Evaluacion del tamaiio del genoma y estudio de la
ploidia en una coleccion de berenjenas cultivadas y
especies silvestres relacionadas

s W

X

UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA
INSTITUTO DE CONSERVACION Y MEJORA DE LA AGRODIVERSIDAD VALENCIANA

MASTER EN MEJORA GENETICA VEGETAL
Autor: D. Juan P. Bracho Gil

Tutor: Prof. Dr. Santiago Vilanova Navarro
Director experimental: D. Edgar Garcia Fortea




Abstract - Resumen

El/los Doctor/es D./D2. Santiago Vilanova Navarro profesor/es del Master Oficial
Interuniversitario en Mejora Genética Vegetal, en calidad de director/es del Trabajo de

Fin de Master, por la Presente,

RECONOCE/N

Que el Trabajo Fin de Master realizado por el/la alumno/a D./D2.: Juan Pablo Bracho
Gil, con el titulo: “Evaluacion del tamano del genoma y estudio de la ploidia en una
coleccién de berenjenas cultivadas y especies silvestres relacionadas” y realizado bajo
mi/nuestra direccidn, redine las condiciones necesarias para completar la formacion del

alumno y por tanto,

AUTORIZA/N

La presentacion del citado Trabajo Final de Master para su defensa ante el

correspondiente Tribunal.

Y para que asi conste a los efectos oportunos asi lo firma/n,

Fdo: Santiago Vilanova Navarro

Master Oficial en Mejora Genética Vegetal

Valencia, 01 de Julio de 2019



Abstract - Resumen

Evaluacion del tamaio del genoma y estudio de la ploidia en una coleccion de berenjenas
cultivadas (S.melongena) y especies silvestres relacionadas.

Abstract: Flow cytometry has allowed a highly accurate measurement of genome size before
the sequencing era. Cytometry histograms permit the inference of genome size by comparing
with an internal control with previously known genome size. This laboratory technique also
allows the study of the level of ploidy in biological tissues. The distribution and ploidy of nuclear
DNA in a cell population is obtained comparing the number of events among peaks.

On a worldwide level, eggplant (Solanum melongena) is among the main horticultural crops.
Nevertheless, genome size variability inside the specie and among wild relatives has not been
researched. Because of the aforementioned situation, this master’s dissertation project focuses
on evaluating several wild relatives and cultivar accessions.

On the other hand, there is great interest in seedless eggplants from an economic standpoint of
view due to the reduction in bitterness, a smoother texture and a longer shelf-life. An efficient
way of attaining this objective is through the production of triploid plants. To achieve them it is
imperative to obtain tissues that have cells with different ploidy levels. It is necessary to evaluate
possible ploidy changes in regenerated plants from in vitro explants (hypocotyl, cotyledon and
true leaf) through organogenesis. Beforehand this situation is theoretically possible because
there is factual proof that polysomaty exists in the plant kingdom.

In the aftermath, we humbly hope to acquire the knowledge to develop an efficient method of
production for polyploid plants avoiding altogether antimitotic agents such as colchicine and
oryzalin. This is possible if one properly harnesses the natural ploidy diversity found in cell
populations located within plant tissues or artificially produced by means of in vitro culture.

Resumen: La citometria de flujo ha permitido estimar el tamafio de los genomas incluso antes
de que estos fueran secuenciados. A partir de las lecturas obtenidas por citometria de flujo se
puede inferir el tamafo de genoma utilizado un control interno donde se conozca la cantidad
de DNA por nucleo. Otra aplicacién de la citometria de flujo es la estimacidn del nivel de ploidia.
La distribucidon y ploidia del DNA nuclear, dentro de una poblaciéon celular, se obtiene
comparando el nimero de eventos entre los diferentes picos o agrupaciones.

La berenjena (Solanum melongena) se encuentra entre las principales hortalizas producidas a
nivel mundial, sin embargo, la variabilidad del tamafio de su genoma dentro de especie y entre
sus especies silvestres relacionadas no ha sido estudiada todavia. Por ello en el presente trabajo
se propone realizar esta evaluacién utilizando diferentes accesiones de berenjena tanto
cultivada como silvestres.

Por otra parte, la obtencidn de frutos sin semillas tiene un gran interés comercial debido a que
sus frutos presentan una reduccién del amargor, una textura mas uniforme y una mayor vida
post-cosecha. Una manera eficaz de conseguir este objetivo de mejora es mediante la obtencion
de plantas triploides. Para ello es imprescindible obtener células que presentan diferentes
niveles de ploidia. Por ese motivo, un segundo objetivo del trabajo consistira en la evaluacién
de los cambios en la ploidia de plantas regeneradas in vitro estudiando potenciales fenémenos
de polisomatia a partir de distintos tejidos de plantulas de berenjena.



Abstract - Resumen

Mediante este conocimiento esperamos poder desarrollar un método de produccion de
poliploides, sin utilizar agentes antimitéticos como la colchicina o la orizalina bien explotando la
diversidad encontrada en poblaciones naturales o la producida mediante el cultivo in vitro.

Resum: La citometria de flux ha permés estimar la grandaria dels genomes inclis abans de que
estos foren seqlienciats. A partir de les lectures obtingudes per citometria de flux es pot inferir
la grandaria de genoma utilitzat un control intern on es conega la quantitat de ADN per nucli.
Una altra aplicacio de la citometria de flux és I'estimacié del nivell de ploidia. La distribucié i
ploidia del ADN nuclear, dins d'una poblacid cel-lular, s'obté comparant el nombre
d'esdeveniments entre els diferents pics o agrupacions. L'albergina (Solanum melongena) es
troba entre les principals hortalisses produides a nivell mundial, no obstant aixo, la variabilitat
de la grandaria del seu genoma dins d'espécie i entre les seues espécies silvestres relacionades
no ha sigut estudiada encara. Per aixo en el present treball es proposa realitzar esta avaluacié
utilitzant diferents accessions d'albergina tant cultivada com silvestres.

D'altra banda, I'obtencié de fruits sense llavors té un gran interés comercial pel fet que els seus
fruits presenten una reduccié de I'amargor, una textura més uniforme i una major vida post-
collita. Una manera efica¢ d'aconseguir este objectiu de millora és per mitja de l'obtencié de
plantes triploides. Per a aix0 és imprescindible obtindre cél-lules que presenten diferents nivells
de ploidia. Per eixe motiu, un segon objectiu del treball consistira en I'avaluacié dels canvis en
la ploidia de plantes regenerades in vitro estudiant potencials fenomens de polisomatia a partir
de distints teixits de plantules d'albergina. Per mitja d'este coneixement esperem poder
desenrotllar un métode de produccié de poliploides, sense utilitzar agents antimitotics com la
colchicina o l'orizalina bé explotant la diversitat trobada en poblacions naturals o la produida
per mitja del cultiu in vitro.
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RESUMEN

La citometria de flujo ha permitido estimar el tamaio de los genomas incluso antes de
que estos fueran secuenciados. A partir de las lecturas obtenidas por citometria de flujo
se puede inferir el tamafo de genoma utilizado un control interno donde se conozca la
cantidad de DNA por nlcleo. Otra aplicacion de la citometria de flujo es la estimacion
del nivel de ploidia. La distribucion y ploidia del DNA nuclear, dentro de una poblacion
celular, se obtiene comparando el nimero de eventos entre los diferentes picos o
agrupaciones.

La berenjena (Solanum melongena) se encuentra entre las principales hortalizas
producidas a nivel mundial, sin embargo, la variabilidad del tamafo de su genoma
dentro de especie y entre sus especies silvestres relacionadas no ha sido estudiada
todavia. Por ello en el presente trabajo se propone realizar esta evaluacién utilizando
diferentes accesiones de berenjena tanto cultivada como silvestres.

Por otra parte, la obtencién de frutos sin semillas tiene un gran interés comercial debido
a que sus frutos presentan una reduccion del amargor, una textura mas uniforme y una
mayor vida post-cosecha. Una manera eficaz de conseguir este objetivo de mejora es
mediante la obtencidn de plantas triploides. Para ello es imprescindible obtener células
que presentan diferentes niveles de ploidia. Por ese motivo, un segundo objetivo del
trabajo consistira en la evaluacion de los cambios en la ploidia de plantas regeneradas
in vitro estudiando potenciales fendémenos de polisomatia a partir de distintos tejidos de
plantulas de berenjena.

Mediante este conocimiento esperamos poder desarrollar un método de produccién de
poliploides, sin utilizar agentes antimitéticos como la colchicina o la orizalina bien
explotando la diversidad encontrada en poblaciones naturales o la producida mediante
el cultivo in vitro.

(espaiiol)

Flow cytometry has allowed a highly accurate measurement of genome size before the
sequencing era. Cytometry histograms permit the inference of genome size by
comparing with an internal control with previously known genome size. This laboratory
technique also allows the study of the level of ploidy in biological tissues. The
distribution and ploidy of nuclear DNA in a cell population is obtained comparing the
number of events among peaks.
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On a worldwide level, eggplant (Solanum melongena) is among the main horticultural
crops. Nevertheless, genome size variability inside the specie and among wild relatives
has not been researched. Because of the aforementioned situation this master’s
dissertation project focuses on evaluating several wild relatives and cultivar accessions.

On the other hand, there is great interest in seedless eggplants from an economic
standpoint of view due to the reduction in bitterness, a smoother texture and a longer
shelf-life. An efficient way of attaining this objective is through the production of triploid
plants. To achieve them it is imperative to obtain tissues that have cells with different
ploidy levels. It is necessary to evaluate possible ploidy changes in regenerated plants
from in vitro explants (hypocotyl, cotyledon and true leaf) through organogenesis.
Beforehand this situation is theoretically possible because there is factual proof that
polysomaty exists in the plant kingdom.

In the aftermath, we humbly hope to acquire the knowledge to develop an efficient
method of production for polyploid plants avoiding altogether antimitotic agents such as
colchicine and oryzalin. This is possible if one properly harnesses the natural ploidy
diversity found in cell populations located within plant tissues or artificially produced by
means of in vitro culture.
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Introduccion

1.-Introduccion

1.1.- La Berenjena

1.1.1.- Taxonomia

La berenjena (Solanum melongena) es una planta perteneciente a la familia Solanaceae
oriunda del Viejo Mundo, concretamente la India, que produce frutos comestibles. Se
trata de una planta tropical perenne que alcanza una altura de 40-150 cm. La berenjena
pertenece a la siguiente clasificacion cientifica (Marin, 2008):

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Dycotyledoneae
Subclase Lamiidae
Superorden Solananae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Subfamilia Solanoideae
Tribu Solaneae
Género Solanum
Subgénero Leptostemonum
Seccién Melongena
Serie Incaniformia
Especie Solanum melongena L

Dentro de la familia Solanaceae, el género Solanum es el mas numeroso de todos. En él
encontramos plantas herbdaceas, arbustos, arbdreas y hasta con espinas. La especie
Solanum melongena pertenece a uno de los grupos no tuberosos del género Solanum.
Se trata de una especie diploide (2n=24).

1.1.2.- Origen, domesticacion y dispersion

La berenjena fue domesticada en la regidén indo-birmana con evidencias de que era
cultivada en la antigliedad (Vavilov, 1926). Varios documentos sdnscritos, que datan de
tan temprano como el afio 300 AEA (Antes de la Era Actual), ya mencionan el cultivo de
la berenjena. Posteriormente fue adoptada en China, esto se evidencia en tratados
como el Atlas de Plantas en el Sur de China escrito durante la dinastia Jin Occidental
(265-316 EA); el Qimi Xiaoshu, un manual practico de agricultura escrito durante el
tiempo de las dinastias surefias y nortefias (420-581 EA) y en el Ts’i Min Yao Shu, un
trabajo de la agricultura del siglo V. Posteriormente, la berenjena llegd a Japdn
alrededor del siglo VIII durante la dinastia Tang (Allard, 1996). La imagen china mas
antigua que se tiene sobre la berenjena es un boceto en blanco y negro de una planta
pequefia dando dos frutos blancos globulares, esta imagen es parte de Yinshan
Zhengyao de Hu Sihui (1330) (Figura 1), un tratado sobre los principios de las comidas
sanas y seguras escrito por el emperador mongol. Shin Saimdang (1504-1551), madre
de Lee Yul Gok, la ilustradora académica confuciana de la dinastia Joseon coreana, pintd
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plantas de berenjenas en mamparas plegables. Por otro lado, también existe una
ilustracién japonesa de un campo de berenjenas con personas cosechando frutos
oscuros globulares ubicada en un tratado de agricultura datado a principios del siglo
XVIII (Doi, 1991).
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Figura 1. Boceto chino mds antiguo existente de la berenjena. Libro Yinshan Zhengyao de Hu
Sihui.

La berenjena llegd a Persia muy temprano, sin embargo, se desconoce la fecha exacta
(Enciclopedia Irdnica, 1988). Ya existian cultivos de la berenjena purpura evidenciado en
el capitulo de enfermedades dentales en Ketab al-hawi fi’l-teeb por el escolastico persa
Al Razi (865-925) también conocido como el descubridor del alcohol. Por otro lado, el
filésofo Abu Ibn Sina (980-1037) y otros famosos escritores persas de la época medieval
especializados en temas de medicina y botdnica, que a menudo urgian cautela en el uso
de la berenjena, fruto descrito como la causa de muchos efectos internos y externos
perniciosos para la salud, tan diversos como granos, oftalmia, ulceras, impétigo, lepra,
elefantiasis, estrefiimiento y obstruccion intestinal, trombofilia, insomnio, epilepsia y
exceso de bilis negra. Pero también mencionaron que se podria disfrutar de sus
cualidades beneficiosas para la salud si se tomaban precauciones especiales como el
salteado y remojado previo al consumo, para que la fruta pudiese ser utilizada para la
neutralizacién de la bilis y para el tratamiento de patologias del sistema auditivo. En
aquel entonces se creia que la berenjena era comestible sélo cuando estaba
fisioldgicamente madura y cocinada.

La berenjena era desconocida por los antiguos griegos y romanos, pero, aun asi, se
esparcid a través de la cuenca del mediterrdneo como consecuencia de la expansion
musulmana en los siglos VII y VIII. Este cultivo alcanzé el este africano debido a los
navegantes persas y arabes del siglo VIII en adelante, indicado por la presencia de
muchos términos para referirse a la berenjena en Etiopia (Anon., 1988). El médico
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andaluz-arabe Abu I-Walid Muhammad Ibn ’Ahmad Ibn Rusdd (1126-1198) se refiere a las
berenjenas al igual que lbn Al Awam (siglo XII) que describe detalles del cultivo en su
libro de agricultura (Kitab al-Felahah, 22 mitad s. XIl). Ambos sugieren que la berenjena
era un vegetal comuny preciado en el sur de Espaia en su época. Ilbn Al Awam menciona
4 tipos de berenjena cultivada: egipcio (fruto blanco y pétalos violeta), sirio (fruto violeta
y pétalos azul celeste), local (fruto purpura oscuro con un cdliz estrecho y pétalos
purpura) y el cordobés (fruto negro). Hay evidencias que apuntan que los mismos tipos
de cultivos de berenjena también existieron en Israel durante el periodo Mamelouk
(1250-1517) (Amar, 2000).

Posteriormente existen multiples referencias y/o ilustraciones de la berenjena en
documentos europeos que datan de la era medieval y del renacimiento. Albertus
Magnus (1193-1280) menciond la berenjena en su De Vegetabilibus (1256). La primera
ilustracion europea de la berenjena se puede encontrar en un herbolario italiano De
Herbis (S. XIV, década de los 30). La berenjena también hace su apariciéon en el
manuscrito Theatrum sanitatis (1380) y en Manuel des vertus, végétaux, animaux (1480)
en donde indica un uso ornamental.

La berenjena fue uno de los cultivos vegetales llevados desde Espafia hasta América en
la era de la exploracidn (siglos XV-XVII) y existen referencias en Brasil que datan a
mediados del siglo XVII (Hendrick, 1919).

En tratados botdnicos del siglo XVI muchas xilografias derivan de una imagen en New
Krelterbuch (1543) de Leonhart Fuchs que consiste en una planta con frutos globulares.
Por otro lado, otras ilustraciones hechas por Oellinger (1553) y Aldrovandi (S. XVI)
muestran frutos globulares, ovalados y aperados; de color blanco, purpura o amarillo.
La primera aparicion de frutos alargados ocurrié en una ilustracién de Dalechamps
(1586).

Los frescos pintados (1515-1518) por Giovanni da Udine que representan una riqueza
de frutos y vegetales, incluyen 31 frutos de berenjena de un color purpura claro o
amarillo (Caneva, 1992). En 1563 Giuseppe Arcimboldo incluyé un fruto purpura
pequeiio de berenjena en el retrato Verano, compuesto por un conglomerado de frutas.
Por otro lado, también se puede encontrar frutos de berenjena de tamaiio medio y con
forma ovalada tallados en el marco de una de las puertas de la catedral de Pisa que data
de 1601.

La popularidad creciente de la berenjena en la época post-renacentista estd evidenciada
por la presencia de la berenjena en el arte hasta el siglo XX. El gran periodo de ilustracién
botdnica ocurrié durante el siglo XVIIl y produjo muchas imagenes con gran nivel de
detalle de plantas de berenjena. A partir de finales del siglo XVIII aparecieron nuevas
pinturas sobre la berenjena, en ocasiones junto con los primeros catalogos de semillas
como la edicion Vilmorin de 1760. Los catalogos de semillas son una fuente Unica para
tipificar cultivares vegetales de antafio. Por ultimo, en la segunda mitad del siglo XX las
fotografias reemplazaron las ilustraciones de la planta de berenjena y su fruto.



Introduccion

1.1.3.- Caracterizacion botanica

La berenjena (Solanum melongena) es una planta herbacea y perenne, emparentada
con el tomate que también pertenece a la familia de las Solanaceae y es cultivada por
su fruto comestible. Las plantas de berenjena tienen un tallo simple, alargado, planoy
ramificado; unas hojas lobuladas y gruesas que son de color verde y una filotaxis alterna.
Las hojas miden 10-20 cm de largo y 5-10 cm de ancho. La planta produce flores
principalmente de color purpura que tienen un diametro de 3-5 cm. Produce un fruto
carnoso, alargado y ovoide que puede llegar a alcanzar hasta 40 cm de largo, con una
epidermis lisa que presenta en su interior una gran cantidad de semillas pequefias. El
color del fruto es variable dependiendo del tipo de madurez, fisiolégico o comercial.
Todos los frutos de la planta de berenjena presentan un color amarillo en su estado de
madurez fisioldgica. Sin embargo, es en el estado de madurez comercial en donde se
aprecia una variedad de colores para el fruto como blanco, amarillo, purpura o negro.
La planta de berenjena puede llegar a alcanzar una altura de hasta 1,5 m y a pesar de
ser plantas perennes se cultivan como plantas anuales (PennStateUniversity, 2019).

La berenjena es una planta de temperatura cdlida que requiere de mucho tiempo para
desarrollarse. Las condiciones éptimas de temperatura para el cultivo de la berenjena,
durante el dia, son de 26-32 2C y las temperaturas nocturnas son alrededor de 21 2C.
Cabe destacar que la berenjena es una planta heliéfila y por lo tanto debe ubicarse en
lugares donde les dé directamente la luz solar. El pH ideal del suelo para el cultivo es
entre 6,3 y 6,8. Las plantas deberian tener un suministro continuo de agua para tener
un desarrollo dptimo del fruto y el sustrato alrededor de la planta no deberia secarse,
pero tampoco deberia estar empozado. Cada planta puede producir varios frutos y
debido a esta situacidon es ventajoso entutorarlas para proveerles mas soporte antes de
la cosecha (MissouriBotanicalGarden, 2019).

El cultivo de S. melongena esta destinado completamente al consumo de su fruto. El
fruto debe cosecharse cuando la carne todavia estd firme y las semillas son muy
pequefias y ocupan poco volumen. La epidermis del fruto debe ser brillante y del color
deseado. Frutos demasiados maduros contendran semillas mas oscuras y su sabor sera
consecuentemente mds amargo (PennStateUniversity, 2019).
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1.1.4.- Importancia econémica

La berenjena es una de las hortalizas mas importantes para la alimentacion humana.
Este cultivo ocupa el sexto lugar en el ranking del afio 2017 (Figura 2) con una produccion
de 52.309.119 toneladas (FAO Stat, 2017).
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Figura 2. Produccién en toneladas de cultivos horticolas en el mundo.

Los principales productores de berenjena son China e India, juntos representan el 93%
de la produccion mundial de berenjena. Espaia es el undécimo productor (Figura 3).

Top 20 Ranking de produccion de berenjena en el mundo
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Figura 3. Los 20 paises mas productivos para el cultivo de la berenjena. Produccion expresada
en toneladas.
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En Europa, la produccidn esta liderada por Italia, siguiéndole Espaiia (Figura 4).

Produccion de berenjena en Europa
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Figura 4. Paises europeos mas productivos para el cultivo de la berenjena. Produccién
expresada en toneladas.

En Espafia la produccién de este cultivo esta principalmente ubicada en la comunidad
autonoma de Andalucia (Ministerio de Agricultura, pesca y alimentaciéon de Espaiia,

2016) (Tabla 1).

Tabla 1. Superficie y produccion de cultivos. Hortalizas de fruto-Berenjena, 2016

Rendimiento (kg/ha)
Comunidad Superficie Secano Regadio - Regadio - Protegido Produccion
auténoma (Hectareas) Aire Libre (Toneladas)
Galicia 1 0 61.030 0 61
P. de Asturias 2 10000 0 0 20
Cantabria 0 0 0 0 0
Pais Vasco 0 0 0 0 0
Navarra 123 0 56745 0 6980
La Rioja 7 0 45000 0 315
Aragon 30 0 10200 0 1935
Catalufia 174 0 23797 40426 4507
Baleares 35 0 19250 39000 871
Castillay Ledn 12 0 14500 0 174
Madrid 2 0 31000 0 62
Castilla-La 60 0 29575 0 1775
Mancha
C. Valenciana 263 0 27800 52306 11551
R. de Murcia 55 0 33000 71500 2277
Extremadura 81 0 74815 0 6060
Andalucia 2833 0 27193 77654 202984
Canarias 75 6667 22792 62028 3071
Espaifa 3753 8000 33770 75389 242643
(TOTAL)
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La berenjena es un cultivo de gran importancia tanto a nivel mundial como a nivel
nacional. Este genera grandes beneficios econdmicos, también tiene una gran
importancia tanto en la alimentacién como en la cultura de paises del sudeste asiatico.
Por ello es un cultivo en el que aplicar procesos de mejora genética puede ser
econdmicamente muy promisorio, siendo uno de los puntos de interés principales la
produccién de frutos sin semillas.

1.2.- Produccion de frutos sin semillas

Los frutos sin semilla siempre han sido deseados tanto por consumidores como por
productores debido a las ventajas que presentan. Los consumidores muestran
preferencia por los frutos sin semilla debido a que este cardcter hace que el proceso de
ingesta del fruto sea mas cémodo. Por otro lado, los productores también prefieren los
frutos sin semillas debido a que su ausencia permite prolongar la vida post-cosecha y
proporciona una textura mads uniforme (Maestrelli et al., 2003; Pandolfini, 2009). En
casos mds concretos, como en la berenjena, la ausencia de semillas también permite
conseguir una reduccién del pardeamiento de la carne (Maestrelli, et al., 2003).

1.2.1.- Tecnologias y aproximaciones para lograr el estatus “sin semillas”
Las tecnologias que se han utilizado hasta hoy para lograr frutos sin semillas son las
siguientes (Varoquaux, et al., 2000):

e QTLs que controlan la partenocarpia
e Transgénesis
o Promueve la partenocarpia
o Interfiere con el desarrollo de la semilla utilizando la tecnologia
Terminator.
e Produccion de triploides

1.2.1.1.- QTLs que controlan la partenocarpia

La partenocarpia es la capacidad que tienen ciertas plantas para desarrollar frutos, sin
semillas sin necesitar los pasos previos de polinizacidn y fertilizacidn. Esta caracteristica
biolégica puede ser genética o artificial (Gustafson, 1942). La partenocarpia genética o
natural puede ser de cardacter obligatorio o facultativo. La partenocarpia genética es
consecuencia de la esterilidad genética. Esta se expresa sin ninguna estimulacién
ambiental o externa y debido a ello las plantas que presenten este tipo de partenocarpia
requieren obligatoriamente el empleo de la propagacion vegetativa para reproducir el
material vegetal. Por otro lado, estd la partenocarpia genética facultativa donde los
procesos de polinizacidon y consecuentemente fertilizacién, dependen de condiciones
ambientales altamente especificas, es decir, si latemperatura, humedad u otros factores
se desvian de lo 6ptimo no se da la polinizacién y la fertilizaciéon (Kalloo, 1991). Por
ultimo, esta la partenocarpia artificial que puede tener como resultado frutos sin
semillas si se aplican correctamente los estimulos ambientales o externos vya
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investigados dando un resultado favorable. Este tipo de partenocarpia puede ser
inducida tratando las flores con fitohormonas (Schwabe & Mills, 1981) o polinizando con
polen incompatible (Tsao, 1980) o irradiado (Shozo & Keita, 1997).

En el siglo pasado se empezd por investigar la herencia genética de la partenocarpia. Por
ejemplo, en pepino (De Ponti & Garretsen, 1976), en donde se encontrd que la herencia
de la partenocarpia depende de 3 genes principales independientes con accién aditiva.
Por otro lado, en 1984 también se estudid la herencia genética en el cultivar Severiano
de tomate. En esta investigacion se llegd a la conclusidon de que la partenocarpia era
genética facultativa, controlada por un solo gen (pat-2) (Lin, et al., 1984). En 1998
Prohens et al. estudiaron la herencia genética de Solanum muricatum var. Aiton. La
relacion entre frutos que presentaron o no partenocarpia fue de 1:1y 3:1 en las familias
de retrocruzamiento y F2, respectivamente. Este resultado indica que, en ambas
familias, la partenocarpia esta controlada por un solo gen dominante (Prohens, et al.,
1998). En el 2000, se postulé un modelo tentativo de herencia genética de la
partenocarpia obligada principalmente en el género Citrus. La herencia se atribuye a tres
genes dominantes complementarios (Vardi, et al., 2000).

En los ultimos 18 afios con los avances en el campo de la genética y bioquimica, la
investigacion tomd el rumbo hacia el estudio de los QTLs asociados a la partenocarpia.
En el 2006, se identificaron y se realizé un analisis comparativo de QTLs asociados a la
partenocarpia en pepino (Cucumis sativus). Se detectaron 10 QTLs asociados en 4
regiones gendmicas que coinciden con 3 QTLs mapeados anteriormente (Sun, et al.,
2006). En 2008, se mapearon y caracterizaron QTLs asociados a la partenocarpia en dos
lineas, IL5-1 (linea de introgresion desarrollada por Finkers y colaboradores en el 2007)
e IVT-linea 1 (Zijlstra, 1985). En la linea IL5-1 la partenocarpia estd bajo el control de dos
QTLs, pat4.1y pat5.1. Por otro lado, la partenocarpia en la linea IVT-linea 1 también esta
controlada por dos QTLs, pat4.2 y pat9.1 (Gorguet, et al., 2008). A pesar del volumen de
estudios realizados sobre la partenocarpia genética en la practica se emplea mas la
partenocarpia artificial. Es evidente que a pesar de que hay un componente genético los
componentes ambientales ejercen una fuerte influencia en la partenocarpia.

Los QTLs que controlan la partenocarpia también han sido objeto de estudio en S.
melongena. En 2012 se construyeron mapas de ligamiento empleando SSRs y SNPs
codominantes en poblaciones F2 y descubrieron dos QTLs en los cromosomas 3 y 8 que
bautizaron Controlling parthenocarpy3.1 (Cop3.1) y Cop8.1 (Miyatake, et al., 2012).
Posteriormente, en el 2015 se descubridé que el factor transcripcional SmMARF8 estd
involucrado en la partenocarpia en S. melongena. Se observé que la inhibicidn del factor
transcripcional resulté en la manifestacién de partenocarpia en berenjena (Du, et al.,
2015).

1.2.1.2.- Transgénesis
Por otro lado, también se ha empleado la transgénesis para la produccién de frutos sin
semillas. En la siguiente tabla 2 se resume el uso de la transgénesis para este fin:



Tabla 2. Produccion de frutos sin semillas utilizando la ingenieria genética para modificar genes de fitohormonas. (Pandolfini, 2009)

Gen Funcién Modificacion genética Especie Fenotipo del fruto Referencia
DefH9- Sintesis de Expresion transgénica -Nicotiana tabacum Partenocarpia facultativa y obligada, sin semilla, crecimiento (Rotino, et al.,
iaaM auxina especifica de ovulo -Solanum melongena del fruto temprano, tamafio y forma normal. 1997)
-Solanum lycopersicum (Donzella, et al.,
-Rubus idaeus 2000)
-Fragaria (Pandolfini, et
-Cucumis sativus al., 2002) (Yin,
et al., 2006)
(Mezzetti, et
al., 2004)
rolB Respuesta de Expresion transgénica -Solanum lycopersicum Partenocarpia facultativa y obligada, sin semilla, tamafio y (Carmi, et al.,
auxina especifica de ovario/fruto forma normal 2003)
SIIAA9  Sefializacion de Regulacidn negativa -Solanum lycopersicum Partenocarpia, sin semilla, crecimiento del fruto temprano, (Wang, et al.,
auxina antisentido, promotor tamafio y forma normal 2005)
constitutivo
AtARF8  Sefializacidn de Expresion del mutante del -Solanum lycopersicum  Partenocarpia, sin semillas/pseudo-embriones, tamafio y forma (Goetz, et al.,
auxina gen AtARF8-4 -Arabidopsis thaliana similar a silvestre 2007)
SIARF7  Sefializacion de  Silenciamiento mediado por  -Solanum lycopersicum Partenocarpia, sin semillas, forma alterada (De Jong, et al.,
auxina iRNA, promotor constitutivo 2009)
SIAUCSI Respuesta de Silenciamiento mediado por  -Solanum lycopersicum Partenocarpia facultativa y obligada, sin semilla, tamafio (Molesini, et al.,
A auxina iRNA, promotor especifico reducido 2009)
de floema
SIChs Biosintesisde  Silenciamiento mediado por  -Solanum lycopersicum Partenocarpia, sin semillas; tamafio, forma y color alterados (Schijlen, et al.,
flavonoides iRNA, promotor constitutivo 2007)
SIDELLA  Sefializacién de Regulacion negativa -Solanum lycopersicum Partenocarpia facultativa, sin semillas, tamafio reducido, (Marti, et al.,
giberelinas antisentido, promotor morfologia alterada 2007)
constitutivo
SITPR1  Seiializacion de Sobreexpresion -Solanum lycopersicum Partenocarpia, sin semillas, morfologia alterada (Lin, et al.,
Etileno 2008)
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1.2.1.3.- Produccion de triploides

Otra manera de obtener frutos sin semillas es mediante la produccién de plantas
triploides (Wang, et al., 2016). Estas presentan érganos mdas grandes, mas biomasa y
mayor resistencia a estreses abidticos (Wang, et al., 2016). Sin embargo, es dificil
encontrar plantas con esta ploidia en la naturaleza, debido a que las semillas son
inviables y por lo tanto no hay descendencia. Los métodos para conseguir esta condicién
genética son los siguientes (Wang, et al., 2016):

e Seleccion natural. Triploides encontrados en la naturaleza. Son el producto de
la unién de gametos no reducidos o de la hibridacion entre parentales naturales
tetraploides y diploides.

e Hibridacién sexual interploide (2n X 4n, 4n X 2n, 2n X 3n). Consiste en la
hibridacién entre parentales que difieren entre ellos en cuanto a nivel de ploidia.
Los parentales con una ploidia diferente a 2n fueron creados artificialmente. La
unién entre gametos de diferentes niveles de ploidia da como resultado un
zigoto triploide.

e Cultivo de endospermo. Se realiza el cultivo in vitro del endospermo que es un
tejido triploide. El objetivo es conseguir la regeneracién de una planta a partir de
este tejido.

e Fusion de protoplastos. Se realiza esta técnica para producir parentales
alotetraploides que posteriormente serdn utilizados en cruces para generar
triploides sin semillas (Grosser & Gmitter Jr, 2011).

Como se ha presentado en este apartado (1.2.1) existen tres vias principales para la
produccién de plantas que produzcan frutos sin semillas. En este trabajo se abordara
este objetivo mediante la via de produccion de triploides, debido a que:

1. Depende menos de las condiciones ambientales al contrario que en la
partenocarpia

2. No implica el uso de tecnologias de ediciéon genética ni transgénesis, lo cual
ayuda a su comercializacién en el mercado europeo

1.2.2.- Cultivos con produccion de frutos sin semilla en la actualidad

En la actualidad ya se puede encontrar una gran variedad de frutas sin semillas. Entre
ellas, las mas famosas son la sandia, los frutos citricos (naranja, mandarinas), las uvas y
el pepino.

1.2.2.1.- Sandia

La sandia sin semilla contiene semillas parcialmente desarrolladas y, por lo tanto, es un
ejemplo de estenospermocarpia (Varoquaux, et al., 2000). La estenospermocarpia se
refiere al hecho de que los frutos son fertilizados de manera natural y posteriormente
presentan trazas de semillas debido al aborto de los embriones. Para obtener una planta
de sandia que pueda dar frutos sin semillas es necesario hacer un cruce entre un
tetraploide (funciona como parental femenino) y otra linea diploide (donante del polen,
es decir, parental masculino). La descendencia de este cruce es triploide v,
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consecuentemente, es estéril debido al desequilibrio cromosdémico que existe durante
meiosis (Ramsey & Schemske, 1998). Como ultimo paso del proceso, es necesario
emplear individuos diploides para que polinicen a la descendencia triploide y obtener
sandias sin semillas (Kihara, 1951). La forma del fruto, el sabor y el rendimiento de las
sandias sin semillas son equiparables a las lineas que si producen semillas y, ademas,
presentan una mayor vida post-cosecha (Pandolfini, 2009).

1.2.2.2.- Frutos citricos

Los frutos citricos que presenten menos de 5 semillas en total son considerados “sin
semillas” (Varoquaux, et al., 2000). La partenocarpia se expresa a diferentes niveles,
existiendo una variedad de mutantes para dicha situaciéon (Gustafson, 1942; Kalloo,
1991; Janick, 1984). En algunos cultivares, la polinizaciéon no es un requerimiento para
que se dé la formacién y desarrollo del fruto, esto se debe al alto nivel de partenocarpia
(Kalloo, 1991). Por otro lado, en algunas situaciones si se requiere un paso previo de
polinizacidén para iniciar la formacidén y desarrollo del fruto debido a un bajo nivel de
partenocarpia.

Se intenté cumplir el estatus “sin semilla” via produccidn de triploides. Sin embargo,
este enfoque, para el género Citrus, es dificil porque hay pocas lineas parentales
tetraploides para cruzar con diploides y ademas las lineas triploides resultantes de tal
cruce o no desarrollaron frutos o estos fueron mas pequenos que el promedio (Grosser,
et al.,, 1998).

1.2.2.3.- Uvas
En la vid existen dos tipos de métodos para lograr el estatus “sin semilla” (Varoquaux,
et al., 2000).

1. El primer método se observa en los cultivares corintos y se basa en la
partenocarpia. Las uvas de este cultivar son muy pequefias, esféricas y
solamente son empleadas para hacer uvas pasas (Varoquaux, et al., 2000).

2. El segundo método se basa en la estenospermocarpia. En los cultivares
Thompson se consiguid este método y se pudo apreciar trazas de semillas que
no presentaron capa de lignina y por lo tanto no entorpecieron la ingesta del
fruto. Sin embargo, en este segundo método fue necesaria la aplicacién de acido
giberélico para obtener frutos bien desarrollados. Esta fitohormona hace que el
racimo se alargue, incrementa el tamafio de cada uva y reduce a trazas las
semillas. Este método para obtener frutos sin semillas es dificil, dependiente de
las condiciones climaticas, caro y requiere de mucha mano de obra para
realizarlo exitosamente (Weaver & McCune, 1959, 1961, 1962; Weaver & Pool,
1965). Ademas, no es aplicable en practicas de cultivo ecoldgico.

1.2.2.4.- Pepino
El enfoque empleado en el pepino para conseguir frutos sin semillas es peculiar
comparado con las estrategias de los cultivos anteriormente mencionados. En el pepino
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existen plantas monoicas (flores masculinas y femeninas separadas fisicamente dentro
de una misma planta), androicas (flores masculinas exclusivamente), ginoicas (flores
femeninas exclusivamente), andromonoicas (flores masculinas y hermafroditas en la
misma planta) y dioicas (plantas que tienen o sélo flores masculinas o femeninas). Para
la produccion de pepino es necesario cultivar solo plantas monoicas y ginoicas, siendo
estas Ultimas las que tienen el potencial mas alto de rendimiento en produccidn. Sin
embargo, surge un problema que radica en encontrar una tasa dptima de cultivo de
plantas ginoicas y plantas monoicas (serviran de polinizadores para las plantas ginoicas).
Esta situacion es solventable si se introducen genes involucrados en la partenocarpia en
plantas ginoicas, con esto se elimina el prerrequisito de polinizacién para que se dé el
cuajado de los frutos. Ya en la actualidad existen algunos cultivares de pepino
partenocarpicos. En estos cultivares se tiene la ventaja de que el cuajado del fruto no
depende de las condiciones climatoldgicas y ambientales, ni de la polinizacién artificial
o mediada por vectores. (Varoquaux, et al., 2000).

1.3.- Los poliploides

Como ya hemos adelantado en el apartado anterior trataremos de explotar la via de la
produccién de plantas triploides para la obtencidn de frutos sin semilla. Para ello
primero hemos de conseguir parentales tetraploides con los que poder generar la
descendencia triploide. Sera en este apartado en el que daremos una visidon general a
las peculiaridades de este tipo de organismos. Su importancia en la evolucién en los
genomas de las especies y como producirlos artificialmente.

1.3.1.- La poliploidia y sus consecuencias en la evolucién de los genomas

La poliploidia es un evento comun en las plantas, que involucra la adicidn de otra serie
completa de cromosomas. A menudo las especies de plantas, que naturalmente son
poliploides, muestran una mejora en el vigor durante su crecimiento, desarrollo y una
mejor adaptacién a ambientes adversos. Estos rasgos son claras ventajas evolutivas que
se han incorporado a lo largo de la historia en los programas de mejora genética vegetal
en diversos cultivos.

Nuevas herramientas tecnoldgicas han permitido dilucidar que al menos un 70% de
todas las angiospermas han sufrido, al menos, un evento de poliploidia (Masterson,
1994). Las especies con eventos recientes de poliploidia son clasificadas en dos
categorias: autopoliploides y alopoliploides. Los autopoliploides son producto de
eventos de duplicacion completa de genoma dentro de una especie (Via A, Figura 5)
(Ramsey & Schemske, 2002). Por otro lado, los alopoliploides derivan de hibridos
interespecificos, en donde se mantiene las formas duplicadas de dos o mas genomas de
los parentales del hibrido (Via B, Figura 5). En otras palabras, este alopoliploide es el
producto de la mezcla de dos genomas completamente diferentes. La anfidiploidia es
un poliploide formado por la unién de dos juegos cromosdmicos distintos vy
posteriormente duplicados (Via C, Figura 5), en otras palabras, la anfidiploidia es un tipo
de alopoliploidia.
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- Diploide
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Figura 5. Se puede visualizar varios caminos, la autopoliploidia (A), la alopoliploidia (By C) y la
anfidiploidia (C).

Los beneficios de la poliploidia, en la evolucién del reino vegetal, se atribuyen a factores
que aceleran la misma. Como por ejemplo los efectos amortiguadores frente a posibles
mutaciones deletéreas, efectos de dosis génica, incremento de la diversidad alélica y de
la heterocigocidad, y la sub- o neofuncionalizaciéon de genes duplicados. Todo esto
resulta en variacién fenotipica (Te Beest, et al., 2012). A pesar de que los eventos de
duplicacién de genoma tienen claras ventajas, también presentan desventajas. La
poliploidizacién trae consigo cambios importantes en la biologia celular del organismo.
Por ejemplo, el tamafio celular incrementa considerablemente haciendo que también
se modifiquen relaciones de volumen celular con el contenido de 4cido
desoxirribonucleico (de ahora en adelante “DNA”) y el numero de copias de
cromosomas homologos que deben ser organizados durante la divisién celular (meiosis
y mitosis).

La evolucion de un genoma poliploide es un proceso altamente dindmico comparado
con la de los diploides. Después del evento de poliploidizacidon, el genoma sufre cambios
considerables a nivel genético y epigenético. Algunas de las alteraciones genéticas que
ocurren son la reestructuracién genémica, incluyendo reorganizaciones cromosémicas,
amplificacién de secuencias repetitivas y la pérdida de secuencias de DNA (del Pozo &
Ramirez-Parra, 2015). La poliploidizacién también conlleva cambios funcionales sin
alteraciones en la secuencia nucleotidica, como modificaciones epigenéticas; mas
concretamente ocurre un cambio en el patréon de metilacion y el remodelado de la
cromatina (Comai, 2005). En conclusién, las alteraciones en el contenido cromosémico
conllevan varios tipos de ajustes en el genoma y un mayor consumo de energia. Estos
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factores usualmente afectan la viabilidad y fertilidad de la planta poliploide (Comai,
2005) . Sin embargo, los individuos poliploides nuevos se vuelven genéticamente
estables una vez que hayan superado el cuello de botella representado por problemas
como la esterilidad y la inestabilidad gendmica (Wang, et al., 2006).

Un ejemplo de evolucién de genomas poliploides es el trigo. Existen indicios del cultivo
de trigo de hace 10.000 aios. Este trigo cultivado era diploide (genoma AA, Einkorn) y
tetraploide (genoma AABB, Emmer) y las relaciones genéticas apuntaron que ambos
cultivos se originaron en el sureste de Turquia (Heun, et al., 1997; Nesbitt, 1998;
Dubcovsky & Dvorak, 2007). Posteriormente, el cultivo se esparcid al Este hace unos
9000 afios, momento en donde aparecidé el trigo hexaploide por primera vez (Feldman,
2001).

El trigo panadero hexaploide (Triticum aestivum) es el producto de multiples
hibridaciones. La hipdtesis mas aceptada sugiere que primero hubo un cruce inicial entre
Triticum urartu Tumanian ex Gandilyan (AA) y Aegilops speltoides Tausch (BB). Este
cruce tuvo como descendencia el hibrido tetraploide Triticum turgidum (AABB), también
conocido como el trigo “durum” (Haider, 2013). Posteriormente, hubo varios eventos
de hibridacién entre el hibrido alotetraploide T. turgidum y Triticum tauschii Coss (DD)
que finalmente produjo el trigo hexaploide panadero (AABBDD) (Figura 6). Debido a los
caracteres exhibidos se usa el trigo panadero para hacer pan y el trigo “durum” para
hacer pasta (Pauly, et al., 2013). Como se puede ver en este ejemplo los eventos de
poliploidizacion se dan en la naturaleza con bastante eficiencia, aumentando la
diversidad de los cultivos e incluso dando lugar a la aparicidn de nuevas especies.

T. urartu (AA) Ae. spekoides (BB)

T. turgidum (AABB)

T. spelta (AABBDD)
T. aestivum \
(AABBDD)

Figura 6. Las relaciones genéticas y evolutivas entre el trigo panadero, trigo “durum” y los
parientes silvestres diploides de las gramineas (Shewry, 2009)
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Todas las angiospermas con el genoma secuenciado han mostrado indicios de eventos
antiguos de poliploidizacién (Soltis, et al., 2014). La secuenciacién del genoma de
Arabidopsis thaliana reveld varios genes duplicados, hecho que sugiere que esta especie
sufrio al menos dos eventos de duplicacion gendmica en su pasado (Bomblies &
Madlung, 2014). Los genes duplicados se pierden rdpidamente o son parcialmente
silenciados debido a que son funcionalmente redundantes. Otro camino que pueden
tomar los genes duplicados es la sub- y neofuncionalizacion (Prince & Pickett, 2002;
Blanc & Wolfe, 2004; Rastogi & Liberles, 2005; Conant & Wolfe, 2008). Ajeno a estos
posibles caminos anteriormente mencionados estan los genes sensibles a la dosis
génica, como los factores de transcripcion, que usualmente son conservados en los
genomas duplicados (Edger & Pires, 2009).

Es importante mencionar que muchos eventos antiguos de poliploidizacidon estan
relacionados con momentos claves de diversificacidn filogenética en la evolucién de las
angiospermas, como el origen de estas y la diversificacién en eudicotiledéneas y
monocotileddneas. Desde un punto de vista mas global en la ciencia, muchos eventos
antiguos de poliploidizacién coinciden con un incremento de la diversidad filogenética
(Soltis, et al., 2014).

Los andlisis filogenéticos demuestran que, por ejemplo, en las Brassicas han ocurrido
varios eventos de duplicacion genédmica agrupados en edad que coinciden con épocas
de transicion caracterizadas por condiciones climaticas inestables prolongadas. Esta
diversificacién sincronizada con los eventos de duplicacién gendmica sugiere que la
inestabilidad ambiental-climatica global y los estreses asociados con estas transiciones
favorecen la aparicién de eventos de poliploidia que consecuentemente conllevan
consigo un incremento en la diversificacidn a nivel de especies (Kagale, et al., 2014).

1.3.2.- Aspectos tedricos y técnicos de la ploidia y sus variaciones
Los procesos bioldgicos de polisomatia y endoreduplicacién deben ser considerados en
la determinacién del nivel de ploidia de las muestras.

e La polisomatia acontece en el momento en el que las células, o los nucleos, en el
tejido somatico de una planta contienen multiples juegos cromosdémicos al
mismo tiempo y diferentes unos de las otros. En otras palabras, hay una
poblacién de células en donde no todas, presentan la misma carga cromosdémica
(Langlet, 1927; Ervin, 1939; Ochatt, et al., 2011). La polisomatia puede ser
generada por la endorreduplicacion o por eventos de endomitosis. En las
plantas, la polisomatia es un fendmeno importante que provee altas cantidades
de DNA para compensar la carencia de este en especies que presentan un
genoma pequeno y cubrir la alta demanda de sintesis de biomoléculas en
algunos tipos de células dentro de la planta (Ochatt, et al., 2011).

e La endorreduplicacidn es un fenédmeno frecuente durante el desarrollo de las
plantas. Este proceso bioldgico prevé y suple la necesidad de generar suficiente
DNA para un futuro evento de sintesis e incremento de masa bioldgica en la
planta, por ejemplo, la elongacién celular (Gendreau, et al., 1997, 1998; Ochatt,
et al.,, 2011).
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® La endomitosis es un fallo durante la mitosis. La célula es incapaz de
experimentar la citocinesis dando lugar a una célula con el doble del contenido
genético.

Como se ha visto puede existir diferentes niveles de ploidia en un mismo organismo.
Para determinarlos la evaluacion del nivel de ploidia en tejidos vegetales era bastante
limitada. Usualmente se recurria al analisis de cariotipo contando el nimero de
cromosomas metafdsicos. Este método es laborioso y consume mucho tiempo, también
requiere de personal altamente cualificado para llevarlo a cabo correctamente.
También, era necesario disponer de tejido que contenga un nimero discreto de celulas
en divisién celular, algo que no es frecuente. Todos estos factores contribuian a que se
redujera la cantidad de muestra a analizar en cada ensayo. Sin embargo, en los uGltimos
veinte afios ha habido muchos avances tecnoldgicos que han permitido el desarrollo de
otros métodos para la determinacidon del nivel de ploidia, como por ejemplo la
citometria de flujo (Ochatt, et al., 2011). El fluorocromo mas usado para determinar el
nivel de ploidia por medio de esta técnica de laboratorio es el 4',6-diamidino-2-fenilindol
(de ahora en adelante “DAPI”) , este fluorocromo es especifico de grupos adenina-timina.
Por otro lado, otro fluorocromo cominmente utilizado es el yoduro de propidio (Pl), hay
discrepancias ya que se cree que no tiene preferencia por ningln par de bases
nucleotidicas concretas y por lo tanto se une sin discriminacidn alguna en el DNA. No
obstante segun Vinogradov este tiene cierta predileccién por los pares guanina-citosina
(Vinogradov, 1994). La eleccion correcta del fluoréforo es importante a la hora de
determinar el tamafo de un genoma si no se quiere cometer errores de infra- o
sobreestimacion.

La distribucidn del contenido de DNA nuclear, dentro de una poblacion celular, se
obtiene comparando el nimero de eventos entre los diferentes picos o agrupaciones.
Es importante incluir un control interno para analizar el nivel de ploidia. Los controles
internos mas comunes son los eritrocitos de pollo, bolas de teflon acopladas con
fluoréforos con espectro de emisidon en el rango UV, esperma de salmén o una
suspension de nucleos de un organismo modelo en donde se conozca la cantidad de
DNA por nucleo, como por ejemplo el tomate, el cual estd secuenciado y se sabe
exactamente el tamafio de su genoma. Los picos del control interno jamas deben de
solapar con los de la muestra a analizar (Ochatt, et al., 2011).
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1.3.3.- Los poliploides en la mejora genética

La poliploidia ha sido y seguird siendo una herramienta importante en la agricultura
(Lewis, 1980) que usualmente confiere ventaja frente a los diploides en cuanto a
adaptabilidad y resistencia o tolerancia a estreses abidticos (Tabla 3).

Tabla 3. Ejemplos de especies en donde la poliploidia mejoré la tolerancia a estreses abidticos (del
Pozo & Ramirez-Parra, 2015)

Especie Ploidia Tolerancia Referencia
A. thaliana Autotetraploide Deficiencia de Boro (Kasajima, et al., 2010)
A. thaliana Autotetraploide Sequia, estrés salino (del Pozo & Ramirez-Parra,
2014)
A. thaliana Autotetraploide Estrés salino (Chao, et al., 2013)
Brachypodium distachyon Autotetraploide Sequia (aridez) (Manzaneda, et al., 2012)
Brassica rapa Autotetraploide Estrés salino (Meng, et al., 2011)
Cenchrus Alotetraploide/ Sequia (Chandra & Dubey, 2010)
alohexaploide
Centaurea stoebe Autotetraploide Sequia (Mraz, et al., 2014)
C. limonia Autotetraploide Sequia, frio, déficit de (Allario, et al., 2013)
nutrientes
C. limonia Autotetraploide Estrés salino en sequia (Allario, et al., 2011)
Dendranthema nankingense Autotetraploide Frio, sequia, estrés (Liu, et al., 2011)
salino
D. zingiberensis Autotetraploide Calor (zhang, et al., 2010)
Hordeum vulgare Autotetraploide Sequia (Chen & Tang, 1945)
N. benthamiana Octoploide Sequia, frio, déficit de (Deng, et al., 2012)
nutrientes
Poncirus trifoliata Autotetraploide Estrés salino en sequia (Saleh, et al., 2008)
Triticum Alotetraploide/ Estrés salino (Prazak, 2001)

alohexaploide

Los poliploides son empleados ampliamente en la industria ornamental por sus
caracteristicas mejoradas como flores mas grandes y una tolerancia mayor al frio. En
cuanto a su uso medicinal, los individuos poliploides usualmente presentan mas
biomasa o contenido de los compuestos con un principio activo (Gao, et al., 1996; Shao,
et al.,, 2003).

Varias investigaciones cientificas han concluido, en multiples especies de cultivo a las
gue un aumento en la poliploidia confiere tolerancia al déficit hidrico, a la temperatura
o contra estrés salino. Plantas del género Citrus autotetraploides, Brassica rapa y
Robinia pseudoacacia exhiben una mejor adaptacion al estrés salino que sus
contrapartes diploides (Saleh, et al., 2008; Allario, et al., 2011; Meng, et al., 2011; Wang,
et al., 2013). El uso de portainjertos de la variedad tetraploide estable Rangpur (C.
limonia) para el cultivo de Valencia Delta (Citrus sinensis) resulta en una tolerancia
mayor a sequias que su contraparte diploide (Allario, et al., 2013). Nicotiana
benthamiana octoploide es mas resistente a sequias, estrés por frio y al déficit nutritivo
que las tetraploides (Deng, et al.,, 2012). Las plantas tetraploides de Dioscorea
zingiberensis muestran una resiliencia mayor contra temperaturas altas que su version
diploide (Zhang, et al., 2010).
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En conclusidn, se ha empleado la poliploidia de una manera eficiente para mejorar la
resistencia contra varios estreses ambientales a lo largo de la mejora de los cultivos
agricolas. Para ello se han empleado diferentes técnicas, la mayoria de ellas relacionadas
con el cultivo in vitro como se mostrara en el siguiente apartado.

1.3.4.- Los poliploides y el cultivo in vitro

Las principales vias para obtener nuevas lineas poliploides son realizando tratamientos
con agentes antimitoticos (colchicina, orizalina, amiprofosmetil...). Los tratamientos
pueden hacerse en condiciones in vivo, concretamente aplicando estos compuestos en
los meristemos apicales de la planta o bien pueden hacerse en condiciones de cultivo in
vitro. A continuacion, se exponen varios ejemplos de investigaciones en donde se logré
la obtencion de poliploides a través del cultivo in vitro.

Por medio del cultivo in vitro se puede inducir eventos de poliploidizacién en haploides
de cebolla (Allium cepa). Para inducir el evento se trataron explantes y plantulas en
condiciones de cultivo in vitro con colchicina u orizalina. Ambos agentes antimitdticos
probaron ser eficaces en la produccion de diploides, siendo ligeramente mejor la
colchicina. Sin embargo, con los tratamientos de orizalina se obtuvo plantas con una
calidad vegetal superior, es decir, con un mejor aspecto fisico. En conclusién, la
induccion de un evento de duplicacién génica en explantes durante el primer ciclo de
micropropagacion resulta ser una opcion valiosa y eficiente en cuanto a tiempo para
producir plantas dobles haploides (Geoffriau, et al., 1997).

En otro estudio sobre la granada (Punica granatum) se evalué la posibilidad de induccién
de tetraploides por medio del cultivo in vitro. Se realizé un tratamiento con colchicina
en tejido vegetal y se obtuvo callo en donde, posteriormente, se micropropagaron los
brotes resultantes. Estos se cultivaron produciéndose una tasa de tetraploides del 20%,
resultado verificado mediante citometria de flujo. Durante la investigacion se observé
qgue las plantas tetraploides, en condiciones in vitro, presentaron raices mas cortas,
hojas verdaderas mas anchas y cortas que las plantas diploides. Posteriormente, estas
presentaron un crecimiento y floracién normal en invernadero, pero sus flores
presentaron un mayor didmetro y una longitud menor que las plantas diploides. El
numero de granos de polen por antera fue mayor en los individuos tetraploides pero la
viabilidad fue menor. La granada tetraploide es semi-fértil, por lo tanto, puede ser
empleada en cruces para producir individuos triploides cuyos frutos podrian alcanzar el
estatus “sin semilla” (Shao, et al., 2003).

Por otro lado, la polisomatia puede ser una posible fuente de variacidon en la ploidia. En
un estudio del 2005 se evalud la polisomatia en diferentes drganos de semillas y
plantulas diploides, triploides y tetraploides en la remolacha azucarera (Beta vulgaris).
El patron de polisomatia fue dependiente del drgano y caracteristico de la etapa del
desarrollo de la plantula. La condicién de polisomatia también se diferencié entre
plantas de distintos niveles de ploidia, estando mas presente en las plantulas diploides
y menos presente en las tetraploides (Sliwinska & Lukaszewska, 2005). El fenémeno de
polisomatia no ocurre solamente en la remolacha azucarera sino también en
Arabidopsis thaliana (Galbraith, et al., 1991), Cucumis sativus (Gilissen, et al., 1993),
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Mesembryanthemum crystallinum y otras 8 especies suculentas con metabolismo acido
de las crasuldceas (CAM) (De Rocher, et al.,, 1990) y en algunas especies del género
Brassica (Kudo & Kimura, 2001a, 2001b).

La polisomatia tambien ha sido observada en los protocormos de ejemplares diploides
de Phalaenopsis aphrodite subsp. formosana. En el 2009 Chen et al. consiguieron la
duplicacién de la ploidia por medio de la regeneracién in vitro de protocormos
escindidos o PLBs (protocorm-like bodies, cuerpos pseudo-protocormos). Ellos
observaron una variacién en el contenido de DNA en los nucleos extraidos de
protocormos de una planta diploide, en otras palabras, presencia de polisomatia. El
tejido presentd un abanico de nucleos con diferentes ploidias que empezaban desde la
diploidia y se extendia hasta la hexadecaploidia. Estas observaciones indicaron la
existencia de células endopoliploides en los protocormos. Este estudio también llegdé a
la misma conclusién que otros anteriormente mencionados, las caracteristicas de las
flores fueron diferentes entre plantas diploides y tetraploides de la misma especie. El
tallo floral en las plantas tetraploides fue mas corto que en su contraparte diploide. Sin
embargo, las flores y los tallos fueron mas grandes en las plantas tetraploides (Figura 7).

En conclusion, la regeneracién in vitro a partir de células endopoliploides ya existentes
en el tejido de los protocormos en Phalaenopsis aphrodite subsp. formosana permite
obtener individuos tetraploides sin necesidad de un tratamiento quimico (colchicina,
orizalina, etc) (Chen, et al., 2009). Esto resulta muy interesante ya que evita la reversion
en la ploidia hacia niveles mas bajos dando lugar a regenerantes poliploides estables.
Por ello serd esta aproximacion la que se aplicard en este trabajo cuando tratemos de
generar poblaciones poliploides in vitro.

Figura 7. Flores de Phalaenopsis aphrodite subsp. formosana tetraploide (izquierda) y diploide
(derecha) regenerado de un explante de PLB. Las plantas tetraploides provinieron de
secciones de protocormos regenerados por cultivo in vitro. (Chen, et al., 2009)
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1.3.5.- Los poliploides en la mejora genética de la berenjena

Hasta ahora se ha visto que la obtencidn de organismos poliploides tiene un gran interés
en la mejora genética vegetal. No es diferente en el caso de la berenjena, donde como
veremos a continuacion se ha trabajado bastante en este campo con un cierto grado de
éxito. Alguna de las aproximaciones han sido las siguientes.

1.3.5.1.- Naturales

Melo et al. realizaron en 2011 un analisis para las especies diploides y poliploides del
género de Solanum. Se estudiaron 9 individuos de este género para localizar marcadores
especificos de especie. Se emplearon métodos convencionales de tincién que
permitieron una descripcidon de los parametros citogenéticos mds comunes para una
caracterizacion de cariotipo, como el numero, tamafio de juego cromosémico,
morfologia, tipo de nucleo interfasico y patrén de condensacion de los cromosomas. Se
llegé a la conclusion de que 6 especies fueron diploides (2n= 2x= 24). Sin embargo, las
tres especies restantes resultaron ser poliploides. La naturaleza diploide (x= 12) es la
normal en mas de la mitad de las especies estudiadas dentro del género Solanum pero
la condicién de poliploidia es comun dentro de varios subgéneros como Solanum
(Solanum sect. Solanum) (Edmonds, 1977), Potatoe Dumort (Solanum sect. Petota)
(Hawkes, 1990) y Archeosolanum (Randell & Symon, 1976). Al igual que este trabajo
nosotros realizaremos una evaluacion de la ploidia de diversas entradas del proyecto
“Linking genetic resources, genomes and phenotypes of Solanaceous crops” (ahora en
adelante “G2P-SOL”) con el objetivo de saber si existe variabilidad en cuanto a ploidia
dentro de la berenjena.

1.3.5.2.- Inducidas

Ali et al. (1992) investigaron la relacion entre la anfidiploidia y la resistencia a marchitez
bacteriana (Ralstonia solanacearum) en Solanum. Para ello, cruzé Solanum melongena
y Solanum integrifolium, pero los hibridos interespecificos resultantes eran estériles.
Para solventar la esterilidad se traté a los hibridos con colchicina y finalmente se obtuvo
plantas anfidiploides. Estas ultimas produjeron frutos viables mientras que los hibridos
interespecificos o no tuvieron una produccién de frutos o lo hicieron en una cantidad
muy baja. Las semillas provenientes de las plantas anfidiploides eran considerablemente
mas grandes que las producidas por los hibridos interespecificos. Las plantulas
obtenidas a partir de semillas de parentales anfidiploides fueron resistentes a las cepas
mas virulentas de la bacteria que causa la marchitez.

En otra investigacion también se empled el tratamiento de colchicina para inducir un
evento de poliploidia. Otube et al. (2006) realizaron estudios citogenéticos en algunas
especies de Solanum (Solanaceae) oriundas de Nigeria y llegaron a la conclusion de que
se pueden obtener tetraploides por medio del tratamiento con colchicina. Sin embargo,
en muchas ocasiones da lugar a una poliploidizacién parcial o aneuploidia que a la larga
provoca una reversién hacia la dotacion diploide normal del individuo.

Debido al potencial interés comercial que tiene la produccidon de berenjenas sin semillas
y a la necesidad de un método eficiente para desarrollar lineas poliploides estables con
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las que obtener individuos triploides, en el presente trabajo. nos centraremos en el
estudio de la ploidia de la berenjena y en las posibles vias parar explotar sus aplicaciones
en la mejora genética vegetal.
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2.- Objetivos

El objetivo principal es abrir una nueva via encaminada hacia la produccidon de
berenjenas sin semilla. Por ello, se hara una evaluacidn de entradas de berenjena del
proyecto G2P-SOL para comprobar sus niveles de ploidia. También, se tratard de
desarrollar un método de produccién de poliploides in vitro aprovechando los
potenciales fenédmenos de polisomatia a partir de distintos tejidos de plantulas de
berenjena. Para ello se optara por una via de organogénesis inducida sin utilizar agentes
antimitdticos como la colchicina o la orizalina. En concreto los objetivos del trabajo son:

e Realizar un andlisis de la ploidia en un conjunto de variedades de berenjena
(Solanum melongena) de diferentes partes del mundo, asi como especies
silvestres relacionadas, con la finalidad de estudiar las variaciones en el genoma
dentro de esta especie mediante la citometria de flujo.

e Evaluar los efectos del cultivo in vitro en la variacidon de la ploidia de plantas
regeneradas a partir de distintos explantes de las entradas Mel 1.1, Mel 3.3,
IVIA371, Black Beauty (BB), MM1597, y S. insanum (INS1).

e Evaluar el nivel de ploidia de los explantes iniciales empleados en cultivo in vitro
para comprobar si hay una relacion directa entre el nivel de ploidia interno de
los tejidos y el de las plantas regeneradas
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3.- Materiales y métodos

En este trabajo se realizaron dos experimentos completamente independientes el uno del otro.
En el primero se evalud el nivel de ploidia de una coleccién de entradas de berenjena del G2P-
SOL (a este experimento lo llamaremos experimento 1). Por otra parte, se realizd el experimento
2, en el cual evaluamos el patrén polisomatico de seis variedades de berenjenay cultivamos in
vitro explantes de cotileddn e hipocétilo. Posteriormente se evalud el nivel de ploidia de las
plantas regeneradas para ver si habia alguna correlacién con el nivel de polisomatia del tejido
del cual provenian.

3.1.- Material vegetal

La tabla 4 detalla las entradas empleadas en el estudio de citometria junto con su lugar
de bioprospeccion, todas estas especies provienen del programa G2P-SOL
(http://www.g2p-sol.eu/). Estas entradas son las que se utilizaron en el experimento 1.
En este estudio de citometria se empleé tomate Heinz (The Tomato Genome
Consortium, 2012) como control interno debido a que se conoce el tamafio exacto de
su genoma y servird para interpolar el tamafio del genoma de las accesiones analizadas.

Las accesiones de Mel 1.1 y Mel 3.3 proceden del banco de semillas del Instituto
Universitario de Conservacién y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana. Son dos
variedades de origen africano. La variedad Mel 1.1 produce frutos blancos y los de Mel
3.3 son verde (Figura 8). Estas variedades se han utilizado ampliamente en el programa
EGGPLANT pre-Breeding y serdn empleadas en el experimento 2 junto con las
accesiones IVIA371, Black Beauty (BB), MM1597, y S. insanum (INS1), el ancestro
silvestre de la berenjena y la Unica especie silvestre en el acervo genético primario de la
berenjena (Syfert, et al., 2016; Ranil, et al., 2017). Este material vegetal ha sido
previamente sometido a caracterizacion genética y morfoldgica (Mufioz-Falcon, et al.,
2009; Kaushik, et al., 2016; Portis, et al., 2017) y se encontrd que exhibe un alto grado
de variacion genética para caracteres morfoldgicos y agronémicos.

Figura 8. Entradas de berenjena usadas en los experimentos de este estudio. Se puede apreciar
la diversidad morfoldgica que existe entre ellas. MEL 1.1 (A); MEL 3.3 (B); IVIA371 (C); Black
Beauty (D) MM1597 (E); S. insanum (INS1) (F).
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Tabla 4. Entradas seleccionadas para el estudio

Materiales y métodos

Cédigo numérico Género Especie Nombre local Lugar de colecta Pais
11 Solanum melongena Berenjena del pais Pozohondo; Albacete ESP
18 Solanum melongena Berenjena bardina Jaraiz de la Vera; Caceres ESP
19 Solanum melongena Berenjena de borde Zalamea la Real; Huelva ESP

blanco
32 Solanum melongena Berenjena del terreno Valdegovia, Gurendes; Alava ESP
38 Solanum melongena Berenjena del terreno Cadiar; Granada ESP
44 Solanum melongena Berenjena de Almagro Almagro; Ciudad Real ESP
50 Solanum melongena Berenjena basta Noblejas; Toledo ESP
51 Solanum melongena Berenjena mallorquina Inca; Baleares ESP
79 Solanum melongena Berenjena de Almagro Talavera la Real; Badajoz ESP
80 Solanum melongena Berenjena redonda Alzira; Valencia ESP
jaspeada
87 Solanum melongena Berenjena redonda San Fulgencio; Alicante ESP
morada
90 Solanum melongena Berenjena rayada Foios; Valencia ESP
95 Solanum melongena Berenjena Mahon; Baleares ESP
118 Solanum melongena Berenjena Torres de Albarracin; Teruel ESP
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120 Solanum melongena Berenjena de conserva Aldea del Rey; Ciudad Real ESP

123 Solanum melongena Berenjena verde clareta L'Alcudia de Crespins; Valencia ESP

128 Solanum melongena Berenjena larga negra Lorca, La Hoya; Murcia ESP

133 Solanum melongena Berenjena bola alistada Xeraco; Valencia ESP
de Gandia

136 Solanum melongena Berenjena rayada Ontinyent; Valencia ESP

139 Solanum melongena Berenjena globosa L'Alcudia de Crespins; Valencia ESP
morada
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164 Solanum melongena Berenjena de rabo largo Valdepefias; Ciudad Real ESP

172 Solanum

187 Solanum melongena LKA

188 Solanum melongena LKA

189 Solanum melongena LKA

191 Solanum melongena Bondoukou; Gontougo Clv

192 Solanum melongena Abengourou; Indénié-Djuablin Clv

201 Solanum

205 Solanum

209 Solanum aethiopicum Tchologo; Ouangolodougou Clv

214 Solanum aethiopicum-anguivi Tchologo; Ferkessedougou, Koumbala, Djeouara Clv

222 Solanum aethiopicum Bounkani; Bouna, Ansoum Clv

239 Solanum aethiopicum Indénié-Djuablin; Abengourou, Abengourou Clv

240 Solanum

248 Solanum macrocarpon Agnéby-Tiassa; Tiassalé, Ndouci Clv

249 Solanum

250 Solanum aethiopicum Diakatou; berenjena Zaragoza ESP

escarlata
251 Solanum aethiopicum Berenjena roja de Potenza; Rotonda, Valle del Mercure ITA
Rotonda

252 Solanum linnaeanum Baleares; Alcudia, Port d'Alcudia, Paraje ESP

ANG Solanum anguivi Costa de Marfil Clv
ANG13 Solanum anguivi Costa de Marfil Clv
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BON Solanum
CAM5 Solanum campylacanthum Ethiopia ETH
CAM6 Solanum campylacanthum Zambia ZMB
CAM62 Solanum campylacanthum Zambia ZMB
CAMS8 Solanum campylacanthum Tanzania TZA
CAMS82 Solanum campylacanthum Tanzania TZA
ECAVI Solanum elaeagnifolium
ELE Solanum elaeagnifolium Grecia GRC
ELE22 Solanum elaeagnifolium Grecia GRC
HTOR4N Solanum torvum Sri Lanka LKA
INC Solanum incanum Israel ISR
INC1 Solanum incanum Israel ISR
INS1 Solanum insanum Sri Lanka LKA
INS2 Solanum insanum Sri Lanka LKA
LIC Solanum lichtensteinii Surafrica
Lici Solanum lichtensteinii Surafrica
Lic13 Solanum lichtensteinii Surafrica
Lic2 Solanum lichtensteinii Irdn IRN
LIN1 Solanum linnaeanum Espafia ESP
LIN33 Solanum linnaeanum Desconocido (Origen: Alemania) DEU
M128X TOR 33 Solanum
M3 Solanum Costa de Marfil CIv
M3 4N Solanum Costa de Marfil Clv
M3 X ELE 22 Solanum
M3X ViOo1 Solanum
M5 Solanum Sri Lanka LKA
MEL1 4N Solanum Costa de Marfil Clv
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MEL12 Solanum Costa de Marfil CIv
MEL21 Solanum Costa de Marfil CIv
MEL43 Solanum Sri Lanka LKA
MEL53 Solanum Sri Lanka LKA
MEL64 Solanum Sri Lanka LKA
MM1597 Solanum
MM577 Solanum
PYR Solanum pyracanthum Desconocido (origen: EEUU) USA
PYR13 Solanum pyracanthum Desconocido (origen: EEUU) USA
TOR3 Solanum torvum Desconocido (origen: Alemania) DEU
Viol Solanum

e  El cédigo numérico utilizado para encontrar las entradas en el banco de germoplasma del COMAV

ITA: Italia
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3.2 Citometria de flujo: Preparacion y analisis

3.2.1.- Analisis de muestras empleando tincion de Yoduro de propidio

En el experimento 1 se queria evaluar el tamafio exacto del genoma, para ello se acudié
a las instalaciones del servicio de citémica del Centro de Investigacidn Principe Felipe y
se empled el citémetro CytoFLEX S (Beckman Coulter).

Se procesaron conjuntamente fragmentos de hoja verdadera (1,5 cm x 1,5 cm
aproximadamente) tanto de cada una de las entradas de interés como de tomate Heinz.
Se afiadié 650 pL de tampdn de extraccion de nucleos (tabla 5) y se procedié a cortar
con una hoja de bisturi en una placa Petri. Se realizaron varios cortes longitudinales
paralelos y luego se rotd la muestra 90° para repetir el proceso hasta que el tampdn de
extraccidn se tornara verde. Posteriormente, se pipeted el volumen maximo posible de
liquido resultante (~650 uL) y se filtrd en filtros Celltrics® (Disposable filters 30 um Ref:
04-0042-2316) en un tubo eppendorf de 1,5 mL. Por ultimo, se agregd 650 pL de la
tincién de yoduro de propidio (Tabla 6) a la solucidn filtrada anteriormente.

Las muestras se pasaron por el citdmetro a razén de 10 pL/s. Se decidié hacer a una
velocidad baja para evitar el agregado de nucleos, evitando asi una lectura errénea por
parte del citémetro.

3.2.2.- Analisis de muestras empleando tincion de DAPI

Empleando esta tincién evaluamos el patrén polisomatico de los tejidos empleados en
cultivo in vitro durante el experimento 2. También analizamos aquellas plantas
regeneradas a partir de los explantes cultivados. Para ello se empled el citometro
Cyflow® ploidy analyser (Sysmex) en las instalaciones del COMAV.

Para ello se procesaron fragmentos de hipocétilo (1 cm de longitud), cotiledén (1 cm x
1 cm). Cada muestra se cortd con una hoja de bisturi en una placa Petri junto con 500
pL de tampon de extraccion de nucleos (tabla 5). Se realizaron varios cortes
longitudinales paralelos y luego se roté la muestra 90° para repetir el proceso hasta que
el tampdn de extraccion se tornara verde. Posteriormente, se pipeted el volumen
maximo posible de liquido resultante y se filtré empleando filtros Celltrics® (Disposable
filters 30 um Ref: 04-0042-2316) en un tubo Sarstedt (RGhren — Tubes 3,5 mL, 55x12
mm. No. /REF 55.484). Por ultimo, se agregd 500 uL de la tincién DAPI (Sysmex CyStain
® UV ploidy Order number: 05-5001) a la solucién filtrada anteriormente.

Las muestras se procesaron en el citémetro con una ganancia de 417 a razén de ~2 plL/s
durante unos 30 s. Se fijé el pico diploide del control (hoja verdadera) a un valor de
fluorescencia arbitrario de 50 unidades en el eje de las X, consecuentemente, el pico
correspondiente a la fase G2 se ubicd en el valor arbitrario de 100 unidades del mismo
eje.
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Tabla 5. Composicidon del tampdn de lisis LBO1 para citometria de flujo (pH 7,5) (Dolezel et al.,

1989)

Compuesto Concentracion Para 200 ml
Tris base 15 mM 0,36 gr
NaEDTA 2 mM 0,148 gr

Espermina 0,5 mM 0,02 gr

KCl 80 mM 1,192 gr
NaCl 20 mM 0,232
2-mercaptoetanol 15 mM 240 ul

Tritén X-100 0,1% (v/v) 200 ul

Tabla 6. Composicidn del tampdn de Yoduro de propidio

Compuesto Para 100 ml de agua
bidestilada
Citrato trisddico.5H20 100 mg
Yoduro de propidio 5mg
RNasa A 10 mg
Triton X-100 100 ul

3.3.- Cultivo in vitro

3.3.1.- Medios empleados

Para las sesiones se empled el medio control (EQ) y el medio E6 que es el resultado de
agregar 2 mg/L de ribosido de zeatina (ZR) al medio control (tabla 7). Posteriormente
durante la etapa de enraizado de los brotes regenerados se empled el medio R2 que es
una variacién del medio EO al afiadirle 1 mg/L de acido indol butirico (IBA).

Tabla 7. Medio EO

Para germinacion y regeneracion Para las sesiones
pH 5,9 pH 5,9
Reactivos g/L g/L
Sacarosa 15 30
Sales MS 2,63 4,4
Agar Gelrite 7 7

3.3.2.- Metodologia
Se esterilizaron las semillas empleando filtros de té o bolsitas de muselina (Figura 9). En
la cabina de flujo laminar se procede a la esterilizacién de las semillas.

1. En primer lugar se realiza un lavado con etanol 70% durante 30 segundos.
2. Ensegundo lugar se realiza un lavado con lejia 20% durante 10 minutos.
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3. Finalmente se realizan 3 lavados de 2 minutos con agua destilada estéril. Se agita
vigorosamente para lavar residuos de lejia que hubieran quedado en las
semillas.

T
'. A :: :0%'"'"'0"“

Figura 9. (A) Esterilizacion de semillas. Se empled bolas para té o muselina para mantener
separadas las semillas de cada entrada. Distintas fases del proceso de obtencion de explantes
para su cultivo in vitro. Germinacién en placa Petri en oscuridad (B); Preparacion de explantes
de hipocétilo y cotileddn (C). Placas Petri con 5 explantes de hipocétilo (D) y cotiledén (E)

Posteriormente las semillas se germinaron en placas Petri con medio R2 las cuales se
incubaron en oscuridad (Figura 9, B). Se esperé 1 mes, hasta que las plantulas
presentaron hipocétilos largos y cotiledones desenrollados.

Alcanzado un tamario lo suficientemente grande, se realizaron los medios de cultivo con
3-4 dias de antelacion a la sesidn para descartar posibles eventos de contaminacion. Se
procedid a realizar las sesiones en cabina de flujo laminar. Las tres sesiones consistieron
en el cultivo de explantes de todos los genotipos en el medio E6 (Figura 9, C).

Se colocaron 5 explantes, ya sean de hipocétilo o cotileddén por placa Petri en medio E6
para cada genotipo (Figura 9, D y E) y estas placas se incubaron en condiciones de luz
durante un mes hasta la aparicién de los primeros brotes. Se realizaron tres réplicas
experimentales.

Transcurrido 1 mes desde el cultivo se procedié al subcultivo de brotes regenerados.
Estos brotes se reubicaron en un medio de cultivo de enraizamiento R2 para obtener
una planta completa. Por ultimo, se pasé una muestra de cada planta regenerada por el
citdmetro para determinar su ploidia.
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4.- Resultado y discusion

4.1.- Analisis de ploidia de las entradas de berenjenas y especies silvestres
relacionadas.

En el experimento 1 se queria evaluar el tamafio exacto del genoma. Debido a que estas
mediciones requerian mucha precisidon se optd por la tincién de yoduro de propidio en
vez de la de DAPI. Se hizo un cribado de las 86 entradas iniciales eliminando muestras
con resultados no fiables, queddndonos con 69 entradas. Los resultados no fiables se
deben a la existencia de picos extrafios que imposibilitaron la identificacion de los picos
pertenecientes a la muestra y al tomate con un alto grado de certeza. En la gréfica
(Figura 10) se puede apreciar la estimacidn del tamafio de genoma de las 69 entradas
cribadas junto con el error estdandar de los datos recogidos por cada entrada por parte
del citémetro de flujo.

La técnica de la citometria de flujo nos permite obtener datos de miles de nucleos en
cada medida, por ello el error estandar tiende a 0 y no se aprecia apenas las barras de
error (DoleZel & Bartos, 2005; Dolezel, et al., 2007). Se analizaron alrededor de 10.000
nucleos por entrada lo cual le da una robustez estadistica muy elevada. Por ello la
estimacion del tamafio del genoma empleando la citometria de flujo es un método muy
fiable siempre y cuando se tenga un control interno con tamafio relativamente similar a
la coleccidon de muestras problema y se realicen las réplicas necesarias (Ochatt, et al.,
2011; Dolezel & Bartos, 2005). A pesar de ser una técnica fiable para la estimacién del
tamafio del genoma, varias investigaciones llegaron a una misma conclusion; el
establecimiento de patrones o controles internos es necesario para la estimacion del
tamafio de genoma en plantas (DolezZel, et al.; 1998, 2003, 2007; Dolezel & Bartos, 2005).

Se aprecia la diferencia de tamafio entre las plantas tetraploides (Mell 4n, Mel3 4n,
HTOR 4n) y el resto de las entradas utilizadas. Por otro lado, las entradas pertenecientes
a Solanum campylacanthum también son diferentes. Esta diferencia puede deberse a
que S. campylacanthum es un pariente silvestre oriundo de Africa (Samuels, 2012) en
donde se ha documentado la variacion del nivel de ploidia en la naturaleza.
Investigaciones realizadas por Anaso & Uzo (1989, 1990) reportaron haber encontrar
ejemplares tetraploides en Nigeria y se contrastaron con su contraparte diploide
mediante estudios citoldgicos, fenotipicos, de segregacion y cruzabilidad entre
individuos diploides y tetraploides.

Por ultimo, un grupo de entradas (E11, E32, E95, E133, E137, E139, E187, E188, E239,
E251y E252) también parecen ser diferente de las entradas restantes, el grupo presenté
un tamano de genoma ~33% mayor, aproximadamente. Esto podria deberse a que hay
una gran variabilidad pangendmica presente en la coleccidén del género Solanum del
banco de germoplasma del COMAV (Prohens, et al., 2004). El pangenoma hace
referencia al juego completo de genes complementarios pertenecientes a un clado
bioldgico (especies) que puede ser descompuesto en genes base y genes prescindibles
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gue estan presentes en una porcidn del clado o son especificos de individuos (Tettelin,
et al., 2005). El estudio de esta posible variabilidad pangendmica podria esclarecer el
entendimiento sobre la diversidad genética del acervo genético de cultivos comestibles,
por lo tanto, la pangendmica puede ser una herramienta Util y poderosa en programas
de mejora genética vegetal. Esta herramienta cobra mds importancia si se tiene en
cuenta los problemas de actualidad a los que se enfrenta la humanidad, el vertiginoso
crecimiento poblacional mundial y el cambio climdtico. Sin embargo, esta herramienta
es de maxima utilidad cuando se complementa con estudios de QTLs y/o estudios de
asociacion del genoma completo (GWAS) (Tao, et al., 2019). En la préxima década se
podrd empezar a emplear esta herramienta debido a que en 2019 se construyé el
pangenoma del tomate cultivado y parientes cercanos que agregd una secuencia de 351
Mb y 4873 genes codificantes que se pasaron por alto en el genoma de referencia. Este
pangenoma alberga variacion genética util que no ha estado disponible a investigadores
ni mejoradores hasta la fecha. Esta nueva variacién genética puede traducirse en nuevos
fenotipos que sean de interés para programas de mejora genética (Gao, et al., 2019).

Sin embargo, este experimento forma parte de una puesta a punto de una técnica que
hasta hoy no se habia implementado en el laboratorio. Debido a esto, se sugiere realizar
un experimento de seguimiento a este grupo de entradas con mas réplicas técnicas y
bioldgicas para indagar mas y confirmar las diferencias encontradas.

A lo largo de la puesta a punto de la técnica de citometria de flujo encontramos varios
puntos en el protocolo que condujeron a cometer errores y se tuvieron que modificar
en lo que respecta al material vegetal:

1. La muestra debe tener a lo sumo 1 semana de preparacién. Si se prolonga mas
tiempo sin analizar, su calidad desciende considerablemente, provocando
histogramas con picos escarpados y anchos. Si las muestras no se analizaran
inmediatamente después de su preparacion lo recomendable es congelarlas a -
70 °C. Wheeless et al. en su estudio de 1991 tuvieron un percance en donde se
les descongelaron unas muestras y posteriormente reportaron que estas
presentaban una calidad inferior comparado con las otras muestras en los
analisis citométricos.

2. El estado fisioldgico del tejido vegetal es de vital importancia. Se llegd a la
conclusién de que es ideal el tejido vegetal joven para el andlisis de la ploidia.
Conforme el tejido envejece la calidad del analisis citométrico desciende
dramaticamente (Pellicer & Leitch, 2014). Esta situacién puede deberse a que
puede existir interferencia por parte de compuestos citosélicos con el
fluorocromo utilizado (Dolezel, et al., 2007) debido a que la composicidon quimica
del citoplasma cambia en la senescencia del tejido vegetal consecuentemente
afectando la calidad de los analisis citométricos.

3. Por ultimo, es fundamental la ausencia de plagas debido a que degenera la
calidad de la muestra vegetal y contamina el histograma con picos extraios
debidos probablemente a la degeneracion de los nicleos o restos de tejido de
las propias plagas. En el caso de esta investigacion hubo temporalmente un
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problema con mosca blanca (Bemisia tabaci). Esta plaga tiene un tamafio de
genoma de 1019 Mb (ejemplar masculino) y 2019 Mb (ejemplar femenino)
(Brown, et al., 2005). El tamafio de genoma del ejemplar masculino de B. tabaci
es bastante similar a los tamafios calculados para las entradas pertenecientes al
género Solanum y podria inducir confusién y error por lo que estas muestras
fueron descartadas del analisis.
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Tamafio (gigabases 6 GB)

Tamafio del genoma de las entradas con error estandar
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Figura 10. Tamanio inferido del genoma de diversas entradas del género Solanum evaluadas mediante citometria de flujo con tincién de IP
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4.2.- Andlisis de los efectos del cultivo in vitro en la variacion de la ploidia de
plantas regeneradas de distintos genotipos de berenjena (Solanum melongena)

Para el experimento 2 se empled la tincién de DAPI debido a que es eficiente para
evaluar cambios grandes en niveles de ploidia y a pesar de que ofrece menos resoluciéon
que el IP, el procesado y la toma de datos son mas rapidos.

Los resultados del experimento 2 se presentan en la tabla 8. Estos datos se obtuvieron
para todos los genotipos cultivados in vitro en el medio E6 y en el medio R2 para
induccidn de raiz en condiciones in vitro. Los genotipos Mel 1.1 y Mel 3.3 obtuvieron los
rendimientos mds bajos en cuanto a produccién de brotes y también para plantas
aclimatadas en ambos tipos de explantes (hipocdtilo y cotileddn), esto fue debido a que
los datos pertenecen a una sesién experimental diferente al resto del set de datos y en
ellos los rendimientos rondaron en torno al 10%. El resto de los genotipos mostraron
rendimientos muy altos con porcentajes de explantes con brotes rondando el 70% o
incluso mas. Sin embargo, el porcentaje de plantas aclimatadas por explante inicial no
fue proporcional con respecto al porcentaje de explantes con brotes.

Se observa una variacién considerable en los pardmetros relacionados con la
aclimatacién de las plantas; porcentaje de explantes con brotes, plantas aclimatadas,
porcentaje de plantas aclimatadas explantes iniciales. El nUmero de plantas aclimatadas
por explante fue muy bajo considerando que se lograron muchos brotes por explantes
con este protocolo. Esto fue debido a la ausencia de un paso de elongacién entre la
etapa de formacién de brotes y enraizado porque no todos los brotes tengan un tamario
suficientemente grande para ser subcultivados a medio enraizante (R2). Este paso
puede mejorarse incorporando una etapa de elongacién antes de subcultivar en medio
R2. Para lograr esto los explantes con brotes pueden ser subcultivados a un medio libre
de hormona (EO) (Franklin, et al., 2004; Sarker, et al., 2006), en un medio con una
concentraciéon de 1,5 mg/L de acido giberélico (Rivas-Sendra, et al.,, 2015) o
incubandolos en condiciones de oscuridad por dos semanas (observaciones personales).

Se aprecio un porcentaje de alrededor del 30% de regenerantes tetraploides a partir de
explante de cotiledén. En hipocétilo también sucedid lo mismo, el porcentaje de
tetraploides regenerados fue alrededor del 25-30%. Estos resultados coinciden con lo
observado en otras investigaciones que demuestran la existencia, de un patrén de
polisomatia en otras especies (van den Bulk, et al., 1990; Sliwinska & Lukaszewska, 2005;
Chen, et al., 2009).

La proporcion de plantas poliploides regeneradas fue similar entre los dos tejidos a pesar
de que el cotileddn presente un porcentaje menor de células poliploides comparado con
el hipocétilo. Esto puede deberse a que el tejido de cotileddn tiene una mayor capacidad
organogénica (Mohamed, et al., 2011). Se observé que una proporcién importante de
las plantas regeneradas fueron individuos tetraploides estables, resultado que indica
gue este es un método altamente eficiente para el desarrollo de lineas tetraploides
estables sin el uso de agentes quimicos antimitoticos (Tabla 8). El porcentaje de plantas
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poliploides fue similar entre los genotipos, excepto en el caso de los cotiledones
proveniente de IVIA371 en donde el 50% de las plantas regeneradas fueron tetraploides.

Tabla 8. Numero de plantas aclimatadas por cada genotipo de berenjena utilizando el medio E6
en condiciones de luz para dos tipos de explantes iniciales, hipocétilo y cotileddn.
Posteriormente se utilizé el medio R2 para la induccidon de las raices. El analisis de la ploidia de
las plantas aclimatadas se muestra en las dos ultimas columnas. Explantes iniciales usados
(n=45).

Cotileddn
. [ 0,

Genotipo Explantes con Plantas Plantas aclimatadas/explantes % de % de
B S regenerantes regenerantes

brotes (%) aclimatadas iniciales (%) s .
diploides tetraploides
MEL 1.1 7,50+0,04 5 11,11+ 0,04 75,00 £0,19 25,00 £ 0,19
MEL 3.3 15,00 + 0,05 7 15,55 + 0,05 69,23 £0,17 30,77 £0,17
IVIA371 96,66 + 0,03 36 80,00 £ 0,06 50,00 + 0,08 50,00 + 0,08
IES 100,00+ 0,00 15 33,33+0,07 61,30+0,13 38,70+0,13

Beauty (BB)
MM1597 69,23 £ 0,07 13 28,88 £ 0,06 64,71 £ 0,13 35,29+0,13
> ’(’I’;‘;'l”)’m 100,00+ 0,00 24 53,33 £ 0,07 75,00 £ 0,09 25,00 + 0,09
Hipocotilo
. [ 0,

Genotipo Explantes con Plantas Plantas aclimatadas/explantes % de 7% de
B S regenerantes regenerantes

brotes (%) aclimatadas iniciales (%) s .
diploides tetraploides
MEL 1.1 20,00+ 0,23 6 13,33 +0,05 77,78 £0,17 22,22 +0,17

MEL 3.3 10,00+ 0,12 4 8,88 £ 0,04 90,48 £ 0,15 9,52+0,15
IVIA371 86,66 + 0,06 13 28,88 £ 0,06 65,00 £0,13 35,00+ 0,13
Black 70,00 +0,08 21 46,76 +0,07 66,70 £ 0,10 33,30+ 0,10
Beauty (BB)

MM1597 86,66 = 0,06 9 20,00 £ 0,06 76,92 £0,14 23,08 £0,14
> '(’I’;‘;’l“)”" 90,00 £ 0,05 17 37,77+ 0,07 74,80+ 0,11 25,20 40,11
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4.3.- Evaluacién del nivel de ploidia de los explantes iniciales empleados en
cultivo in vitro

Se observd un patron polisomdatico similar en todos los genotipos cuando se analizé la
ploidia de los tejidos de hipocétilo, cotileddn y hoja verdadera (figura 11). El tejido de
cotileddn tuvo entre 3 a 5 veces mds células que el de hoja verdadera en el pico de fase
G2. En el caso de hipocétilo, el nUmero de células del pico G2 fue entre 7 a 9 veces mayor
que el pico de la muestra de hoja verdadera. Tanto el tejido de hipocdtilo como
cotiledon mostraron un pico en el valor arbitrario de fluorescencia de 200, pico
inexistente en el analisis de la hoja verdadera, como puede observarse en el histograma
conjunto de la figura 11.

Estos resultados pueden ser debidos a un patréon polisomatico generado por
endorreduplicaciones. Otros autores ya observaron que las primeras
endorreduplicaciones ocurren en el hipocétilo y cotiledéon durante la germinacién
favoreciendo la elongacién celular a un menor coste (Gilissen, et al., 1993; Smulders, et
al., 1994). Este proceso bioldgico también ocurre en el tallo y las hojas durante el
desarrollo (elongacién y expansién celular). Por lo tanto, el desarrollo de la condicién
polisomatica estd regulado genéticamente. Este fendmeno, nos ha permitido en este
trabajo obtener individuos poliploides a partir de aquellos tejidos con células poliploides
enddgenas.

Sin embargo, los patrones de polisomatia también estdn influenciados por las
condiciones de cultivo de las plantas ya que se han observado diferencias en el patrén
polisomatico de los tejidos de cotiledon y hoja verdadera de plantas crecidas en
condiciones in vitro y crecidas en invernadero (Smulders, et al., 1994). Esto es muy
interesante ya que nos puede permitir en un futuro explotar, mediante esta
aproximacion, diferentes patrones polisomaticos de un mismo cultivo.

Smulders (1994) concluyé que, en tomate, el desarrollo de la condicidn de polisomatia
es una parte fundamental en la diferenciacion celular a lo largo del ciclo de vida vegetal.
Esta conclusién también la comparte Barlow (1975), aportando que las
endorreduplicaciones son parte de la diferenciacion morfoldgica y bioquimica de las
células de la caliptra en maiz. Este fendmeno bioldgico posteriormente se encontrd en
otras especies (Nagl, 1978). Estas afirmaciones ponen en valor todavia mas la aplicacion
gue se propone en este trabajo, ya que las diferencias en los patrones polisomaticos no
so6lo se dan en berenjena. Segun estos autores es algo general en la mayoria de los
cultivos y que estd ligado a los mecanismos de desarrollo, por lo que si disponemos de
protocolos de regeneracion in vitro eficientes podemos generar poblaciones poliploides
sin el uso de agentes antimitoticos. Es decir, tenemos a nuestra disposicidon una nueva
metodologia para generar plantas sin semillas.
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Figura 11. Histograma obtenido por citometria de flujo de explantes de hipocétilo y cotileddn.
Histograma de citometria de flujo sobre los contenidos relativos de DNA nuclear en diferentes
tejidos de la entrada IVIA371: cotileddn (azul), hipocétilo (verde) y hoja verdadera (rojo). El eje
de las coordenadas representa el nivel de la intensidad de la fluorescencia relativa a la cantidad
de DNA nuclear. Se observa claramente los perfiles polisomaticos presentes en los diferentes
tejidos analizados. El pico ubicado en el valor 50 corresponde al nucleo diploide en fase G1. El
eje de las ordenadas indica el nimero de nucleos analizados.
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5.- Conclusiones

1. La citometria es una técnica fundamental para la estimacién precisa del tamafio de
genoma en muestras bioldgicas. Nos da un alto nivel de robustez debido al gran nimero
de muestras analizadas en muy poco tiempo. Ademas, es técnicamente muy simple de
aplicar y teniendo en cuenta unas sencillas consideraciones nos proporciona unos
resultados limpios y facilmente interpretables a un precio muy econémico.

2. Se han encontrado algunos individuos con variaciones en su tamafio dentro de la
coleccién de entradas del G2PSOL. No obstante, deberian de hacerse mas replicas
técnicasy bioldgicas para confirmar estas variaciones ya que este trabajo se ha centrado
en establecer las bases para la correcta aplicacion de la técnica y por falta de tiempo no
se han podido realizar mas sesiones.

3. La variacion de tamafio también allana el camino hacia futuras investigaciones,
justificando el rumbo hacia estudios pangendmicos, herramienta que posiblemente serd
importante para hacer frente a la creciente poblacion mundial y al cambio climatico.

4. Existe un patrén de polisomatico durante el crecimiento y desarrollo en la berenjena. Es
posible aprovechar la polisomatia para obtener plantas poliploides estables sin emplear
agentes antimitdticos

5. Tanto los cotiledones como los hipocdtilos pueden ser utilizados como explantes de
partida para la regeneracion de plantas poliploides en condiciones de cultivo in vitro.

6. En este trabajo se han establecido las bases para continuar futuras investigaciones tanto
en lo que concierne al estudio y evolucion de los genomas de la berenjena y sus especies
silvestres relacionadas, como para abrir nuevas vias que permitan la produccién de
frutos sin semillas en este cultivo.
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