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Resumen

La embriogénesis somética (ES) es una potente herramienta para la propagacion clonal de genotipos
superiores cuya aplicacion comercial se estd ampliando a algunas especies de coniferas. Ademas de su
potencial para la propagacion masiva, la ES es una excelente fuente de células competentes para la
transformacion genética. Algunos genotipos producen embriones somaticos de escasa calidad y/o con
baja frecuencia de germinacion, lo que hace que la produccion a gran escala de estos genotipos sea
compleja y cara y, por lo tanto, limita su produccion. En este trabajo se ha estudiado la posibilidad de
inducir caulogénesis adventicia en embriones somaticos, mediante el precultivo de éstos con citoquininas.
Para probar el efecto de benciladenina (BA) en la conversién de embriones y la induccién de yemas
axilares, embriones somaticos maduros se precultivaron en medio Quorin-Leproive (QLP) suplementado o
no con 5 o 10 uM de BA durante 1, 2 y 3 semanas. Los embriones se transfirieron posteriormente a un
medio de crecimiento QLP libre de reguladores y suplementado con 2 g /L de carbén activo hasta que la
brotaciéon y desarrollo radicular fueron evidentes. Después de tres meses, se obtuvo un ndmero
significativamente mayor de brotes axilares por plantula en embriones inducidos con BA que en los
controles. Estos brotes axilares pueden ser aislados y enraizados proporcionando asi una estrategia
complementaria para aumentar el rendimiento de la ES en P. pinaster.

Abstract

Somatic embryogenesis (SE) is a powerful tool for clonal propagation of superior genotypes and is being
scaled up for commercial application in various conifer species. Besides its potential for massive
propagation, SE is an excellent source of competent cells for genetic transformation. Some genotypes
show a low embryo quality or a low frequency of germination, and large-scale production of these
genotypes would be too expensive and therefore would reduce the production. In this study, we have
aimed to induce adventitious caulogénesis in somatic embryos by preculturing them with cytokinins. To
test the effect of benzyladenine (BA) on embryo conversion and axillary bud induction, mature somatic
embryos were pre-cultured on Quorin-Leproive (QLP) medium supplemented or not with 5 or 10 uM BA for
1, 2 and 3 weeks. The embryos were subsequently transferred to a free-plant growth regulators-QLP
medium supplemented with 2 g/L activated charcoal until bud breaking and radicle elongation were
evident. After three months, a significantly higher number of axillary shoots per plantlet was obtained from
BA induced embryos than in controls. These axillary shoots could be isolated and rooted providing a
complementary way for increasing the yield of SE in P. pinaster.
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ABREVIATURAS
ANA Acido naftalenacético
BA e N® —benciladenina
CRY Capacidad de formacion de yemas
ERC .o Embriones con respuesta caulogénica
ES Embriogénesis somética
ESCS i Embriones somaticos
MD e Medio de desarrollo
MI Medio de induccién
MS Medio de cultivo Murashige y Skoog 1962
PGRS ..o Reguladores de crecimiento
QLP e Medio de cultivo Quoirin y Lepoivre
REM .. Medio de expresion de rizogénesis

(Rooting Expresion Medium)

RIM Medio de induccién de rizogénesis

(Rooting Induction Medium)

RW Medio de cultivo Risser y White 1964
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1 Introduccién

El pino maritimo (Pinus pinaster Ait.) es una conifera ampliamente distribuida en el sur
de Europa y norte de Africa, también se ha establecido ampliamente en areas no
nativas como Australia, América del Sur y Nueva Zelanda. Es una de las especies
forestales mas importantes en Francia, Portugal y Espafia. En Espafia se extiende por
muchas comunidades auténomas, siendo una de las especies mas utilizadas en
repoblaciones forestales debido a su gran adaptabilidad, frugalidad, y a su rapido
crecimiento, permitiendo optimizar su aprovechamiento en turnos mas cortos que otras
especies forestales. Sus principales usos son la produccion de madera (tableros de
aglomerado, pasta, chapa y aserrado), produccién de resina y protecciéon del suelo en
los programas de repoblacion forestal. En los ultimos afios, la utilizacion de madera y
sus derivados se ha incrementado, y parece que su demanda aumentara ain mas en
el futuro. Para satisfacer esta necesidad creciente, con el menor impacto ambiental
posible, es necesario establecer plantaciones con genotipos superiores utilizando
herramientas biotecnoldgicas como la micropropagacion y la ingenieria genética. La
propagacion clonal de individuos sobresalientes dentro de programas de mejora
genética y la conservacion de sus genotipos puede abordarse a través del cultivo in
vitro, buscando una tecnologia que permita obtener individuos en grandes cantidades

y en menor tiempo que el requerido por los métodos convencionales.

1.1 Antecedentes

En el caso del pino maritimo, hay dos técnicas de micropropagacion in vitro para la
propagacion clonal de individuos sobresalientes y la conservacién de sus genotipos: la
organogénesis (Alvarez et al. 2009; Calixto y Pais 1997; De Diego et al. 2008) y la
embriogénesis somatica (ES) (Bercetche y Paques 1995; Harvengt 2005; Humanez et
al. 2012; Lelu-Walter et al. 2006; Miguel et al. 2004), que estan muy consideradas por
tener mayor potencial que las técnicas tradicionales de enraizamiento de esquejes. La
ES es una herramienta con gran potencial para la propagacion clonal de genotipos
superiores y se esta aplicando de manera comercial en algunas especies de coniferas
(Klimaszewska et al. 2007; Nehra et al. 2005). Una de las ventajas de la ES es la
posibilidad de obtener un gran namero de lineas clonales diferentes que pueden ser
crioconservadas, esto permite el establecimiento de ensayos de campo para obtener

clones con mejor comportamiento que posteriormente serdn propagados masivamente
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desde el stock crioconservado de tejido embriogénico (Klimaszewska et al. 2007; Park
2002). Ademas de su potencial para la propagacion masiva, la ES es una excelente
fuente de células competentes para la transformacion genética (Trontin et al. 2007).
De hecho, los ultimos articulos sobre la transformacion genética de P. pinaster
muestran que esta tecnologia es una herramienta Util para estudios tanto aplicados

como basicos (Alvarez et al. 2012a; Klimaszewska et al. 2007).

La realidad es que, en la mayoria de los genotipos ensayados, frecuentemente se
presenta una baja calidad embrionaria y baja frecuencia de germinacion de los
embriones somaticos cotiledonares (ESCs), lo que hace que la producciéon a gran
escala de estos genotipos sea compleja y costosa. Este hecho es alin mas notorio en

el caso de los cultivos embriogénicos transgénicos (Alvarez et al. 2013; 2012a).

Ya se han descrito protocolos sobre cultivo in vitro para la formacion de yemas
adventicias en cotiledones de embriones cigéticos de pino maritimo y para el
enraizamiento de microtallos (Calixto y Pais 1997; Dumas y Monteuuis 1995). Se sabe
que la citoquinina N°-benciladenina (BA) estimula la formacién de yemas en los

cotiledones que posteriormente pueden ser aisladas y enraizadas.

1.2 Planteamiento y objetivos

El objetivo del presente trabajo es la induccion de yemas axilares y adventicias en
embriones somaticos de Pinus pinaster.

La linea embriogénica P5LV4.1 se ha caracterizado por su alta tasa de crecimiento, su
elevada capacidad de maduracién y por ser susceptible de transformacioén genética.
ESCs maduros de esta linea seran tratados con distintas concentraciones de BA (5 y
10 uM) durante 3 periodos de tiempo (1, 2 y 3 semanas) y posteriormente seran
transferidos a medio de desarrollo. Las yemas inducidas y aisladas se enraizaran

segun Alvarez et al. (2009).
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2 Material y métodos

2.1 Material Vegetal

Como material vegetal se utilizaron ESCs maduros de Pinus pinaster Ait. procedentes
de la linea embriogénica P5LV4.1, seleccionada por su alta tasa de crecimiento y su
capacidad de maduracion de acuerdo con Alvarez et al. (2012a). Los ESCs se
obtuvieron a partir de un cultivo de células embriogénicas criogenizadas de acuerdo
con Alvarez et al. (2012b).

2.2 Inducciéon de yemas

Los ESCs (2-4 mm de largo, Figura 1) se aislaron asépticamente y se colocaron
horizontalmente en placas Petri con medio de induccion (Ml). Este medio estaba
compuesto por las sales minerales y las vitaminas del medio QLP (Quoirin & Lepoivre
1977), 20 g/L de sacarosa y 8 g/L agar, sin reguladores de crecimiento (PGRs) o
suplementado con BA (5 6 10 uM). El pH se ajust6 a 5,8 antes de autoclavar (a 121°C,
20 min). Los ESCs se cultivaron en Ml durante diferentes periodos de tiempo (0, 1,2y
3 semanas) en oscuridad a 25° C + 1° C.

Figura 1: Embriones somaticos aislados asépticamente en MI.

Tras el periodo de induccion los embriones se transfirieron en todos los casos a medio
de desarrollo (MD), consistente en medio QLP con 2 g/L de carbon activo, 20 g/L de
sacarosa y dispensado en “potitos” de 150 mL (6 cm @ x 7 cm) con tapa magenta® (30
mL de medio por potito, Figura 2). Las condiciones de cultivo fueron 25 + 1°C con un
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fotoperiodo de 16 h, las dos primeras semanas en condiciones de penumbra (20 + 5
umol m? s™) y las siguientes con un flujo de fotones de 80 + 5 umol m™ proporcionado
por tubos fluorescentes blanco frio (TLD 58 W/33, Philips).

Figura 2: Embriones somaticos transferidos a potitos con MD.

Los embriones se subcultivaron cada 4 semanas en el mismo medio MD y tras 12
semanas, se estimé el porcentaje de supervivencia y de embriones con respuesta
caulogénica (ERC), entendiendo como tal el porcentaje de explantos que presentan
yemas axilares respecto al nimero inicial de embriones puestos en cultivo. Las yemas
axilares inducidas mayores de 1 cm se separaron de los embriones para permitir la
elongacion de los brotes y se subcultivaron cada 4 semanas en MD (10-12 yemas por
potito). Se tomaron datos relativos a la conversion de embriones para saber si la BA
afectaba a la germinacién, es decir el nUmero de embriones con yema apical y raiz, y
datos referentes al nimero medio de yemas y de la capacidad de formacién de yemas
(CFY), entendiendo como tal el nUmero medio de yemas mayores de 1 cm por
embrién inicial (ERC x N° medio de yemas mayores de 1 cm por embrién con

respuesta caulogénica)/100).

Con anterioridad se realizaron unos experimentos preliminares con las mismas
condiciones anteriores, pero con el Unico objetivo de investigar los efectos de la
manipulacién, minimizar los dafios de los embriones aislados y asi poder determinar la
posicién 6ptima de los embriones durante el proceso del cultivo, por lo que no se
recogieron datos sobre organogénesis. Los embriones se colocaron en tres paosiciones
diferentes sobre el Ml y posteriormente en las mismas posiciones sobre el MD: vertical
con los cotiledones insertados en el medio, vertical con el hipocotilo insertado en el

medio y horizontal tumbado sobre el medio.
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2.3 Enraizamiento de yemas

Para el enraizamiento de las yemas se emplearon yemas mayores de 2 cm que se
cultivaron de acuerdo con los protocolos de Dumas y Monteuuis (1995) y Alvarez et all.
(2009). Las yemas se colocaron en medio de induccién de rizogénesis (RIM)
consistente en los macroelementos del medio RW (Risser y White 1964), los
microelementos del medio MS (Murashige y Skoog 1962) diluidos a la mitad, 50 mg/L
de myo-inositol, 2 mg/L de glicina, 1 mg/L de tiamina, 1 mg/L de piridoxina, 1 mg/L de
acido nicotinico, 10 g/L de sacarosa y como auxina se utiliz6 acido naftalenacético
(ANA) 2,7 uM, el pH se ajusto a 5,5 antes de afiadir 8 g/L de agar y de autoclavar a
121 °C durante 20 minutos. El medio se dispensé en potitos de 150 mL (30 mL de
medio por potito). En este medio las yemas permanecieron durante 3 semanas a 25 +
1°C y con fotoperiodo de 16 h y un flujo de fotones de 80 * 5 pmol m™.
Posteriormente, las yemas se transfirieron a medio de expresion de rizogénesis (REM)
cuya composicion es igual a la de RIM pero con 30 g/L de sacarosa y sin hormonas.
Después de dos semanas en este medio se estimd el porcentaje de enraizamiento y el

numero de raices por yema.

2.4 Disefio experimental y andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron de acuerdo con un disefio completamente aleatorio
(Compton 1994), con un minimo de 40 explantos por tratamiento, presentandose los
datos como la media * el error estandar (EE). El tratamiento estadistico de los datos
se realiz6 con el software® “SPSS Statistics 21”. Se utiliz6 un nivel de significacion
a =0,05 para todas las variables. Las variables cualitativas (discretas) como los
porcentajes de supervivencia, ERC, y de germinacién se analizaron con el estadistico
¥*. Las variables cuantitativas (continuas) como el nimero medio de yemas mayores

de 1 cmy CFY, se analizaron con un ANOVA y con un test de Holm-Sidak a posteriori.
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3 Resultados

3.1 Induccién de yemas

Los experimentos preliminares para investigar los efectos de la manipulacion,
minimizar los dafios de los embriones aislados y asi poder determinar la posicion
Optima de los embriones durante el proceso del cultivo dieron como resultado,
transcurridos 20 dias en el MD, que los embriones que se dispusieron horizontalmente
(tumbados) presentaban mayor indice de supervivencia (77,8 %) que los colocados de
forma vertical (33,0 %), y los efectos lesivos de la manipulacion eran menores, por lo
gue en los siguientes experimentos los embriones se posicionaron horizontalmente

sobre los medios de cultivo.

Tras 3 meses desde el inicio del cultivo, se tomaron datos de los porcentajes de
supervivencia de los ESCs, porcentajes de ERC y germinacién, y numero medio de
yemas inducidas mayores de 1 cm por embrién con respuesta caulogénica (Figura 3),

y se calcul6 la capacidad de formacién de yemas de cada condicion estudiada.

Figura 3: A. ESC germinado tras 12 semanas de cultivo, observandose yema apical y raiz. B. ESC con
yemas inducidas tras 12 semanas de cultivo. C. yema inducida mayor de 1 cm aislada.

La influencia de la concentracion de BA (5 6 10 uM) aplicada durante 0, 1, 2 6 3
semanas sobre la formacion de yemas en ESCs maduros se muestra en las figuras 4 y
5. El periodo de exposicion a la citoquinina afect6 significativamente a la capacidad de
supervivencia de los ESCs; pero no se observaron diferencias significativas entre 5y
10 uM de BA. Los explantos no sometidos a induccion (0 semanas) y subcultivados
cada 4 semanas en MD (control) durante 3 meses, presentaron un porcentaje de
supervivencia inferior a los embriones tratados con BA durante 1, 2 6 3 semanas
(48,84%), éstos ultimos mostraron porcentajes de supervivencia crecientes con el
periodo de induccion, para 1 semana la supervivencia fue en torno al 55%, para 2
semanas aproximadamente el 77%, y para 3 semanas cerca del 95%; también se
observo que en general la supervivencia era algo mayor para aquellos ESCs inducidos
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con BA 10 pM que para los inducidos con 5 pM de BA pero no de manera significativa
(Figura 4).
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Figura 4: Efecto de la concentracion de BA y del periodo de induccion en la supervivencia de ESCs
maduros de Pinus pinaster. Los ESCs se cultivaron en Ml en presencia de BA (5 6 10uM), durante 1, 2 6
3 semanas, y posteriormente se transfirieron al MD sin reguladores (en el caso de los controles los ESCs
se transfirieron directamente al MD sin periodo de induccion con PGRs). Los datos se tomaron tras 12
semanas de cultivo. Letras distintas indican diferencias significativas entre concentraciones de BA dentro
de cada grupo de barras. Numeros distintos indican diferencias significativas entre tiempos de induccién
dentro de cada concentracion de BA (p < 0,05 Prueba de 7).

Por otra parte, respecto al porcentaje de ERC las diferencias fueron significativas entre
el control (tiempo 0) y el resto de tratamientos; pero no se observaron diferencias
significativas entre las concentraciones de BA estudiadas, ni entre los periodos de
induccién de 1, 2 y 3 semanas (Figura 5). La concentracién 10 uM de BA indujo
mayores porcentajes de ERC que 5 uM, pero no de manera significativa. También se
observé que una induccidon de 3 semanas con 10 uM de BA inducia un mayor

porcentaje de ERC que el resto de condiciones.
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Figura 5: Efecto de la concentracion de BA y del periodo de induccién en el porcentaje de embriones con
respuesta caulogénica (ERC) de ESCs maduros de Pinus pinaster. Los ESCs se cultivaron en Ml en
presencia de BA (5 6 10uM), durante 1, 2 6 3 semanas, y posteriormente se transfirieron al MD sin
reguladores (en el caso de los controles los ESCs se transfirieron directamente al MD sin periodo de
induccion con PGRs). Los datos se tomaron tras 12 semanas de cultivo. Letras distintas indican
diferencias significativas entre concentraciones de BA dentro de cada grupo de barras. NUmeros distintos
indican diferencias significativas entre tiempos de induccion dentro de cada concentracion de BA (p < 0,05
Prueba de %2).

En la Tabla 1 se muestra que el nimero medio de yemas mayores de 1 cm por ERC
es significativamente mayor en los ESCs cultivados en presencia de 5 uM de BA
durante un periodo de 2 semanas (3,11 yemas/embridén), que en el resto de los
tratamientos. Para el resto de condiciones ensayadas el nUmero medio de yemas por
ERC es de 1 y 2 yemas por embriébn. También hay que destacar que en aquellos

ESCs que no han sido cultivados en presencia de BA (control), no se observa

induccién de yemas (Tabla 1).

Tabla 1: Efecto de la concentracion de BA y del periodo de induccion en la formacion de yemas axilares
en ESCs maduros de Pinus pinaster. Los ESCs se cultivaron en Ml en presencia de BA (5 6 10uM),
durante 1, 2 6 3 semanas, y posteriormente se transfirieron al MD sin reguladores (en el caso de los
controles los ESCs se transfirieron directamente al MD sin periodo de induccion con PGRSs). Los datos se
tomaron tras 12 semanas de cultivo, y muestran la media de yemas >1cm por embridon con respuesta
caulogénica. No hay diferencias significativas entre concentraciones de BA, letras distintas indican
diferencias significativas entre periodos de induccion (p < 0,05 ANOVA, test a posteriori de Holm-Sidak).

N° Yemas / embrién = E

BA / Tiempo 0 a 1 abc 2 bc 3¢
5 0,00 1,57 £ 0,17 3,11+0,48 2,00+ 0,47
10 0,00 1,87 £ 0,30 2,00 £ 0,36 2,07 +0,16
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A partir de los datos del porcentaje de ERC y del numero medio de yemas por embrion
con respuesta, se ha calculado la CFY, que no muestra diferencias significativas para
las diferentes condiciones experimentales ensayadas (Tabla 2). La mayor CFY (0,92)
se alcanza para 3 semanas de induccion en presencia de 10 uM de BA, seguido de un
valor de 0,77 para un periodo de induccién de 2 semanas con 5 uM de BA. La menor
CFY (0,29) se obtiene en los ESCs cultivados durante una semana en presencia de 5
MM de BA, siendo el valor de la CFY para el resto de condiciones en torno a 0,5.

Tabla 2: Efecto de la concentracion de BA y del periodo de induccién en la capacidad de formacion de
yemas (CFY) de ESCs maduros de Pinus pinaster. Los ESCs se cultivaron en Ml en presencia de BA (5 6
10uM), durante 1, 2 6 3 semanas, y posteriormente se transfirieron al MD sin reguladores (en el caso de
los controles los ESCs se transfirieron directamente al MD sin periodo de induccién con PGRs). Los datos
se tomaron tras 12 semanas de cultivo. CFY = (ERC x n® medio yemas >1cm por embrién con respuesta
caulogénica)/100. No hay diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (p < 0,05 ANOVA).

CFY
BA / Tiempo 0 1 2 3
5 0,00 0,29 + 0,09 0,77 £ 0,00 0,53+0,14
10 0,00 0,49 0,20 0,52 +0,00 0,92+0,18

Otra variable estudiada fue el porcentaje de germinacion de los ESCs (aquellos que
presentan yema apical y raiz) después de 12 semanas de cultivo. Los ESCs no
tratados con BA (controles) en su mayoria presentaron raiz, pero no yema apical al
principio, ya que se observd que tardaba mas en brotar que en los ESCs tratados con
BA. Respecto al resto, se observo que los ESCs que mostraban menor porcentaje de
germinacion fueron aquellos inducidos durante 2 semanas con 5 uM de BA (5,6%),
mientras que los ESCs que exhibian un mayor porcentaje de germinacion fueron los
cultivados con 5 uM de BA durante 3 semanas (47,12%) (Figura 6).
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Figura 6: Efecto de la concentracion de BA, y del periodo de induccion en el porcentaje de germinacion
de ESCs maduros de Pinus pinaster. Los ESCs se cultivaron en Ml en presencia de BA (5 6 10uM),
durante 1, 2 6 3 semanas, y posteriormente se transfirieron al MD sin reguladores (en el caso de los
controles los ESCs se transfirieron directamente al MD sin periodo de induccion con PGRs). Letras
distintas indican diferencias significativas entre concentraciones de BA dentro de cada grupo de barras.
NUmeros distintos indican diferencias significativas entre tiempos de induccién dentro de cada

concentracion de BA (p < 0,05 Prueba de xz).

En algunos ESCs se observd que, a medida que estos se desarrollaban en el MD,
presentaban malformaciones en los cotiledones e hipocaotilo (figura 7); es decir, no se
desarrollaban de manera normal y no habia formacion de yemas axilares ni se
producia la germinacién de los mismos. La frecuencia de ESCs con malformaciones
aumentaba significativamente con el periodo de precultivo en presencia de BA. (Figura

8). Con el tiempo estos embriones se necrosaban y finalmente morian.

Figura 7. Marcados en rojo dos ESCs con malformaciones, se observa que los embriones no se
desarrollan y no hay formacion de yemas axilares, ni tampoco se produce la germinacion.
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Figura 8: Efecto de la concentracion de BA, y del periodo de induccion en el porcentaje de
malformaciones de ESCs maduros de Pinus pinaster. Los ESCs se cultivaron en Ml en presencia de BA
(5 6 10uM), durante 1, 2 6 3 semanas, y posteriormente se transfirieron al MD sin reguladores (en el caso
de los controles los ESCs se transfirieron directamente al MD sin periodo de inducciéon con PGRs). Letras
distintas indican diferencias significativas entre concentraciones de BA dentro de cada grupo de barras.
NUmeros distintos indican diferencias significativas entre tiempos de induccién dentro de cada
concentracién de BA (p < 0,05 Prueba de y2).

3.2 Enraizamiento de yemas

El enraizamiento tuvo lugar en dos etapas, induccion y expresion segun Alvarez et al.
(2009). Tras 3 semanas en RIM (induccion) en presencia de ANA (2,7 uM) y 2
semanas en REM (expresidon), se tomaron datos referentes al porcentaje de
enraizamiento, y al nimero medio de raices por yema, obteniéndose una tasa de
enraizamiento de 84,3 + 6,8 con cinco-seis raices por yema. No se observo
crecimiento plagiotrépico y las plantas mostraron un sistema radicular bien

desarrollado (Figura 9).

Figura 9: Yema enraizada

Paula Palacios Mozo 12



Caulogénesis adventicia en embriones somaticos de Pinus pinaster, una alternativa para superar la baja
productividad de algunas lineas embriogénicas

4 Discusioén

Se sabe que la iniciacion y la maduracién de embriones somaticos en coniferas esta
bajo fuerte control genético (Klimaszewska et al. 2001; Lelu-Walter et al. 1999; Miguel
et al. 2004; Niskanen et al. 2004; Park et al. 1993). Alvarez et al. (comunicacion
personal) han observado que soélo tres arboles madre (de 8 testados) producen lineas
capaces de madurar. Miguel et al. (2004) describe que so6lo el 11% de las lineas
ensayadas producen embriones soméaticos con cotiledones en genotipos portugueses.
La realidad actual es que algunas lineas embriogénicas de genotipos interesantes
forman embriones de baja calidad o reducida capacidad de germinacion, y hace que la
produccion a gran escala de ciertos genotipos sea dificil y cara y, por lo tanto, elimina
a estos genotipos de la produccion. En este estudio, hemos tratado de mejorar el
rendimiento de un protocolo de embriogénesis somatica publicado previamente en P.
pinaster (Alvarez et al. 2012a), centrandose en un paso fundamental como es la
conversion. El enfoque que aqui se presenta consiste en el desarrollo de un protocolo
combinado entre ES y organogénesis. Este procedimiento ha sido ya descrito en P.
radiata (Montalban et al. 2011) y podria ser util para amplificar y propagar lineas
embriogénicas con reducida capacidad de maduracion y que puedan ser interesantes
por otras razones, o en el caso de la transformacion genética, donde la capacidad de
maduracion se reduce drasticamente (Alvarez et al. 2013; Alvarez et al. 2012a;
Malabadi et al. 2008; Tereso et al. 2006).

En el desarrollo del presente protocolo nos basamos en estudios previos sobre el
efecto de la BA y el posicionamiento de los ESCs en el medio de cultivo (datos no
mostrados). Los efectos lesivos de la manipulaciéon, son menores en aquellos ESCs
gue se disponen horizontalmente tumbados en el medio de cultivo y, por tanto,
presentan mayor indice de supervivencia que aquellos que se disponen de forma
vertical con el hipocotilo o los cotiledones insertados en el medio de cultivo (Alvarez

comunicacion personal).

Por otro lado, se puede afirmar que el periodo de induccién afecta de manera
significativa a la supervivencia de los ESCs, ya que se observa un aumento de la
supervivencia a mayor tiempo de induccién con BA. Los resultados también sugieren
gue el porcentaje de ERC es influenciado por el periodo de induccién con BA, la
combinacion de mayor concentracion de BA y mayor tiempo de induccion aumentan el
porcentaje de ERC respecto al resto de combinaciones ensayadas, pero no de manera

significativa. También hay diferencias significativas en cuanto a la formacién de yemas
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para los diferentes periodos de induccion; sin embargo estas diferencias no son
significativas para las dos concentraciones de BA estudiadas. Estos datos sugieren
gue concentraciones de BA mayores de 5 pM no estimularian un incremento del
namero de yemas inducidas por embrion, pero si aumentarian éstas en funcion del
tiempo de induccién. Los resultados muestran que el éptimo para la induccién de
multiples tallos en ESCs seria su cultivo en presencia de BA 5 uM durante un periodo
de 2 semanas.

En cuanto a la CFY, que depende del porcentaje de ERC y del nUmero medio de
yemas por embrién con respuesta y es considerada como la mas informativa desde un
punto de vista productivo (Capuana y Raffaelo 1995; Zambryski et al. 1983), es mayor
para la combinacién de 3 semanas de induccion y 10 uM de BA, al igual que el
porcentaje de ERC de la que depende. Los analisis estadisticos muestran que no
existen diferencias significativas entre los diferentes tratamientos; pero los ensayos
realizados también sugieren que el tiempo de exposicion a BA puede influir en la

malformacion de algunos ESCs durante su cultivo.

Por otra parte, los datos obtenidos sugieren que la BA influye en el proceso de
germinacion y en la brotacibn de la yema apical. No se observan diferencias
significativas en el porcentaje de germinaciéon (aquellos que presentan yema apical, y
raiz) de los ESCs cultivados en presencia de diferentes concentraciones de BA; sin
embargo se puede decir que ésta influye en la germinacién de los ESCs, puesto que
los controles mostraron brotacidon de yema apical mucho mas tardia que el resto de
tratamientos aunque si presentaron formacién de raiz. La germinacién si estuvo
afectada significativamente por el periodo de induccion en presencia de BA; sin
embargo la evolucién de la respuesta estimada para un tiempo de exposicion de 2
semanas a BA se desvia de lo esperado en relacién con los otros periodos 0, 1y 3
semanas, tanto para esta variable como para la CFY; por lo que seria oportuno repetir
este ensayo para un periodo de dos semanas y confirmar o no los datos obtenidos,

ensayo que en la actualidad se esta realizando.

Calixto y Pais (1997) describieron hasta un 50 % de enraizamiento espontaneo de las
yemas si se dejan sin subcultivar mas de 5 meses, reduciendo el periodo a 2 6 3
meses con tratamiento hormonal alcanzando el 60 % de enraizamiento. Alvarez et al.
(2009) obtuvieron hasta un 86% de enraizamiento con cinco 0 seis raices por yema
después de 3 semanas en medio de induccion con 5,4 uM de ANA y 2 semanas en

medio de expresion. El porcentaje de enraizamiento alcanzado siguiendo el mismo
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protocolo, se acerca mucho a los resultados publicados previamente por Alvarez et al.
(2009).

En la actualidad, en nuestro laboratorio el protocolo presentado en este estudio se
aplica con éxito para mejorar la produccién de plantas transgénicas y para estudiar la
regulacion genética en coniferas. En conclusién, esta metodologia ofrece una
alternativa para superar algunos de los problemas asociados con la baja produccién

de embriones somaticos ya que el rendimiento de plantulas se podria aumentar.
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5 Conclusiones

1. El porcentaje de supervivencia de los ESCs aumenta a mayor periodo de
induccion con BA.

2. De los tratamientos ensayados una concentracion de BA 5 uM durante un periodo
de induccién de 2 semanas es Optimo para la formacion de yemas axilares, y
mayores concentraciones de BA no implican diferencias en cuanto a mayor

numero de yemas por embridn con respuesta caulogénica.

3. La BA influye en el proceso de germinacion y en la brotacion de la yema apical de
los ESCs.

4. La BA puede influir en la malformacién de los ESCs durante su conversion.

5. EI porcentaje de enraizamiento de las yemas utilizando ANA 2,7 uM alcanza el
84%.
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