obtenido rendimientos de 237.5 embriones/ 100 anteras en el genotipo DH36 (Rivas-Sendra et
al., 2017). Es importante tener en cuenta que debido a la declaracion del Estado de Alarma del
14 de marzo del 2020 no se pudo refrescar el medio a los 45 dias tras el paso de las anteras a
medio R. Esto pudo influenciar notablemente en el rendimiento obtenido, pues en berenjena
la experiencia apunta a que la mayor aparicion de embriones se da tras refrescar el medio R.
Sin embargo, aun teniendo en cuenta la imposibilidad de refrescar el medio, la eficiencia sigue
siendo baja si se compara con las respuestas obtenidas en otros genotipos comerciales
hibridos como es el caso de Ecavi con un rendimiento de 61 embriones/100 anteras (Salas et
al. 2011), Cristal con 53 embriones/100 anteras (Salas et al. 2012) o Bandera con 146
embriones/100 anteras, genotipo a partir del cual se desarrollé esta linea doble haploide de
alta respuesta. Con todo esto, la nula respuesta obtenida en los controles fue indicador de que
las condiciones en las que se realizaron los cultivos fueron inadecuadas y, por lo tanto, las
eficiencias obtenidas en los otros medios pueden estar sesgadas por estas condiciones no
6ptimas.

Tratamiento N2 anteras N2 anteras Rendimiento androgénico
cultivadas androgénicas (embriones/100 anteras)

CW+h 20% 107 1 0.935
CW+h 10% 117 2 1.709
CW+h 5% 110 3 3.636
CW-h 20% 97 0 0
CW-h 10% 105 2 1.905
CW-h 5% 106 0 0
Control 112 0 0

Tabla 11. Numero de anteras cultivadas, nimero de anteras que respondieron y
rendimiento androgénico obtenido para las distintas concentraciones de agua de coco (CW)
con hormonas (+h) y sin hormonas (-h) en el cultivo de anteras de berenjena. El rendimiento
androgénico se expresa en nimero de embriones obtenidos por cada 100 anteras.

Influencia de las condiciones de cultivo de las plantas donantes sobre el rendimiento
en la embriogénesis de microsporas

En este caso, el protocolo empleado no difiere en composicidon ni concentracién con respecto
al empleado en el trabajo realizado por Rivas-Sendra et al. (2017). Por lo tanto, se refuerza
nuestra hipodtesis sobre las condiciones no ideales en las que se encuentras las plantas
donantes. No se disponia de los datos de temperatura del invernadero del periodo en el que se
traspasaron las plantas de berenjena donantes y se hicieron los cultivos. A pesar de ello, los
registros de temperatura en los meses en los que crecieron las plantas de pimiento
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constituyen una evidencia de que los sistemas de regulacién de la temperatura del
invernadero fallaban (apartado 4.1.1.). Esto pudo producir fluctuaciones de la temperatura, la
cual se desvio de los limites entre los cuales se mantiene tedricamente: 20+32C en invierno. En
berenjena no hay estudios en los que se evalle el efecto de la temperatura a la que se
encuentran las plantas donantes sobre la respuesta embriogénicay, por lo tanto, no se conoce
la temperatura dptima de cultivo. No obstante, existen estudios en otras especies (Lo y Pauls,
1992; kristiansen y Andersen, 1993; Ercan et al., 2006) que demuestran la importancia de
conocer la temperatura éptima de cultivo de las plantas donantes, en primer término, para
llevar un control riguroso de estas condiciones una vez conocidas, pues influyen
significativamente sobre el rendimiento androgénico. Por este motivo, seria interesante
estudiar este factor en este genotipo en concreto, pues tiene caracteristicas interesantes para
la investigacidon basica y aplicada de la embriogénesis de microsporas en berenjena. Por
ejemplo, debido al alto rendimiento androgénico que ofrece, se puede utilizar para facilitar el
estudio del control genético de la competencia androgénica. Esta linea de alta respuesta
podria usarse también para transferir su competencia androgénica a genotipos recalcitrantes
de interés agrondmico mediante cruces (Rivas-Sendra et al., 2017). De igual forma, cuando se
estudien las condiciones que proporcionan los rendimientos propios del genotipo DH36, éste
serd ideal para repetir el experimento llevado a cabo en el presente trabajo y asi poder
concluir qué efecto tiene el agua de coco sobre la embriogénesis derivada de microsporas.

4.2.2. CALIDAD DE LOS EMBRIONES Y SU CAPACIDAD DE DESARROLLO A
PLANTA

Como podemos observar en la figura 12, la formacion de callo a partir del tejido de la antera es
frecuente en berenjena, independientemente del genotipo (Salas et al., 2011). Este callo es
una posible fuente de obtencion de regenerantes por organogénesis o embriogénesis
somatica, lo cual constituye un inconveniente para esta via de obtencién de lineas puras. Sin
embargo, en un estudio realizado en varios genotipos de berenjena se demostré que no es
posible la formacién de brotes ni embriones a partir de estos callos con reducida friabilidad
(Salas et al., 2011). Ademas, en este mismo estudio, se analizo la ploidia de los embriones
obtenidos mediante el cultivo de anteras en el genotipo hibrido Bandera. De estos embriones
un 17°9% eran haploides, confirmando su origen gametofitico, un 46’4% eran diploides y el
resto presentaban ploidias superiores o eran mixoploides. Para el genotipo Bandera y Ecavi se
analiz6 una muestra representativa de individuos diploides elegidos al azar mediante
marcadores moleculares y resultaron ser todos homocigotos para el conjunto de
microsaté

ites empleados (Salas et al., 2011). Esto demuestra una coexistencia independiente
de callos somaticos con embriones derivados de microsporas.

Por otro lado, la figura 12 muestra la aparicion de embriones sefialados con flechas en dos
anteras pertenecientes a réplicas distintas cultivadas en medio con agua de coco al 5% con
hormonas. Los embriones aparecian en la superficie de la antera mediante embriogénesis
directa, como es el caso de los dos embriones obtenidos a partir de una Unica antera de la
figura 12A, o tras unas pocas rondas de division previas a la formacion de los embriones, como
podemos observar en el embrién de la figura 12B, de forma que presentaba un pequefio callo
en la parte basal. Sin embargo, el aspecto de este callo es diferente a aquellos derivados del
tejido de la antera. Estos Ultimos aparecian en la parte anterior y/o posterior de la antera y
eran mds compactos, mientras que los callos embriogénicos eran friables y aparecian en los
laterales de la antera. Esto sugiere que procedian del l6culo de la antera donde las
microsporas inducidas empezaron a proliferar.
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Figura 12. Embriones en antera obtenidos a partir del cultivo de anteras de berenjena
en medio con agua de coco al 5% y hormonas. A: Embriones obtenidos a partir de una
Unica antera mediante embriogénesis directa (flecha). B: Embriéon formado tras una
etapa previa de callo (flecha).

La figura 13 muestra aquellos embriones que dieron lugar a plantula con un desarrollo normal.
En la figura 13A, se muestra la evolucién del embridn G2.0 obtenido a partir del tratamiento
con agua de coco al 5% con hormonas. Como podemos observar este presentaba formacién de
callo en la parte basal, pero esto no afecté al correcto desarrollo de la raiz y la parte apical. Lo
mismo ocurrié con el embrién E3.1 procedente del tratamiento con agua de coco al 20% vy
hormonas (Figura 13C). Por otro lado, en la figura 13B se muestra un ejemplo en el cual se
obtuvo un brote a partir de callo derivado de tejido del embridn por organogénesis. En este
caso, como se observa en la primera imagen, al extraer el embriéon de la antera este se
fracturd, una parte se necroso y la otra empezd a desarrollar callo. A partir de este callo surgid
un brote que derivé en una plantula con un desarrollo apical y radicular normal.

Figura 13. Evolucion de los embriones con un desarrollo apical-basal normal obtenidos a partir
del cultivo de anteras de berenjena. A: Embridén G2.0 obtenido a partir del tratamiento con agua
de coco al 5% y hormonas. B: Embridn F2.1 derivado del tratamiento con agua de coco al 10% y
hormonas. C: Embrién E3.1 procedente del tratamiento con agua de coco al 20% y hormonas.

En la figura 14 se muestran aquellos embriones que presentaban anormalidades en el
desarrollo. Todos ellos tenian en comun la ausencia de un meristemo apical funcional, de
forma que fueron incapaces de desarrollar cotiledones, como es el caso del embrién G2.1
(Figura 14D), el cual aborté y acabd necrosandose, o presentaban cotiledones atrofiados
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(Figura 14 A, B, C). El embridn C2.1 (Figura 14A) derivo en callo y a partir de este aparecieron
dos brotes por organogénesis.

Figura 14. Embriones con anormalidades
morfolégicas derivados del cultivo de
anteras de berenjena. A: Embrion C2.1
con cotiledones malformados obtenido a
partir del tratamiento con agua de coco al
10% sin hormonas. B: Embridon C2.2
obtenido a partir del tratamiento con
agua de coco al 10% sin hormonas. C:
Embrién G1.1 con cotiledones atrofiados
(flecha) derivado del tratamiento con
agua de coco al 5% con hormonas. D:
Embrion G2.1 caracterizado por la
ausencia de cotiledones originado a partir
del tratamiento con agua de coco al 5%
con hormonas.

Los brotes obtenidos por organogénesis a partir de callo derivado de embriones fracturados o
con desarrollo apical anémalo derivan de tejido embrionario, por lo tanto, serdn haploides o
dobles haploides en funcidn de si el embrién sufrié duplicacién cromosdmica espontdnea
durante el desarrollo embrionario.

Es importante tener en cuenta que, a partir de la declaracién del Estado de Alarma, el
seguimiento de los cultivos fue realizado por compafieros bajo estrictas normas de asistencia
al laboratorio, siendo esta asistencia limitada. Por lo tanto, no se pudo tener un control
adecuado de los cambios de medio, lo cual puede haber afectado a la capacidad de algunos de
ellos para continuar su desarrollo embrionario. También es importante tener en cuenta que
este analisis de los resultados se ha realizado a través de fotografias, lo cual dificulta una
interpretacién de los resultados de calidad. De todos modos, las bajas eficiencias obtenidas y
la nula respuesta de los controles no habrian permitido determinar el efecto de las distintas
concentraciones de agua de coco sobre la calidad de los embriones. Asi pues, una vez se
establezcan las condiciones adecuadas de cultivo de las plantas donantes y los controles
proporcionen los rendimientos propios del genotipo DH36, seria conveniente repetir este
experimento.

4.3. CULTIVO DE MICROSPORAS AISLADAS DE BERENJENA

4.3.1. RENDIMIENTO EMBRIOGENICO

Esta parte experimental también se vio influenciada por el decreto del Estado de Alarma.
Debido a esta circunstancia, sélo se pudo llevar a cabo un cultivo de microspora de las 3
réplicas experimentales planteadas inicialmente en el trabajo. A partir de este cultivo, llevado
a cabo el 3 de marzo de 2020, se obtuvieron 5 réplicas por cada uno de los tratamientos. El 23
de marzo ya se detectd respuesta, pero hasta el 17 de abril no se llevd a cabo el conteo. En el
protocolo estandar aquellos callos que superan 1 mm de tamafio se transfieren a medio MS
para obtener regenerantes a partir del callo (Miyoshi, 1966; Corral-Martinez et al., 2008; Rivas-
Sendra et al., 2015). Sin embargo, debido a la imposibilidad de ir al laboratorio, se cambié el
criterio de conteo. Se contabilizaron los callos que eran visibles al ojo humano a partir de una
fotografia y sélo aquellos que la calidad de dicha imagen permitia identificar inequivocamente
como callos. Se descartaron las placas contaminadas. En trabajos anteriores, se registraron
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rendimientos promedio de 267.36 callos/mL para el genotipo DH36, frente a 65.08 callos/mL
obtenidos para el genotipo Bandera, a partir del cual se obtuvo esta linea doble haploide de
alta respuesta (Rivas-Sendra et al.,, 2017). Sin embargo, en este estudio se obtuvo un
rendimiento en el control de 0.6 callos/mL, drasticamente inferior al registrado en el estudio
anterior. Hay que tener en cuenta que la viabilidad de partida de las microsporas, tras ser
aisladas durante el cultivo, fue baja (Tabla 12). Por lo tanto, tras el tratamiento inductivo
estresante las microsporas androgénicas que sobrevivieron fueron menos que si hubiéramos
partido de una viabilidad superior. Esta baja viabilidad a dia O pudo deberse a periodos largos
en los cuales la suspensién no se mantuvo en hielo durante el cultivo, por ejemplo, durante la
extraccién de las microsporas. Sin embargo, la diferencia en términos de rendimiento con
respecto a estudios anteriores sigue siendo muy pronunciada, aun teniendo en cuenta esta
baja viabilidad de partida. En el presente trabajo se empled una versién modificada del
protocolo: se redujeron las concentraciones de hormonas y se duplicé la concentracidon de
sacarosa, sales y vitaminas NLN. No obstante, estas diferencias en el protocolo no explican la
baja respuesta obtenida, ya que en cultivos prueba realizados con el protocolo original dieron
como resultado una respuesta androgénica nula. Por lo tanto, todo apunta a las condiciones
no 6ptimas de las plantas donantes en el invernadero discutido para el cultivo de anteras de
berenjena.

Influencia del agua de coco sobre el rendimiento embriogénico

A diferencia del protocolo empleado en especies modelo como cebada, colza o tabaco, en el
cual la adicion de hormonas al medio no es requerida para una correcta induccion de la
embriogénesis derivada de microsporas (revisado en Shariatpanahi et al., 2006), en el método
descrito para el cultivo de microsporas de berenjena es necesario suplementar el medio con
hormonas. Como podemos observar en la tabla 12, el agua de coco en medio de cultivo sin
hormonas fue capaz de promover la proliferacion de las microsporas inducidas dando lugar a
callos. Ademas, el rendimiento resulté ser directamente proporcional a la concentracion de
agua de coco, se obtuvo el mayor rendimiento con agua de coco al 20%. El rendimiento
obtenido con agua de coco al 10% sin hormonas fue equivalente al control (0.6 callos/ml). Por
lo tanto, el endospermo liquido de coco parece aportar el ambiente adecuado para inducir la
proliferacion de las microsporas inducidas, con un rendimiento equivalente al obtenido
mediante el medio de cultivo estdndar basado en hormonas, o mayor empleando
concentraciones de agua de coco superiores a 10%. Seria interesante estudiar el efecto de
incrementar la concentracién de agua de coco para llegar a conocer aquella concentracidn
6ptima en un medio no suplementado con hormonas.

El medio de cultivo estandar con hormonas suplementado con agua de coco al 5% y 10%
ofrecidé los mayores rendimientos, significativamente superiores a los obtenidos mediante el
protocolo estdndar. Esto denota un efecto sinérgico resultante de combinar en el medio las
hormonas empleadas en el protocolo estandar y el agua de coco. Seria interesante profundizar
en este sentido para estudiar que concentraciones de hormonas y agua de coco producen una
respuesta dptima. Pues, como podemos observar en la tabla 12, este efecto sinérgico depende
de las proporciones en las que se encuentren los distintos componentes, siendo la respuesta
nula con una concentracién de agua de coco del 20%. Esta nula respuesta pudo deberse a un
efecto inhibitorio derivado de combinar algin componente del agua de coco con las
concentraciones de NAA y BA empleadas. También cabe la posibilidad de que esta nula
respuesta se debiera a la traspiracion de las placas, lo cual ocurre frecuentemente en el cultivo
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en medio liquido. Como consecuencia, se evapora el medio de cultivo y las microsporas no son
capaces de proliferar.

A pesar de obtener resultados prometedores, estos no estan apoyados por un analisis
estadistico por la falta de réplicas experimentales, ya que lo comentado es respecto a un unico
cultivo. Por lo tanto, estas diferencias en rendimiento observadas para los distintos
tratamientos podrian deberse al azar de lo bioldgico y deberian realizar mas cultivos para ver si
esas proporciones se mantienen. Con todo, no podemos llegar a una conclusién, pero si se han
reforzado las evidencias que apoyan la teoria inicialmente planteada y la necesidad de seguir
con esta linea de investigacion.

Viabilidad Viabilidad Tratamiento Rendimiento androgénico
dia 0 dia 3 (callos/ml)
CW+h 20% 0

CW+h 10% 3

14.1% 3.9% CW+h 5% 2
CW-h 20% 1

CW-h 10% 0.6

CW-h 5% 0.2

Control 0.6

Tabla 12. Viabilidad de las microsporas a dia 0 y 3 y rendimiento androgénico
obtenido para las distintas concentraciones de agua de coco (CW) con hormonas (+h)
y sin hormonas (-h) en el cultivo de microsporas aisladas de berenjena. El rendimiento
androgénico se expresa en callos obtenidos por cada mililitro de medio de cultivo.

4.3.2. EMBRIOGENESIS DIRECTA A PARTIR DE LAS MICROSPORAS
INDUCIDAS

En el protocolo estandar, el desvio de embriogénesis directa a callogénesis se produce en
estadios tempranos, a nivel de embrion globular (Corral-Martinez y Segui-Simarro). Uno de los
objetivos de este trabajo era estudiar el efecto del endospermo liquido de coco sobre los
embriones en estadios tempranos y su capacidad de continuar el desarrollo embrionario. En el
cultivo de microsporas aisladas es critico refrescar el medio para asi asegurar una
concentracién adecuada de los distintos componentes, mantener el equilibrio de
micronutrientes y el pH. Sin embargo, no fue posible hacer los cambios de medio necesarios
debido a la imposibilidad de ir al laboratorio durante el Estado de Alarma. Por lo tanto,
probablemente en un determinado momento los componentes que constituyen el agua de
coco se agotaron o permanecieron presentes en concentraciones no suficientes, de forma que
los embriones acabaron perdiendo su identidad dando lugar a estructuras celulares
desorganizadas. Por ello, no se pudo determinar el efecto del agua de coco sobre su capacidad
de impulsar el desarrollo embrionario en el cultivo in vitro de microsporas androgénicas.
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5. CONCLUSION

Una vez analizados y discutidos los resultados se exponen las siguientes conclusiones:

Es necesario estudiar las condiciones dptimas de cultivo de las plantas donantes que
proporcionan las mayores eficiencias androgénicas. En berenjena, no hay estudios
previos en los que se evalle este factor. Asi pues, se plantea esta linea de
investigacion como requisito para continuar trabajando con este genotipo de alta
respuesta. Por otro lado, en pimiento hay estudios previos en los cuales se ha
establecido la temperatura dptima de cultivo de las plantas donantes, pero no en el
genotipo Herminio. Por lo tanto, debido a la gran influencia del genotipo en la
embriogénesis de microsporas, seria interesante estudiar este aspecto en el genotipo
con el que se trabaja.

Una vez optimizadas las condiciones de las plantas donantes que proporcionan el
rendimiento propio de estos genotipos, seria interesante repetir este experimento con
agua de coco para determinar su efecto sobre el rendimiento, la calidad de los
embriones y su capacidad de desarrollo a planta, pues las condiciones de cultivo
inadecuadas de las plantas donantes pueden haber sesgado las proporciones
obtenidas en el rendimiento y la nula respuesta obtenida en los controles no permite
comparar los distintos tratamientos en términos de calidad de los embriones.

En berenjena, se ha obtenido respuesta tanto en el cultivo de anteras como de
microsporas en medio con agua de coco sin hormonas, esto nos permite concluir que
el agua de coco proporciona el ambiente hormonal y nutricional necesario para que las
microsporas inducidas empiecen a proliferar y formar embriones en el cultivo de
anteras o callos en el cultivo de microsporas.
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