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Resumen

La obtencidn de individuos dobles haploides (DHs) es una util alternativa a las técnicas
convencionales de mejora genética vegetal para la obtencion de lineas puras, necesarias
para producir semilla hibrida comercial a gran escala. De los distintos abordajes
biotecnoldgicos disponibles para generar lineas DH, el cultivo de microsporas aisladas
para inducir su desarrollo como embriones haploides y DH es la técnica mas utilizada y
eficiente. Siempre y cuando, eso si, estén optimizados los protocolos para ello. La
regulacion de los niveles de las distintas hormonas vegetales es clave para un correcto
desarrollo del embridn cigético dentro de la semilla. Es l6gico suponer que, en el caso
de la embriogénesis in vitro, la situacién sera parecida. De hecho, en casi todas las
especies en las que la embriogénesis de microsporas es posible, resulta necesario afiadir
distintos niveles de hormonas al medio de cultivo. Resultados previos de nuestro grupo
demostraron que genotipos con distinta eficiencia en la respuesta a la embriogénesis de
microsporas, muestran también perfiles hormonales muy distintos durante la induccién
y el desarrollo embriogénico. De esto se deduce que tratar de imitar los perfiles
hormonales de los genotipos de alta respuesta en los medios de cultivo de microsporas
de genotipos de baja respuesta, podria incrementar la respuesta de estos ultimos. En
este trabajo se realizaron ensayos de modulacidn de los niveles hormonales durante el
cultivo de microsporas de dos lineas de colza (Brassica napus) con diferente respuesta a
la induccidon de embriogénesis. En diferentes etapas del cultivo de microsporas, se
modularon los niveles de las principales hormonas implicadas en la embriogénesis, el
acido indolacético (IAA) y el 4cido abscisico (ABA), afiadiéndolas directamente al cultivo
para incrementar sus niveles, o afladiendo inhibidores especificos para reducir dichos
niveles. El efecto de la modulacidn se midié sobre la producciéon de embriones derivados
de microsporas en las dos lineas.

Palabras clave: Androgénesis; Biotecnologia; Brassica napus; colza; cultivo in vitro;
dobles haploides; embriogénesis; haploide; hormonas; microsporas.



Abstract

The generation of doubled haploid (DH) individuals is a useful alternative to
conventional plant breeding techniques for production of pure lines, necessary to
produce commercial hybrid seed at a large scale. Among the different biotechnological
approaches available to generate DH lines, in vitro microspore culture to induce their
development as haploid and DH embryos is the most widely used and efficient
technique. Provided, however, that the protocols are optimized for this purpose. The
regulation of the levels of the different plant hormones is key for the correct
development of the zygotic embryo inside the seed. Reasonably, in the case of in vitro
embryogenesis, the situation would be similar. In fact, in almost all species where
microspore embryogenesis is possible, different levels of hormones must be added to
the culture medium. Previous results from our group showed that genotypes with
different efficiency in their microspore embryogenesis response also show very different
hormone profiles during embryogenicinduction and development. Thus, trying to mimic
the hormonal profiles of high-response genotypes in the microspore culture media of
low-response genotypes could increase the response of the latter. In this work, we
modulated the levels of hormones during microspore culture in two Brassica napus lines
with different responses to embryogenesis induction. At different stages of the culture,
the levels of the main hormones involved in embryogenesis, indole acetic acid (IAA) and
abscisic acid (ABA), were modulated by adding them directly to the culture to increase
their levels, or by adding specific inhibitors in order to reduce their levels. The effect of
modulation was measured on the basis of the production of microspore-derived
embryos in the two lines.

Keywords: Androgenesis; Biotechnology; Brassica napus; doubled haploids;
embryogenesis; haploid; hormones; in vitro culture; microspores.
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INTRODUCCION

Lineas puras, hibridos y su papel en la agricultura

La mejora genética vegetal ha acompafnado a la civilizacién humana desde sus albores.
Los primeros agricultores ya la practicaban de un modo inconsciente al seleccionar
ejemplares, variedades o especies por las que sintieran predileccidon (Koh et al., 2015).
Aunque estas técnicas eran rudimentarias en comparacién con las actuales, permitieron
la obtencién de las primeras variedades vegetales. Estas, debido a la seleccidon “a ciegas”
realizada por los agricultores y a la gran diversidad genética que existia, presentaban
gran plasticidad y diversidad genéticas, permitiéndoles hacer frente a multiples
condiciones agrondmicas y climaticas a la vez que conservaban aquellos caracteres de

interés por los que fueron seleccionadas.

Si bien la diversidad genética de nuestros cultivos sigue siendo un factor clave para el
avance de la actividad agricola, los productores también demandan homogeneidad en
sus cultivos, lo cual implica la necesidad de equilibrar ambos aspectos. Los agricultores
buscan variedades que posean ciertas caracteristicas de interés y buen rendimiento en
campo, pero que al mismo tiempo generen cosechas homogéneas que faciliten el
mantenimiento, recoleccidon y venta de sus productos. De este modo surgié desde

finales del siglo XIX el interés por las denominadas lineas puras.

Una linea pura es un conjunto de individuos homocigotos para todos sus /oci. Estas lineas
han resultado de gran interés para la mejora genética vegetal debido a su capacidad de
reducir la variacion en la respuesta que daran los cultivos en los que son utilizadas, asi
como por su papel en la produccién de hibridos comerciales. Cruzando dos lineas puras
distintas con caracteristicas de interés, es posible crear hibridos homogéneos entre si
que, ademas de caracteristicas agrondmicas de interés, posean un alto grado de
heterosis. La heterosis es un fendmeno en el cual las progenies hibridas presentan
mejores aptitudes que sus parentales (Saeki et al., 2016). Es por ello una caracteristica

muy estimada en la produccién vegetal.

Este interés de los productores por la obtencidn de hibridos comerciales ha sido en gran
medida el factor que principalmente ha fomentado el estudio y produccion de lineas
puras. Tradicionalmente se ha recurrido a programas de produccion de lineas puras

basados en cruces recurrentes, generacion tras generacién, entre individuos



seleccionados de la poblacion. De este modo, la produccién de la linea pura resulta
costosa tanto en recursos como en tiempo y en muchas ocasiones no se consigue una
homocigosis total debido a fendmenos de ligacién y baja tasa de recombinacién en
algunos loci (Martin, 2002). Alternativamente, se han descrito e implementado
multiples metodologias para la produccién de lineas puras que generan resultados
mejores vy, sobre todo, mas rapidos. Entre ellas destaca la produccidon de individuos

dobles haploides (DHs).

Haploides y DHs: Obtencidn y aplicaciones

Un individuo haploide es aquel que posee una dotacion genética equivalente a la mitad
de la descrita en su especie. Es decir, posee el nimero de cromosomas que
encontrariamos en los gametos de su especie. A diferencia de la gran mayoria de
animales, las plantas haploides son capaces de continuar su desarrollo, aunque
presentan un porte y vigor menores, asi como esterilidad, lo que las hace inviables para
producir semilla. Su interés se limita a la investigacion. No obstante, es posible que se
llegue a dar una duplicaciéon del genoma espontaneamente recuperando la dotacidn
cromosomica caracteristica de su especie. Del mismo modo, es también posible inducir
la duplicacion del genoma haploide mediante tratamientos especificos con
antimitdticos, como la colchicina y la orizalina entre otros. En ambos casos se obtienen
individuos DHs que, por provenir de la duplicacidn de un genoma inicialmente haploide,
presentan exactamente los mismos alelos en todos y cada uno de sus loci. Son, por

tanto, lineas puras 100% homocigotas.

En la actualidad encontramos multiples técnicas para la produccion de embriones

haploides y DHs:

e Cruces interespecificos: Consiste en la obtencion de individuos haploides a través
de la interaccién entre el polen de uno de los parentales con el gineceo del otro
parental siendo ambos de especies distintas. La incompatibilidad de la fecundacion
es capaz de inducir el desarrollo de embriones haploides a partir de uno de los
gametos involucrados. Una de las primeras descripciones de este fendmeno la
encontramos ya en la década de los 70 con en el conocido como método bulbosum
(Kasha y Kao, 1970). En él, a través del cruce entre la cebada (Hordeum vulgare) y

un pariente silvestre incompatible, Hordeum bulbosum, se conseguian plantas



haploides de cebada tras la progresiva eliminacién de los cromosomas de Hordeum
bulbosum.

De este modo, los cruces interespecificos se han utilizado también en otros cultivos
de gran importancia como el trigo para generar haploides a través de la polinizacién
con polen de especies como cebada y maiz (Ishii et al., 2016). De gran interés es
también el hallazgo de una alta tasa de produccidn de DHs (98%) en Brassica napus
a través de la polinizacién con una Brassica alooctaploide creada artificialmente (Fu

et al., 2018).

Uso de lineas inductoras de haploidia: si bien es una metodologia limitada a un
numero reducido de especies, se han descrito experiencias con resultados positivos
en la produccidn de embriones haploides. Se basa en el uso de lineas que presentan
en determinados /oci mutaciones que impiden o bien el adecuado desarrollo del
gameto o la doble fecundacion, generdndose embriones haploides que pueden ser
tanto de origen materno como paterno. Un ejemplo de esta metodologia lo
encontramos en maiz, donde en sus inicios fueron de gran importancia las lineas
“Stock6-derived” (Coe, 1959). Gracias a estas se continuaron obteniendo nuevas
lineas inductoras de haploides en maiz. Sin embargo, en otras especies la técnica ha
presentado limitaciones.

En la actualidad se ha incrementado el interés en esta técnica gracias a los avances
conseguidos con ingenieria genética centrada en CENH3, una histona centromérica
cuya mutacion ha permitido la obtencién de lineas haploides tanto en maiz como en
otras especies como Arabidopsis thaliana o Brassica juncea (Gilles et al., 2017; Ren
et al., 2017). Con todo ello, su presencia en programas de mejora de cultivos sigue
siendo muy limitada debido a las restricciones que el marco legal sobre organismos

modificados genéticamente implica para los productores.

Induccién de ginogénesis: técnica basada en la induccion del desarrollo del gameto
femenino como embridn haploide sin fecundacién. En ella se recurre al cultivo in
vitro de flores no fecundadas, ovarios e incluso directamente dvulos, con el fin de
inducir el desarrollo embriogénico de la célula huevo. Un ejemplo de la técnica
consiste la polinizacién con polen tratado (incapaz de fecundar) para disparar una
respuesta de induccion del desarrollo de los dvulos, pudiendo ser estos cultivados
in vitro. En la actualidad sigue muy limitada a determinados cultivos, donde el resto

de técnicas no han sido exitosas, especialmente en bulbosas. Un ejemplo lo
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encontramos en la produccidn de DHs en cebolla (Allium cepa L.) través del cultivo
de botones florales y una posterior duplicacion cromosdmica de los haploides
surgidos (Alan, 2021). Ante otras técnicas como la induccién de androgénesis
presenta un rendimiento menor debido a la gran diferencia entre el reducido
numero de évulos que produce una flor frente a la gran cantidad de microsporas

que puede producir cada antera de cada flor.

Induccion de androgénesis: técnica basada en el uso de los precursores del
gametofito masculino con el fin de inducir su desarrollo como embriones haploides.
Aungue no exclusivamente, el precursor mas ampliamente utilizado y que mejores
resultados proporciona son las microsporas, bien cultivadas in vitro dentro de la
antera o bien aisladas y cultivadas en medio liquido. A este proceso se le conoce
como embriogénesis de microsporas. Descrito por primera vez en 1964 a través del
cultivo de anteras en Datura innoxia (Guha y Maheshwari, 1964), se trata de un
proceso experimental, in vitro, estudiado en multitud de especies, si bien algunas
siguen siendo un desafio debido a su recalcitrancia. En las especies en las que existen
protocolos optimizados y eficientes de cultivo in vitro de anteras o microsporas
aisladas, este es el abordaje mads utilizado para la produccién de embriones DHs
debido a su relativa simplicidad técnica y elevado rendimiento.

Paralelamente, existen otras metodologias dentro de la androgénesis como la
eliminacion del genoma materno tras la fecundacion y la desviacion del desarrollo
del meiocito hacia un desarrollo in vitro (Segui-Simarro, 2010), pero su uso no es tan
frecuente como la embriogénesis de microsporas, por ser su eficiencia mucho

menor.
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Figura 1. Diferentes rutas para la produccién de embriones haploides via androgénesis: (Route 1) desviacion
del meiocito hacia la proliferacién in vitro; (Route 2) reprogramacion del desarrollo de microsporas hacia la
produccion embriogénica; (Route 3) eliminacion del genoma materno tras la fecundacion (Segui-Simarro,

2010)

En la actualidad, las aplicaciones de los individuos DHs abarcan multitud de campos, tanto
aplicados como experimentales (Weyen, 2021). Entre sus principales utilidades

encontramos:

e Produccion de Lineas Puras: la produccién de embriones haploides y su duplicacién

gendmica hasta individuos DH permite obtener lineas 100% homocigotas en todos
sus loci en una Unica generacion.

e Fijacién de variacidon genética y genotipos de interés: el uso de DHs acelera los

programas de mejora y produccion de hibridos al reducirse el nimero de cruces, y
por tanto generaciones, necesarios para fijar los caracteres de interés en la
descendencia.

e Mapeos gendmicos y seleccidn asistida por marcadores: la homocigosis en todos los

loci de los DH permite estudios y mapeos gendmicos que revelen regiones



fuertemente ligadas y marcadores que podrian haber quedado ocultos a través de
otras técnicas.

e Seleccion vy prediccién gendmica: la seleccién recurrente de descendientes de

individuos DH permite una mayor facilidad para trabajar con caracteres de baja
heredabilidad. Esto es debido a que, si un cardcter presenta baja heredabilidad, el
fenotipo resultante es muy dependiente de las condiciones ambientales. Por ello,
gracias a la total homocigosis de los DHs podemos eliminar la componente genética
de la varianza fenotipica observaday atribuir las diferencias fenotipicas a diferencias
ambientales, las cuales pueden llegar a ser controladas. Si controlamos el ambiente,
aseguraremos siempre la misma respuesta entre los homocigotos para los mismos
alelos, pudiendo ser facilmente seleccionados los que posean los caracteres de
interés. Ademas, la obtencidon de DHs de variedades existentes puede utilizarse
como herramienta para purgarlas de alelos ineficientes e incluso predecir los
mejores genotipos posibles.

e Transformacidn y edicidn genética: a través de la trasformacion o edicidon genética

de un individuo y la produccion de embriones DHs a partir de él (seleccionando los
qgue posean la modificacién en caso de no ser un evento presente en todos los
individuos) podemos acelerar la fijaciéon de esta modificacién en homocigosis.

e Reverse Breeding: esta técnica se basa en el uso de hibridos con el fin de desvelar

el genotipo de sus parentales. A través de la produccién de DHs a partir de gametos
no recombinantes de estos hibridos, podemos conocer el genotipo de los parentales

que se cruzaron para la obtencién del hibrido.

Androgénesis y embriogénesis de microsporas

La embriogénesis de microsporas consiste en inducir la formacion de embriones a partir
de las microsporas presentes en los sacos polinicos del androceo. Estas células haploides
surgen tras la meiosis de la célula madre del polen durante el desarrollo gametofitico
que se da en el microsporangio. Son pues estadios precursores del gametofito
masculino, conocido como polen. Asi, a través del estrés inherente a las condiciones del
cultivo in vitro y la aplicacion en algunos casos de estreses adicionales, como choques
térmicos, osmoéticos o ayuno forzado, se consigue reprogramar el desarrollo
gametofitico de estas microsporas hacia la via esporofitica. De este modo se induce la

produccién de embriones haploides. La relativa simplicidad y alto rendimiento de esta



técnica en comparacidon con otras metodologias resultan clave para comprender su

prometedor papel en la produccién de DHs.

Existen dos metodologias para la induccién de embriogénesis de microsporas: el cultivo
de anteras y el cultivo de microsporas aisladas.

En el cultivo de anteras, a través del aislamiento de las anteras en un medio de cultivo
adecuado, es posible inducir el desarrollo como embriones de las microsporas
contenidas en los sacos polinicos. Entre las ventajas de esta metodologia encontramos
su simplicidad tanto en la técnica como en medios de cultivo necesarios ya que al no
haber extraido las microsporas de su entorno natural, estdn en interaccidn con el tejido
gue conforma la antera, el cual les aporta nutrientes y proteccién, facilitando su
supervivencia. Su permanencia en la antera durante el cultivo in vitro supone también
una de sus principales desventajas, ya que las propias dimensiones de la antera limitan
la capacidad de crecimiento de los embriones, pudiendo surgir competencia por el
espacio, reduciéndose el rendimiento de produccién de embriones. Otra desventaja del
cultivo de anteras es el riesgo de produccion de callos y embriones diploides (no DHs)
derivados del tejido somatico de las anteras, que también esta presente en el cultivo.
Esto hace necesario analizar el origen de cada embrién producido con el fin de asegurar
la presencia Unicamente de los deseados embriones derivados de microsporas.

Por su parte, en el cultivo de microsporas aisladas se extraen las microsporas de las
anteras para cultivarlas aisladas in vitro en medios de cultivo generalmente liquidos.
Esta metodologia resuelve las problematicas encontradas en el cultivo de anteras, ya
gue no existen limitaciones espaciales para el desarrollo de las microsporas, ni existe el
riesgo de encontrar estructuras diploides (no DHs) ya que Unicamente se cultivan
precursores haploides. En aquellas especies donde los protocolos estan optimizados, es
también un método mas rdpido que el respectivo cultivo de anteras. En cuanto a sus
limitaciones, el cultivo de microsporas aisladas implica una mayor complejidad tanto
técnica como en la composicion de los medios de cultivo, al no estar presente el tejido
de las anteras que protegia y nutria a las microsporas. Por ello sus protocolos deben ser
altamente adaptados y optimizados ya que los aislados de microsporas son muy
sensibles al entorno fisico-quimico in vitro, pudiendo sufrir grandes pérdidas de
rendimiento productivo simplemente por pérdida de viabilidad de las microsporas. Sin
embargo, una vez se consigue optimizar el proceso, el cultivo de microsporas aisladas

resulta una opciéon mds productiva que el cultivo de anteras, lo cual ha generado que



sea la tendencia mayoritaria en la produccién de DHs en aquellas especies donde existen

protocolos eficientes.

Con independencia de la metodologia elegida, es necesario conocer el desarrollo y
avance de la gametogénesis de aquella especie con la que se desee trabajar, ya que en
la mayoria de especies la induccién de la embriogénesis de microsporas solamente es
posible cuando la induccidén se realiza alrededor de la primera mitosis del polen, que
corresponde a los estadios de microspora madura (vacuolada) y polen bicelular joven,
recién dividido (Segui-Simarro et al., 2008). Es por ello que conocer marcadores que
permitan seleccionar muestras con microsporas en los estadios de desarrollo adecuados
para la induccién aumentarad la eficiencia de la técnica. Un ejemplo lo encontramos en
la relacidn entre la longitud del botén (yema) floral y el estadio de desarrollo de las
microsporas en especies como pimiento, berenjena y colza (Parra-Vega et al., 2013;

Rivas-Sendra et al., 2019; Corral-Martinez et al., 2021).

Figura 2. Microsporas de colza en estadio idoneo para el cultivo. (A) Microspora vacuolada en campo claro;
(B) Microspora vacuolada tefiido con DAPI; (C) Polen bicelular joven en campo claro; (D) Polen bicelular joven
tefiido con DAPI. Barras: 10 um.



La colza

La colza (Brassica napus) es una especie vegetal de la familia Brassicaceae. Su centro de
origen es todavia foco de debate entre la comunidad cientifica, habiendo algunos
defensores de un origen mediterraneo frente a otros que defienden multiples origenes
(Rakow, 2004). Con independencia de ello, si es conocido su origen evolutivo,
tratandose de un anfidiploide con cuatro dotaciones cromosémicas no homodlogas
(AACC; n=19) surgido de la hibridacién entre Brassica rapa (AA, n=10) y Brassica
oleraceae L. (CC, n=9) (OECD, 2012). La especie comprende diversas variedades y
subespecies, como Brassica napus L. var rapifera, Brassica napus L. subsp. napus y
Brassica napus L. var oleifera, conocida esta ultima cominmente como colza.

bb
Brassica nigra n=8

ss dd
S. arvensis Sinapis alba n=12
n=9

bb.CC aa bb
B. carinata n=17 B. juncea n=18

B. oleracea n=9 =
B. napus n=19 B.rapa n=10

n = number of chromosomes

Figura 3. Relaciones filogenéticas entre especies del género Brassica. (Canola Council of Canada, 2016).

La colza tiene un gran interés agrondmico debido a su semilla oleaginosa de la que se
obtiene aceite para uso tanto industrial como de consumo humano y de ganado. En el
afio 2020 se produjo un total de 69.2 millones de toneladas de colza, situdndose como
el segundo cultivo oleaginoso mas producido mundialmente, solo por detras de la soja
(FAO, 2020). Para ser apto para el consumo humano, el aceite de colza debe contener
menos de un 2% de acido erucico. Por ello, se han desarrollado diversos programas de
mejora enfocados en obtener variedades con reducidos niveles de este acido, hasta
surgir las variedades actualmente producidas. Sin embargo, todavia existen multiples
posibilidades de mejora para reducirlo aiin mas, e incluso mejorar otras caracteristicas
de interés mas alla de su uso oleaginoso.

La produccién de tortas proteicas para el consumo del ganado otra via de interés para
los productores de colza. Los andlisis nutricionales de las tortas resultantes del

procesado de colza revelan niveles proteicos del 38%, muy cercanos a los que se



encuentran en otros alimentos de origen vegetal como la soja donde el porcentaje
proteico es del 44%. Ademads, la proteina presente en ellos era equivalente en
composicion a la presente en productos lacteos o derivados de soja (So y Duncan, 2021).
Del mismo modo, mds alld de interés por las propiedades nutricionales, también
resultan muy interesantes los programas que buscan mejorar la resistencia de la colza
ante patégenos y enfermedades que afectan a su producciéon. Un ejemplo es la
identificacion de hasta 23 genes candidatos a conferir resistencia a la podredumbre seca
o “Blackleg”, una enfermedad fungica causada por Leptosphaeria maculans que puede
llegar a producir pérdidas del rendimiento de mas de un 80% en genotipos susceptibles
(Dolatabadian etal., 2022). Los programas de mejora de estas resistencias podrian verse
acelerados gracias a las metodologias de produccion de DHs.

Es decir, aun existen muchos aspectos mejorables en este cultivo y es en este ambito

donde jugard un papel crucial la produccién de DHs en colza.

Importancia de la colza en la embriogénesis de microsporas

Uno de los factores clave para el éxito de la inducciéon de DHs es el genotipo de las
plantas utilizadas. Son multiples las especies e incluso variedades dentro de una especie
gue presentan recalcitrancia a la induccién de embriones derivados de microsporas. Por
ello, una importante via de estudio es tratar de elucidar cémo conseguir inducir en ellas
embriogénesis de microsporas. Existen también diversas especies donde la metodologia
ha sido ampliamente estudiada y son consideradas especies modelo. Este es el caso de
la colza, donde el gran rendimiento en embriones de algunas lineas y la simplicidad del
cultivo in vitro de sus microsporas ha popularizado su empleo como modelo
experimental para el estudio del proceso de la induccion de la embriogénesis de
microsporas y el posterior desarrollo in vitro de los embriones derivados de ellas (Ferrie

y Caswell, 2010; Corral-Martinez et al., 2021).

Existen diferentes genotipos de colza que poseen una alta respuesta a la induccion de
embriones a partir de microsporas aisladas, como la linea DH4079. Otros, como la linea
DH12075, presentan una baja respuesta ante los mismos métodos de induccién (Corral-
Martinez et al., 2021). Las lineas de baja respuesta son de gran interés para la

investigacion, ya que conocer el motivo de su baja respuesta ante el mismo estimulo
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puede aportar informacién valiosa sobre el proceso de la embriogénesis de microsporas,

qué factores lo regulan, y cémo mejorar su eficiencia.

Las hormonas y su papel en la embriogénesis de microsporas

Las distintas fitohormonas son elementos clave en multiples procesos fisioldgicos,
incluido el desarrollo embrionario. Existen estudios que han hallado similitud en las
variaciones de los perfiles hormonales durante el desarrollo de embriones
convencionales y de los producidos por cultivo de microsporas. Mas alla de su utilidad
como modelo in vitro para estudiar el papel de las hormonas durante el desarrollo
embrionario (Hays et al.,, 2001), el sistema de induccidn de embriogénesis de
microsporas en colza se plantea como un sistema muy util para el estudio del efecto
hormonal durante la induccidon de embriogénesis, con el fin de encontrar pautas para su

optimizacion.

Uno de los grupos de fitohormonas mas ampliamente estudiados es el de las auxinas.
Estas cumplen multiples funciones en el desarrollo y sefializacion celular, siendo clave
su acumulacién para la correcta diferenciacién de los embriones (Verma et al., 2021).
Esta funcion de organizacién y reprogramacion celular ha sido también observada en
experimentos con embriones producidos a partir del cultivo de microsporas de colza,
donde se observd una acumulacién de auxinas enddgenas en aquellas microsporas que
reprogramaron su desarrollo hacia la embriogénesis (Prem et al., 2012; Rodriguez-Sanz

et al., 2015).

Otra fitohormona de gran importancia en este proceso es el acido abscisico (ABA). Su
papel en los procesos de respuesta a estreses en los vegetales deberia de antemano
hacernos pensar en su relevancia en el proceso de embriogénesis de microsporas donde
gracias a la aplicacidn de estreses abidticos se reprograma el desarrollo de las mismas.
Asi, se ha observado que la aplicacidon exégena de ABA sobre un cultivo de microsporas
de berenjena promovia la divisién celular y la formacion de callos (Corral-Martinez y

Segui-Simarro, 2014).

Si bien estos dos ejemplos de fitohormonas suelen ser los mas relevante durante el
desarrollo embriogénico, hay otras fitohormonas con un papel en este proceso. Se sabe

que la aplicacidon de algunas citoquininas sobre cultivos de microsporas en citricos
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incrementa la respuesta embriogénica (Chiancone et al., 2015). Por otra parte,
hormonas como las giberelinas son conocidas por su capacidad de producir elongacion
en células cultivadas in vitro, pero algunos estudios realizados en especies recalcitrantes
sugieren que no poseen un papel clave en el éxito de la embriogénesis de microsporas

(Lulsdorf et al., 2012).

Finalmente, uno de los estudios mas recientes sobre el papel de las fitohormonas sobre
la embriogénesis de microsporas lo encontramos en ensayos realizados por nuestro
grupo, todavia no publicados. En ellos, se estudié la acumulacién de IAA y ABA durante
el cultivo de microsporas de dos lineas de colza con diferentes potenciales de induccién
de embriogénesis de microsporas (DH4079 y DH12075), asi como el perfil hormonal
existente a lo largo del proceso de embriogénesis de microsporas. Los resultados
obtenidos (ANEXO 1) mostraron diferencias entre ambas lineas, tanto en la acumulacién
de las fitohormonas, como en el perfil hormonal existente durante el proceso. Estas
diferencias fueron la base sobre la que se disefiaron los ensayos recogidos en este

trabajo.

Con todo ello, resulta evidente que las hormonas vegetales, tanto las endégenas como
la aplicadas exdgenamente, jugaran un papel fundamental en el desarrollo de los
embriones durante el cultivo de microsporas. Su presencia, ausencia e interacciones
seran clave para explicar los resultados obtenidos en la embriogénesis de microsporas.
De este modo, profundizar en el estudio del efecto de la adicion de hormonas vy
sustancias antagonicas e inhibidoras de las mismas al cultivo resulta una interesante via

para la mejora de los protocolos de induccidon embriogénica de microsporas.
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OBJETIVOS

El objetivo de este estudio fue analizar el efecto de la modificacién de los perfiles
hormonales sobre la induccién de embriogénesis de microsporas en dos lineas de colza
con diferentes potenciales de produccién de embriones. Para ello se recurrié a la
aplicacion exdgena de fitohormonas y compuestos que pudieran intervenir en sus rutas

de sefializacion con los siguientes objetivos:

e Estudiar el efecto sobre la embriogénesis de microsporas de incrementar los
niveles de acido indolacético (IAA) y acido abscisico (ABA).
e Estudiar el efecto sobre la embriogénesis de microsporas de la inhibicion de la

sefializacion de las fitohormonas anteriores a través de inhibidores especificos.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se utilizaron dos lineas DH de colza como plantas donantes para la extraccién de
microsporas. Estas fueron la linea de alta respuesta embriogénica DH4079 derivada del
cultivar Topas (Ferrie y Mollers, 2011) y la linea de baja respuesta embriogénica

DH12075, derivada del cruce entre las lineas Westar y Cresor (Malik et al., 2008).

Ambas lineas donantes se cultivaron desde semilleros, pasandolas a maceta a partir de
la aparicién de las primeras hojas verdaderas. Durante su crecimiento vegetativo se
mantuvieron en camara de cultivo en condiciones térmicas de 232C. Una vez se
observaban las primeras inflorescencias, las plantas eran pasadas a otra cdmara en
condiciones de 152C con el objetivo de incrementar la diferencia de temperatura al
aplicar el choque térmico durante el cultivo de microsporas. Previamente a la toma de
muestras de inflorescencias de las plantas donantes, era necesario una permanencia de
al menos 1 semana desde su traspaso de la cdmara de crecimiento vegetativo a la
camara de frio pues es un aspecto que favorece la respuesta embriogénica. Ambas

camaras mantuvieron un fotoperiodo de 16/8h luz y oscuridad respectivamente.

Extraccidon de microsporas

Con el objetivo de maximizar el efecto del choque térmico que se aplicd, se realizaron
el mayor numero de pasos de la extraccion de microsporas de colza posible
manteniéndolas en hielo. En primer lugar, tras tomar diferentes inflorescencias de las
plantas, se mantuvieron en hielo mientras se procedia a la medicion de la longitud de
los sépalos con el objetivo de seleccionar aquellos cuya longitud correspondia con los
estadios de desarrollo éptimos para la induccion de embriogénesis en microsporas, es
decir, el estadio de microspora vacuolada y el estadio de polen bicelular joven. De este
modo, se seleccionaron aquellos botones florales con longitudes de sépalo de 3.4-3.6

mm en DH4079y 2.7-3 mm en DH12075.

Seleccionados los botones, la extraccion de microsporas continud con la desinfeccidn
del material vegetal. Primeramente, manteniendo condiciones de esterilidad trabajando
en cabina de flujo laminar, se realizd un lavado de los botones, previamente depositados

en rejillas de infusores, en etanol 70% durante 30 segundos, a continuacion, se lavaron
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con hipoclorito sédico 4 g/L durante 10 minutos. Finalmente se realizaron tres lavados

de 5 minutos en agua autoclavada mantenida, ademds, en nevera.

Desinfectado el material vegetal, se procedié a extraer las microsporas depositando los
botones en un vaso de precipitados autoclavado sobre el cual se habia anadido 2 mL de
medio NLN-13. Este medio, indicado para el cultivo de microsporas (Lichter, 1982),
consiste en una modificacién del medio NLN basal. Su composicidon se recoge en la
“Tabla 1” de este apartado, pero para su preparacién se recurrio a preparados

comerciales (Duchefa Biochemie) debido a su mayor simplicidad.

Tabla 1. Composicion del medio NLN-13 (adaptado de Corral-Martinez et al., 2021).

Macroelementos mg/L [mM]
Ca(NO3)2 500 3
KH2PO4 125 0.9
KNO3 125 1.24
MgS04 61 0.51
Microelementos mg/L [mM]
CoCI2:6H20 0.025  0.0001
CuS04-5H20 0.025  0.0001
FeNaEDTA 36.7 0.1
H3BO3 10 0.16
MnSO4-H20 18.95 0.11
Na2Mo04-2H20 0.25 0.001
ZnS0O4-7H20 10 0.03
Vitaminas, aminodcidos y azucares mg/L [mM]
D(+)-Biotina 0.05 0.0002
Acido félico 0.5 0.0011
L-Glutamine 800 5.48
Glutatidn (reducido) 30 0.098
Glicina 2 0.027
Myoinositol 100 0.555
Acido nicotinico 5 0.041
Clorhidrato de piridoxina 0.5 0.0024
L-Serina 100 0.95
Clorhidrato de tiamina 0.5 0.0015
Sacarosa 130,000 379.8

Mediante un émbolo mantenido en etanol absoluto, se machacaron los botones para
liberar su contenido y filtrarlo a través de un doble filtro autoclavado de 41 pum a un tubo
estéril de 15 mL. Tras recoger el material vegetal que se acumuld en el filtro, se procedid
a un segundo machacado a fin de aumentar el rendimiento de extraccion de
microsporas. Completados unos 10-12 mL de filtrado, se procedio al siguiente paso del

cultivo.
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Figura 4. Distintas fases del proceso de extraccién de microsporas; (A) Ejemplo de botdn seleccionado para
la extraccion de microsporas; (B) Esterilizacion del material vegetal con solucion en hipoclorito sddico; (C)

filtrado del extracto de microsporas a través de un doble filtro de 41 um.

Con el fin de aislar las microsporas tras el filtrado se realizé6 una centrifugacién a 870
rpm del extracto. Descartando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet en 10 mL de
medio NLN-13 se repitid este proceso tres veces. Tras el ultimo lavado, el pellet se

resuspendié en 1 mL.

Recuento celular

Las condiciones del cultivo de microsporas requerian una concentracién de 20000 u/ml
para el cultivo en placa multipocillo y de 40000 u/ml para el cultivo en placa individual
de 35 mm de didmetro, por lo que se realizé un recuento de la concentracién inicial del
extracto para poder crear dicha suspension celular. Asi, tras cada aislamiento se hizo un
recuento de microsporas con una cdmara de recuento de tipo Neubauer Improved y se
calcularon las distintas concentraciones celulares de cada cultivo realizado a través de

la siguiente ecuacidn:

Vol Maxi 20000 — = ar Vi
olumen Maximo a mL ~ 0.0001mL * 20000u

Vol Maxi 40000 — = i
olumen Maximo a mL ~ 0.0001mL * 40000u

De este modo, ante un resultado X bastaria con resuspender el mL de suspensién de
microsporas aisladas en X-1 mL de medio NLN-13 para obtener nuestra suspension de

trabajo.
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Cultivo de microsporas

Una vez obtenida nuestra suspensién de microsporas se procederia con su cultivo en
placas multipocillo (6 x 4) y en placas individuales de 35 mm segun la concentracién de
la suspension. Aplicando un volumen de 500 uL por pocilloy de 1 mL por placa individual
de 35 mm, estas placas podrian ser utilizadas para los correspondientes ensayos

recogidos en este trabajo.

Previamente a la aplicacidn del choque térmico, la comprobacién de la viabilidad de las
microsporas implicaba un paso fundamental. De este modo, se procederia apartando un
volumen de la suspension de trabajo para hacer un ensayo de viabilidad con diacetato
de fluoresceina (FDA), siendo la solucion de trabajo FDA 1x a partir de un stock de 0.2%
en acetona. Por cada mililitro de muestra a analizar se aplicaron 5 plL de la solucion FDA
1x, se mantuvieron en oscuridad durante unos 5 minutos y se procedié a la visualizacidn
via microscopia de fluorescencia (Carl Zeiss Axiovert 40 CFL-HBO 50/AC)) con sistema de
captura de imagenes (Zeiss ZEN software). Debido a la capacidad de autofluorescencia
de la exina del polen, con el fin de evitar sobreestimaciones de esta tincion, se trabajé
bajo un mismo criterio, tomandose imagenes en condiciones de apertura del ocular de
la cdmara de 1400 fps, puesto que estas condiciones permitian que solamente aquellas
células con sefial de viabilidad adecuada apareciesen en la imagen, ocultandose posibles

autofluorescencias o sefiales débiles no asociadas a viabilidad.

Con independencia del tratamiento hormonal, todas las placas se sometian a un choque
térmico con el fin de inducir la respuesta embriogénica. Se recurrié a un choque térmico
de 322C durante 3 dias, tras el cual el cultivo celular se mantenia a 252C en oscuridad en
una camara de cultivo con el fin de realizar observaciones del desarrollo de las

microsporas.

Asi, entre los primeros 5 a 7 dias de cultivo, a través de observaciones via microscopio,
podia observarse la presencia de las primeras divisiones celulares en las microsporas, un
indicador del buen avance del cultivo. Por otra parte, tras 4 semanas de cultivo se podia
realizar el recuento de estructuras embriogénicas puesto que ya eran visibles a simple
vista en las placas, pudiendo ayudarnos del uso de lupas para observar con mayor nitidez

y poder diferenciar desarrollos embriogénicos de simples callos.
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Tratamientos Hormonales

En los experimentos realizados se analizé el efecto sobre la respuesta embriogénica de
los compuestos a continuacién indicados. La aplicacion exdgena de los compuestos
podia realizarse desde el inicio del cultivo o en algin punto del cultivo segin qué se
pretendiese observar. Del mismo modo, la presencia de cada compuesto podia
mantenerse a lo largo de todo el cultivo desde su aplicacién (“en continuo”) o bien
eliminarse tras un cierto tiempo centrifugando el cultivo y resuspendiendo el pellet en
medio NLN-13 nuevo sin presencia del compuesto (“lavado a dia X”). Puesto que cada
genotipo presenta una respuesta embriogénica diferente, para evaluar el posible papel
beneficioso de cada compuesto en el aumento de respuesta embriogénica, se realizaron

tratamientos diferentes en ambos genotipos de colza utilizados:

Acido Indolacético (IAA): A partir de tres stocks, 0.5 M (abreviado como “1”), IAA5 mM

(“2”) y IAA 500 uM (“3”) diluidos en etanol absoluto, se procedié a ensayar con las
siguientes concentraciones sobre el cultivo de microsporas, realizdndose ademas un
ensayo con presencia hormonal continua aplicada desde el inicio del cultivo y un

duplicado donde se realizé el lavado a dia 5:

Tabla 2. Tratamientos aplicados al cultivo de microsporas durante el ensayo de IAA. Cantidades expresadas para
500 mL de cultivo; el nimero entre paréntesis indica el stock utilizado.

IAA (uL) Etanol (pL)

Control 0 10
1um 1(3) 9
10 pM 1(2) 9
100 uM 10(2) 0
1 mM 1(1) 9
10 mM 10 (1) 0

Auxinole: A partir de dos stocks, 10 mM (abreviado como “1”), y 1 mM (“2”) diluidos en
DMSO 100%, se procedid a ensayar con las siguientes concentraciones sobre el cultivo
de microsporas, realizandose el ensayo con presencia hormonal aplicada desde el tercer

dia de cultivo y lavandose a dia 4:
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Tabla 3. Tratamientos aplicados al cultivo de microsporas durante el ensayo de Auxinole. Cantidades expresadas
para 500 mL de cultivo; el numero entre paréntesis indica el stock que utilizado.

Auxinole (pL)

DMSO 100% (L)

Control 0 5
2 uM 1(2) 4
5uM 2,5(2) 2,5

10 uM 0,5(1) 4,5
50 uM 2,5(1) 2,5
100 uM 5(1) 0

e Bepridil: A partir de dos stocks, 10 mM (abreviado como “1”), y 2.5 mM (“2”) diluidos

en etanol absoluto, se procedié a ensayar con las siguientes concentraciones sobre el
cultivo de microsporas, realizdndose el ensayo con presencia hormonal aplicada desde

el tercer dia de cultivo y lavandose a dia 4:

Tabla 4. Tratamientos aplicados al cultivo de microsporas durante el ensayo de Bepridil. Cantidades expresadas
para 500 mL de cultivo; el numero entre paréntesis indica el stock que utilizado.

Bepridil (uL) Etanol (uL)

Control 0 5
5uM 1(2) 4
10 uM 2(2) 3
25 UM 5(2) 0
50 uM 2,5 (1) 2,5
100 uM 5(1) 0

e Acido 4-bifenilborénico (BBo): A partir de dos stocks, 10 mM (abreviado como “1”),y 1
mM (“2”) diluidos en DMSO 100%, se procedid a ensayar con las siguientes
concentraciones sobre el cultivo de microsporas, realizdndose el ensayo con presencia

hormonal aplicada desde el tercer dia de cultivo y lavandose a dia 4:

Tabla 5. Tratamientos aplicados al cultivo de microsporas durante el ensayo de BBo. Cantidades expresadas para
500 mL de cultivo; el nimero entre paréntesis indica el stock que utilizado.

BBO (ul) DMSO 100% (uL)

Control 0 5
1uM  0,5(2) 4,5
3uM 1,5(2) 3,5

10uM  0,5(1) 4,5
50uM  2,5(1) 2,5
100 pM 5(1) 0

e Acido Abscisico (ABA): A partir de dos stocks, 250 mM (abreviado como “1”), y 500 puM

(“2”) diluidos en NaOH 0,33M se procedid a ensayar con las siguientes concentraciones

sobre el cultivo de microsporas, realizandose el ensayo con presencia hormonal aplicada

desde el tercer dia de cultivo y lavandose a dia 4:

19



Tabla 6. Tratamientos aplicados al cultivo de microsporas durante el ensayo de ABA. Cantidades expresadas para

500 mL de cultivo; el nimero entre paréntesis indica el stock utilizado

ABA (uL) NaOH 0,33M (uL)

Control 0 20
10 uM 10(2) 10
100 uM 100 (2) 0
1mM 2(1) 18
10 mM 20 0

e Abamine SG: A partir de tres stocks, 250 mM (abreviado como “1”), 25 mM (“2”)y 2,5
mM (“3”) diluidos en DMSO 100%, se procedid a ensayar con las siguientes
concentraciones sobre el cultivo de microsporas con aplicacion al segundo dia de cultivo

y presencia continuada durante el resto del cultivo:

Tabla 7. Tratamientos aplicados al cultivo de microsporas durante el ensayo de Abamine SG. Cantidades
expresadas para 500 mL de cultivo; el numero entre paréntesis indica el stock utilizado

Abamine SG (uL) DMSO 100% (L)

Control 0 20
10 uM 2(3) 18
100 uM 20 (3) 0
1mM 20(2) 0
10 mM (1) 0

e AAIl: A partir de dos stocks, 10 mM (abreviado como “1”), y 1 mM (“2”) diluidos en
DMSO 100%, se procedid a ensayar con las siguientes concentraciones sobre el cultivo
de microsporas, realizandose ademas un ensayo con presencia hormonal continua

aplicada desde el inicio del cultivo y un duplicado donde se realizé el lavado a dia 4:

Tabla 8. Tratamientos aplicados al cultivo de microsporas durante el ensayo de AA1. Cantidades expresadas para

500 mL de cultivo; el nimero entre paréntesis indica el stock que utilizado

AA1(uL) DMSO 100% (L)

Control 0 2,5
1M 0,5 (2) 2
2,5uM  1,25(2) 1,25
5 uM 2,5(2) 0
10 uM 0,5 (1) 2
50 uM 2,5(1) 0

Analisis estadistico

Transcurridas 4 semanas desde el inicio del cultivo, se realizaron los recuentos de las
estructuras surgidas. Los datos obtenidos pasaron en primer lugar un andlisis de
normalidad mediante un Test t-Student con un nivel de significacion (a) de 0.05.

Comprobada la normalidad de los datos, se pudieron realizar analisis paramétricos a
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través del test ANOVA combinado con Test Tukey-HSD, con un a de 0.05 de nuevo, que

permitié la comparacién entre los tratamientos.
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RESULTADOS

Aunque con muy distinta eficiencia, como ya se ha comentado en la introduccién, los
cultivos de microsporas de las lineas de alta y de baja respuesta de B. napus (DH4079 y
DH12075, respectivamente) pasan por exactamente las mismas etapas, y tras su puesta
en cultivo (Figura 5A) dan lugar a las mismas estructuras, tanto no embriogénicas
(microsporas muertas o que no se inducen a embriogénesis y contindan su desarrollo
hacia polen), como embriogénicas. En el caso de estas Ultimas, a los pocos dias podian
verse estructuras que habian comenzado a crecer en tamafio y sufrir divisiones internas
(Figuras 5B, C). Del mismo modo, a partir de la tercera semana de cultivo, podian

observarse estructuras embrionarias a simple vista (Figuras 5D, E) confirmando el

resultado positivo de la induccién embriogénica de las microsporas cultivadas.

Figura 5. Fases del cultivo de microsporas de la linea DH4079; (A) Microsporas a inicio de cultivo, (B)
Microspora tras tres dias de cultivo, (C) Microspora tras 7 dias de cultivo donde ya pueden observarse
divisiones, (D) Embriones tras 28 dias de cultivo, (F) Embrion cotiledonar tras 28 dias de cultivo; Barras: 10
um (A, By C), 1000 um (D y E).

Este sistema experimental es el que se utilizé para la determinacion de los efectos de la
aplicacion de los distintos compuestos utilizados en este estudio. En concreto, la
eficiencia de cada uno de los compuestos evaluados se determind en base a su efecto

sobre la produccidon de embriones contados a las 4 semanas desde el inicio del cultivo.
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Los ensayos recogidos en este trabajo se plantearon a partir de los resultados
previamente obtenidos por nuestro grupo, todavia sin publicar (recogidos en el ANEXO
1 de este trabajo), en los que se analizaban los niveles endégenos de IAAy ABA a lo largo
de distintas etapas del cultivo de microsporas de colza de ambas lineas (DH4079 y
DH12075). Dentro de cada genotipo se analizaron los niveles de las mencionadas
hormonas en condiciones de induccién de embriogénesis (choque térmico de 32°C
durante los primeros 3 dias de cultivo), y también, como referencia, en condiciones no
inductoras de embriogénesis con un cultivo a una temperatura continuada de 182C. Los
niveles de las fitohormonas se midieron a través de espectrometria de masas y
cromatografia liquida de alta presidon (HPLC) para obtener una cuantificacion de los
niveles de las fitohormonas. La acumulaciéon a lo largo del tiempo fue medida en
nanogramos por cada gramo de muestra (ng/g de las Figuras A.1y A.3 del ANEXO 1). En
el genotipo DH12075 se observaron niveles promedio de IAA inferiores a los del DH4079
tanto en los ensayos con estrés como en los de 182C (Figura A.1). Por otra parte, en
DH12075 se encontraban altos niveles de ABA al cuarto dia, mientras que el cuarto dia
en DH4079 presenta niveles inferiores en comparaciéon a los dias inmediatamente
anterior y posterior, o sea, el tercer dia y quinto dia (Figura A.3). Estos resultados
sugerian que el genotipo DH12075 tenia menor capacidad de acumulacién de IAAy una

mayor acumulacién de ABA.

Ademas de las cantidades de IAA y ABA, también se analizaron los perfiles de estas
hormonas a lo largo del tiempo de cultivo. Estos analisis mostraban perfiles diferentes
para cada uno de los dos genotipos. En los ensayos con choque térmico, el genotipo de
baja respuesta (DH12075) mostraba picos de acumulacién de ambas hormonas al tercer
dia, mientras que el genotipo de alta respuesta (DH4079) los mostraba al cuarto dia del
cultivo (Figuras A.2 y A.4 del ANEXO 1). Ninguno de los genotipos mostré picos de IAA o
ABA en los ensayos a 182C (sin induccidn), haciéndonos esto pensar en la relevancia que
tendran en la respuesta embriogénica acumulaciones de estas hormonas en momentos

concretos en respuesta al estrés.

Con todo ello, se determind que, ante la induccidn por estrés térmico, la linea DH12075
acumulaba menos IAA enddgeno que la linea DH4079. Ademas, en DH12075 los niveles
enddgenos de IAA sufrian un aumento al tercer dia desde el inicio del cultivo y caian al
cuarto dia, mientras que en DH4079 surgia un pico de IAA enddgeno al cuarto dia. Del
mismo modo, respecto a los niveles de ABA, en DH12075 se observé una acumulacion

promedio ligeramente mayor que en DH4079. Respecto a los perfiles hormonales, en
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DH12075 se observd una gran acumulacion al tercer y quinto dia de cultivo mientras que

en DH4079 se daba dicho pico al cuarto dia Unicamente.

Ante estos perfiles diferentes, se planteé evaluar el efecto que tendria en la respuesta
embriogénica imitar en cada linea el perfil hormonal de la otra, realizdndose asi los

ensayos recogidos en este trabajo.

Adicion exdgena de IAA:

Ante la menor acumulacién de IAA en la linea DH12075, se ensayé la adicién exdgena
de distintas concentraciones con el fin de emular el perfil de DH4079 donde habia mayor

acumulacion.

La aplicacidn de IAA desde el inicio al cultivo de microsporas no generd ninguna mejora
de la respuesta embriogénica respecto al control en ninguna de las concentraciones
ensayadas, llegando incluso a anularla en los casos de las concentraciones 100 uM, 1

mM y 10 mM (Figura 6).

DH12075 IAA continuo
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Figura 6. Recuento de embriones del cultivo DH12075 con presencia de IAA durante todo el cultivo. Las
distintas letras sobre las barras de datos indican diferencias estadisticamente significativas segtn un andlisis
ANOVA con Test Tukey-HSD

Ademas de simplemente aumentar la cantidad de IAA presente en el cultivo, se ensayd
limitar su presencia hasta el quinto dia, ultimo momento en el que en DH4079 se estimd

la cantidad de IAA presente durante el cultivo (Figuras A.1y A.2 del ANEXO 1).

De este modo, en el ensayo con presencia de IAA hasta el quinto dia de cultivo de nuevo
ninguna concentracion mejord la respuesta frente al control, si bien la concentracién 1
UM generd una respuesta estadisticamente no diferenciable de la del control (Figura 7).
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Figura 7. Recuento de embriones del cultivo DH12075 con presencia de IAA hasta el quinto dia de cultivo.
Las distintas letras sobre las barras de datos indican diferencias estadisticamente significativas segun un
andlisis ANOVA con Test Tukey-HSD.

Vemos en estos resultados que ninguna concentracion de IAA consigue mejorar la
respuesta embriogénica en DH12075, independientemente de su presencia continuada

o hasta el quinto dia del cultivo

Inhibicidn de la sefializacion IAA con Auxinole:

Auxinole es un compuesto con la posibilidad de modificar la sefializacidn por IAA ya que
es un inhibidor de los receptores TIR/AFB, claves en la respuesta a auxinas (Hayashi et
al., 2012). Asi, ante el pico de acumulacién observado al tercer dia en DH12075, se
probaron diferentes concentraciones de Auxinole para emular en esta linea el perfil que
se daba en DH4079, donde el pico de IAA surgia al cuarto dia (Figura A.2 del ANEXO 1).
Esto es debido a que, si se evitaba la sefializacidn de IAA al tercer dia con Auxinole, pero
se volvia a permitir al cuarto dia, tedricamente DH12075 presentaria un perfil de IAA

mas parecido al de DH4079.

En el ensayo de aplicacién de Auxinole desde el tercer dia de cultivo y lavado al cuarto
dia, la concentracién de 2 uM generd una mayor respuesta que el control, pero la
diferencia entre ambas muestras no fue estadisticamente significativa; el resto de
concentraciones probadas no consiguieron mejorar la respuesta frente al control,

llegando a ser nula en el caso de la concentraciéon 100 uM (Figura 8).
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Figura 8. Recuento de embriones del cultivo DH12075 con presencia de Auxinole desde el tercer dia de cultivo
y con lavado a dia 4. Las distintas letras sobre las barras de datos indican diferencias estadisticamente
significativas segun un andlisis ANOVA con Test Tukey-HSD.

Ante la mayor produccion de embriones de la concentracion 2 pM, aunque
estadisticamente la diferencia no fuera significativamente diferente del control, el
hecho de que el resultado no fuera negativo nos llevé a continuar trabajando con
Auxinole en DH12075. Asi, aplicando Auxinole 2 uM al tercer dia, lavandolo al cuarto y
afiadiendo diferentes concentraciones de IAA hasta el sexto dia de cultivo se pretendid
emular todavia mas el perfil de IAA visto en DH4079, ya que no solamente se pretendia
desplazar el pico de IAA del tercer dia al cuarto en DH12075, sino que con la adicién de
IAA exdgeno se podria suplir la menor acumulacion endégena de IAA de esta linea

(Figura A.1 del ANEXO 1).

Sin embargo, con el uso de la concentracion 2 uM de Auxinole desde el tercer dia de
cultivo con lavado y aplicacién de distintas concentraciones de IAA al cuarto dia,
lavdndose estas al sexto dia, ninguna concentracién mejoré la respuesta frente a los dos
controles que se realizaron. Ambos controles mostraron una respuesta
estadisticamente indiferenciable entre si y las concentraciones de IAA 100 uM, 1 mMy

10 mM mostraron respuesta nula (Figura 9).
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Figura 9. Recuento de embriones del cultivo DH12075 con presencia de la concentracion 2 uM de Auxinole
desde el tercer dia de cultivo, lavado a dia 4 y aplicacion a dia 4 hasta dia 6 de IAA 10 uM, 100 uM, 1 mM'y
10 mM. El control denominado como “Control Auxinole” es un cultivo con presencia unicamente de Auxinole
2 uM desde dia 3 y lavado a dia 4, sin aplicar luego el solvente presente en los stocks de IAA utilizados, como
si ocurre en el “Control”. Las distintas letras sobre las barras de datos indican diferencias estadisticamente
significativas segun un andlisis ANOVA con Test Tukey-HSD.

Vemos en estos ensayos que ninguna de las concentraciones de Auxinole, ni la
combinacion de Auxinole con IAA consiguid generar una mejora estadisticamente

significativa de la respuesta embriogénica en la linea DH12075.

Inhibicidn de la sefializacion de IAA con Bepridil:

Bepridil es un compuesto con capacidad de inhibir canales de calcio y que se ha
encontrado que puede modular la sefializaciéon por calcio inducida por auxinas en
plantas (De Vriese et al., 2019). El calcio es un mensajero secundario implicado en la
transduccion de sefales de multiples procesos, incluida la sefializacién hormonal,
bloqueando sus canales puede bloquearse dicha respuesta. Aplicandolo al tercer dia de
cultivo en DH12075 y eliminando su presencia con el lavado al cuarto dia se pretendia
bloquear la respuesta a la auxina IAA evitando el pico a dia 3 y permitiendo que surja al

cuarto dia emulando lo que ocurre en DH4079 (Figura A.2 del ANEXO 1).

La aplicacién de Bepridil desde el tercer dia del cultivo y con lavado al cuarto dia no
generé mejoras estadisticamente significativas respecto al control, si bien las
concentraciones 5 pM y 10 puM aumentaron el nimero de embriones; en la

concentracién 50 uM y en la concentracién 100 uM se dio un resultado nulo (Figura 10).
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Figura 10. Recuento de embriones del cultivo DH12075 con presencia de Bepridil desde el tercer dia de cultivo
y con lavado a dia 4. Las distintas letras sobre las barras de datos indican diferencias estadisticamente
significativas segun un andlisis ANOVA con Test Tukey-HSD.

Estos resultados muestran que pese a la aplicacién de Bepridil con el fin de modificar el
perfil hormonal de IAA en DH12075 hacia el que se da en DH4079, no se ha conseguido

una mejora estadisticamente significativa en la respuesta embriogénica.

Inhibicidn de la sintesis de IAA con BBo:

BBo es un compuesto capaz de inhibir la ruta del indol-3-piruvato, una de las principales
rutas de biosintesis de IAA (Kakei et al., 2015). Su uso al tercer dia en el cultivo de
microsporas de la linea DH12075 pretendia inhibir la biosintesis de IAA, evitando el pico
a dia 3. Eliminando su presencia a dia 4 se buscaba permitir de nuevo la sintesis de 1AA,

surgiendo asi el pico a dia cuatro que se daba en DH4079 (Figura A.2 del ANEXO 1).

La aplicacién de BBo desde el tercer dia de cultivo y lavado al cuarto dia no generd en
ninguna de las concentraciones ensayadas una mejora de la respuesta embriogénica
respecto al control, llegando a observarse respuestas nulas en las concentraciones 50

UM y 100 uM (Figura 11).
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Figura 11. Recuento de embriones del cultivo DH12075 con presencia de BBo desde el tercer dia de cultivo y
con lavado a dia 4. Las distintas letras sobre las barras de datos indican diferencias estadisticamente
significativas segun un andlisis ANOVA con Test Tukey-HSD.

Estos resultados muestran que la aplicacion de BBo con el fin de inhibir la sintesis de IAA

al tercer dia de cultivo en DH12075 no generd una mejora de la respuesta embriogénica.

Adicion exdgena de ABA:

Ante las diferencias en el perfil hormonal de ABA encontradas entre ambas lineas
(Figuras A.3 y A.4 del ANEXO 1), se ensayo la adicién de ABA exdgenamente a un cultivo
de DH4079 al tercer dia de cultivo. De este modo, al adicionar exégenamente ABA se
buscaba estudiar el efecto de aumentar la concentracién de ABA precisamente en uno
de los dias en el que esta linea sufria un pico de acumulacidn. Asi, si bien no emulaba el
perfil de DH12075 respecto al dia del pico de acumulacién (pues este se da al cuarto
dia), la mayor cantidad de ABA presente podria emular la concentracion de ABA

existente en la linea DH12075.

La aplicacion de ABA desde el tercer dia de cultivo y lavado al cuarto dia generd en todas
las concentraciones ensayadas una disminucién de la respuesta embriogénica respecto
al control, llegando a observarse respuestas nulas en las concentraciones 1 mMy 10 mM

(Figura 12).
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Figura 12. Recuento de embriones del cultivo DH4079 con presencia de ABA desde el tercer dia de cultivo y
con lavado a dia 4. Las distintas letras sobre las barras de datos indican diferencias estadisticamente
significativas segun un andlisis ANOVA con Test Tukey-HSD.

Vemos con estos resultados que la aplicacién exdgena de ABA al cultivo de DH4079

disminuyé su respuesta embriogénica

Inhibicidn de la sintesis de ABA con Abamine SG:

Abamine SG es un compuesto capaz de inhibir la biosintesis de ABA actuando sobre el
enzima NCED, clave en la ruta de biosintesis de la fitohormona (Kitahata et al., 2006). A
través de su aplicacion a un cultivo de microsporas de DH4079 se trataria de evitar el
surgimiento de los picos de acumulacidn tipicos de esta linea, siendo al tercer y quinto

dia de cultivo (Figura A.4 del ANEXO 1).

La aplicaciéon de Abamine SG desde el segundo dia de cultivo y con presencia continua
en el cultivo desde ese dia generd en todas de las concentraciones ensayadas una
disminucién de la respuesta embriogénica respecto al control, llegando a observarse
respuestas nulas en las concentraciones 1 mM y 10 mM; las concentraciones 10 uM y
100 pM, sin embargo, no podian ser diferenciadas estadisticamente del resultado

obtenido en el control (Figura 13).
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Figura 13. Recuento de embriones del cultivo DH4079 con presencia continuada de Abamine SG desde el
segundo dia de cultivo. Las distintas letras sobre las barras de datos indican diferencias estadisticamente
significativas segun un andlisis ANOVA con Test Tukey-HSD.

Estos resultados muestran que la aplicacion de Abamine SG al cultivo de microsporas
generd una disminucién de la respuesta embriogénica en la linea DH4079.

Inhibicion de la sefializacion de ABA con AA1:

AA1l es un compuesto capaz de actuar como antagonista de amplio espectro de los
receptores de ABA (Ye et al., 2017). Aplicandolo sobre un cultivo de la linea DH12075 se
pretendia evitar el elevado pico de acumulacidon que surgia al cuarto dia de cultivo

(Figuras A.3 y A.4 del ANEXO 1).

En el ensayo de aplicacion de AA1 al cultivo de microsporas desde su inicio con presencia
continua, la concentracién 5 UM mejord la respuesta embriogénica respecto al control
siendo significativamente diferente. Por su parte, otras concentraciones generaron una
respuesta nula (2.5 uM, 10 uM y 50 uM) y la concentracion 1 uM generd un mayor
numero de embriones que el control, pero estadisticamente no podian determinarse

como diferentes (Figura 14).
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Figura 14. Recuento de embriones del cultivo de DH12075 con presencia continua de AA1 desde el inicio del
cultivo. Las distintas letras sobre las barras de datos indican diferencias estadisticamente significativas
segun un andlisis ANOVA con Test Tukey-HSD.

Otro ensayo con AA1 tratd de emular todavia mdas en DH12075 el perfil hormonal de
ABA que se daba en DH4079, ya que se aplicd AA1 desde el tercer dia de cultivo para
impedir el pico de acumulacion de ABA al tercer dia, pero se elimind la presencia del
compuesto al cuarto dia para permitir la acumulacién de ABA e imitar el pico

caracteristico de DH4079 (Figuras A.3 y A.4 del ANEXO 1).

La aplicacién de AA1 desde el inicio del cultivo de microsporas con lavado al cuarto dia
generé6 un mayor numero de embriones en la concentracion 1 pM, pero
estadisticamente no podia diferenciarse del resultado del control. Del mismo modo,
surgié un numero igual de embriones al del control en las concentraciones 2.5 uM y 10
UM y una reduccién de la respuesta embriogénica en las concentraciones 5 uM y 50 uM,

siendo nula en esta ultima (Figura 15).
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Figura 15. Recuento de embriones del cultivo DH12075 con presencia de AA1 desde el inicio del cultivo y
lavado a dia 4. Las distintas letras sobre las barras de datos indican diferencias estadisticamente
significativas segun un andlisis ANOVA con Test Tukey-HSD.

Estos resultados muestran que la aplicacion de AA1 sobre el cultivo de microsporas de
DH12075 mejord en algunas concentraciones la respuesta embriogénica de la linea. Este
hecho es especialmente relevante en el caso de la concentracién 5 UM con presencia
continua desde el tercer dia de cultivo, donde el analisis estadistico mostro diferencias

significativas con el control.
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DISCUSION

Los resultados previos obtenidos por nuestro grupo sobre las concentraciones y el perfil
hormonal (Figuras A.1, A.2, A.3 y A.4 del ANEXO 1) mostraban diferencias entre ambas
lineas. En primer lugar, en el genotipo DH12075 se observaron niveles promedio de IAA
inferiores a los del DH4079 tanto en los ensayos con estrés como en los de 182C (Figura
A.1 del ANEXO 1). Por otra parte, en DH12075 se encontraban altos niveles de ABA al
cuarto dia, mientras que el cuarto dia en DH4079 presenta niveles inferiores en
comparacion a los dias inmediatamente anterior y posterior (Figura A.3 del ANEXO 1).
Dado que en los cultivos de microsporas aisladas de B. napus, al contrario de lo que
sucede en el resto de sistemas de induccion de embriogénesis de microsporas, no se
afiade ningun tipo de hormonas al medio de cultivo en ningin momento del proceso
(Corral-Martinez et al., 2021), cualquier diferencia entre genotipos en los niveles
endogenos de cualquier hormona ha de venir dado por una diferente capacidad de
biosintesis y/o metabolismo de la misma. Por tanto, los resultados arriba mencionados
sugerian que el genotipo DH12075 tenia menor capacidad de sintesis de IAA y una mayor

capacidad de sintesis de ABA.

A partir de estos resultados se tratd de estudiar el efecto que tendria sobre cada
genotipo la modificacion de los niveles de estas fitohormonas en determinadas etapas
del cultivo de microsporas, modificando asi sus perfiles hormonales. Asi, al trabajar
sobre dos lineas con diferente potencial de induccién embriogénica y conociendo sus
perfiles hormonales para IAA y ABA (ANEXO 1), podemos asociar los resultados con el
papel de estas dos fitohormonas durante el proceso de embriogénesis de microsporas.
De este modo, se analizaran estos resultados en bloques segun la fitohormona

implicada.

En primer lugar, el IAA es uno de los miembros mas ampliamente estudiados del grupo
de fitohormonas conocidas como auxinas. Las auxinas estan implicadas en multitud de
procesos asociados a la fisiologia y el crecimiento de los vegetales, especialmente a
través de la modulacién de la expresion génica mediada por los Auxin Response Factors
(ARF; Weijers et al., 2018). Si bien las respuestas a auxinas son variadas, sus efectos
fisiolégicos a nivel celular pueden agruparse en dos grandes grupos: aquellos que
resultan en la expansion celular y aquellos que resultan en la divisién celular (Teale et

al., 2006).
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Ademas de su papel en el desarrollo de los vegetales, el IAA también presenta especial
importancia en biotecnologia vegetal, especialmente en el cultivo in vitro. De este modo,
se ha descrito su papel en la produccién de raices y tallos durante el cultivo de tejidos
(Melnyk, 2023), asi como su influencia en procesos de embriogénesis in vitro, tanto

somatica como de microsporas (Prem et al., 2012; Rodriguez-Sanz et al., 2015).

Los niveles promedio de IAA en DH12075, comparativamente mas bajos que en DH4079
(Figura A.1), nos hicieron plantearnos la aplicaciéon exdgena de IAA a los cultivos de
DH12075. Sin embargo, ni con una presencia continuada en el cultivo (Figura 6), ni con
presencia solo hasta el quinto dia de cultivo (Figura 7), se observd un incremento en la
respuesta embriogénica respecto al control. Mas bien al contrario, pues la mayoria de
combinaciones de concentraciones y tiempos de exposicién dieron lugar a menores
respuestas, incluso nulas en las concentraciones mas elevadas. Estos resultados indican
que los menores niveles de IAA no son la principal razén de la baja respuesta
embriogénica en DH12075. De hecho, parece que incrementar la concentracién de IAA
en el medio de cultivo reduce el rendimiento de embriones de modo dependiente de la
dosis de IAA utilizada. Es decir, asumiendo que al menos una parte del IAA del medio
penetra al interior celular, un incremento de los niveles enddgenos de IAA afecta

negativamente a la produccion final de embriones.

Los distintos perfiles de niveles de IAA durante el desarrollo de las microsporas en
DH12075 (pico principal a dia 3) y DH4079 (pico principal a dia 4) nos hicieron
plantearnos la posibilidad de modularlos para inhibir el pico de IAA al tercer dia en
DH12075, y ver si surge al cuarto, emulando el perfil de DH4079, una vez eliminados
estos compuestos. Para inhibir la sintesis o la funcién senalizadora del IAA se utilizé

Auxinole, Bepridil y BBo aplicados al tercer dia (D3) y lavados al cuarto (D4).

Auxinole es un inhibidor de los receptores TIR/AFB de las células, los cuales son clave
para la sefalizacidn por auxinas (Hayashi et al., 2012). Nuestros resultados muestran
gue hasta 10 pM, anadir Auxinole a dia 3 y lavarlo a dia 4 no tiene un efecto negativo en
la producciéon de embriones (Figura 8). De hecho, a la concentracién de 2 uM se
producen incluso mas embriones, aunque el aumento no es estadisticamente
significativo. Esta concentracion, aplicada a dia 3 y lavada a dia 4, se utilizé para un
segundo ensayo en el que se aplicaron distintas concentraciones de IAA entre los dias 4

y 6 (Figura 9). Y en este caso, el efecto fue negativo para todas las concentraciones de
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IAA, lo cual confirma el efecto negativo de aumentar los niveles de IAA mediante su

adicion exdgena.

El uso de Bepridil, un antagonista de la sefializacién mediada por auxinas que inhibe los
canales de Ca?* (De Vriese et al., 2019), dio unos resultados similares a los de Auxinole.
Con su aplicacidn al tercer dia y su lavado al cuarto, las tres concentraciones mas bajas
no afectaron negativamente al rendimiento de embriones respecto al cultivo control
(Figura 10). Es mas, con 5y 10 uM aumentd el rendimiento, aunque las diferencias no

fueron estadisticamente significativas.

El tercer compuesto utilizado para modular el IAA fue BBo, un inhibidor de la ruta del
indol-3-piruvato, una de las principales rutas de biosintesis de IAA, afectando a las
enzimas YUC, claves para el avance de esta ruta (Kakei et al., 2015). A diferencia de lo
observado con Auxinole y Bepridil, todas las concentraciones afadidas a dia 3 y lavadas
a dia 4 claramente disminuyeron la respuesta embriogénica respecto al control, de

manera claramente dependiente de la dosis de BBo utilizada (Figura 11).

De todos estos experimentos de modulaciéon de los niveles de IAA en DH12075 se
deduce que tanto reducir los niveles enddégenos de IAA con BBo como aumentarlos
afiadiéndolo al cultivo, afecta muy negativamente a la produccion de embriones
diferenciados. Esto evidencia que los niveles enddgenos de IAA estan estrictamente
regulados, y que una alteraciéon, tanto al alza como a la baja, tiene un efecto en el
adecuado progreso de la embriogénesis de microsporas. Esto no seria sorprendente
dado en papel del IAA, ampliamente documentado, en distintos aspectos de la fisiologia
celular, donde es conocido que los niveles y distribucién de auxinas son clave para la
correcta polaridad de los tejidos (Zhao, 2010) y para la division asimétrica y
diferenciacion celular (Livanos et al., 2015). Concretamente, el papel crucial de las
auxinas en la diferenciacién y divisién de los embriones (Chen et al., 2010) refuerza la
importancia del IAA y su correcta regulacion en el desarrollo de embriones, pudiendo

extrapolarse a los embriones derivados de microsporas (Pérez-Pérez et al., 2019).

Sin embargo, la inhibicién en DH12075 de la sefalizacién mediada por IAA, tanto con
dosis bajas como moderadas de Auxinole y Bepridil, no tiene este claro efecto negativo.
Incluso pudiera ser que tuviera un efecto ligeramente positivo, aunque las diferencias
en nuestros ensayos no hayan sido significativas. A este respecto, es importante sefalar
las elevadas desviaciones estandar observadas en todas las concentraciones, lo cual es

indicativo de una elevada dispersidon de los resultados de rendimiento. Esto no es
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sorprendente en esta linea de baja respuesta, en la que 1-2 embriones de mas o de
menos en una de las tres repeticiones realizadas para cada concentracién pueden tener
un efecto muy notable en la varianza. Para confirmar si los aumentos de rendimiento
observados con dosis bajas y moderadas de Auxinole y Bepridil son estadisticamente
significativos o no, se deberian repetir estos experimentos mds veces, a fin de obtener
un tamafio muestral superior. Si con ello se reduce la varianza, es probable que las
diferencias observadas pasaran a ser significativas. En dicho caso, se confirmaria que
inhibir la sefializacién mediada por IAA a dia 3 influye en la produccidn final de
embriones. Es decir, el efecto observado en DH12075 (no negativo y posiblemente
positivo) se deberia a la inhibicion de la sefalizacion mediada por el pico de IAA a dia 3,
y no tanto a la ausencia de un pico a dia 4 comparable al observado en DH4079, pues
vemos que anadir IAA a dia 4 o desde el principio del cultivo es negativo a cualquier
concentracion. Este hecho puede entenderse considerando estudios previos donde, en
embriogénesis somatica, se determind que los niveles de IAA no eran tan relevantes
para la adquisicién de la identidad embrionaria como para el mantenimiento de dicha
nueva identidad celular y el crecimiento del embrién (Karami et al., 2023). Esto
implicaria que en DH12075, al tercer dia todavia no habria suficientes estructuras
embriogénicas diferenciadas que pudieran proliferar como embriones por la presencia
de IAA, sino que muchas microsporas todavia estarian reprogramando su desarrollo
hacia la embriogénesis, y un pico de IAA les haria crecer de forma indiferenciada, de

modo semejante a un callo.

Por su parte, el acido abscisico (ABA) es una fitohormona implicada en procesos de
maduracién, mantenimiento de la dormicidn y tolerancia a la desecacién en semillas
(Nambara et al., 2010; Maia et al., 2014), asi como de respuesta a estreses tanto
abidticos (Yoshida et al., 2019) como bidticos (Cao et al., 2011) durante el desarrollo
normal de las plantas. Su papel en la respuesta al estrés también ha sido estudiado en
diversos sistemas de cultivo in vitro, debido al estrés que el propio cultivo implica para
los tejidos vegetales, y resulta de especial interés su uso en el cultivo in vitro de
embriones, especialmente para estudios de germinacion y desarrollo de embriones
(Johnson-Flanagan et al., 1992; Ali et al., 2021). Del mismo modo, existen estudios
previos en Arabidopsis thaliana que reflejan una relacion entre los niveles de ABA y la
induccion de embriones somaticos a través del uso del regulador de crecimiento 2,4-D
(Chen et al., 2021). En cultivos de microsporas de berenjena, la adicién de ABA al medio

favorecio la division celular (Corral-Martinez y Segui-Simarro, 2014).
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Los perfiles hormonales previamente obtenidos por nuestro grupo mostraron unos
elevados niveles de ABA en todas las etapas del desarrollo de los embriones derivados
de las microsporas tanto de DH4079 como de DH12075, sin apenas diferencias entre
ellos. Esto no resulta sorprendente, teniendo en cuenta el conocido papel del ABA en el
desarrollo de los embriones (Ali et al., 2021). Sin embargo, si se detectaron importantes
diferencias entre ambas lineas durante las primeras etapas de la induccidon
embriogénica. En primer lugar, los niveles generales de ABA fueron inferiores en
DH4079 que en DH12075 (Figura A.3 del ANEXO 1). Ademas, previo al aumento de
niveles en los embriones, se observé un pico a dia 3 en DH4079 (ausente en DH12075),

mientras que en DH12075, el pico se observaba a dia 4 (Figura A.4 del ANEXO 1).

En el ensayo que se ilustra en la Figura 12 se traté de emular, en DH4079, el pico de ABA
enddgeno observado a dia 4 en DH12075 mediante la adicion al medio de cultivo de
distintas concentraciones de ABA a dia 3, a fin de que a dia 4 hubieran aumentado sus
niveles enddgenos. En este ensayo se observé en todos los casos una caida de la
respuesta embriogénica respecto al control, reduciéndose hasta niveles similares a los
observados eh DH12075 en condiciones estandar. Es decir, unos niveles de ABA
superiores a los observados a dia 4 en DH4079, bien sea porque se afiade ABA al medio
de cultivo en DH4079 o bien porque DH12075 los sintetiza de forma natural, afectan
negativamente al progreso de la embriogénesis. Tras constatar este efecto negativo de
los niveles elevados de ABA en la embriogénesis, se traté de reducirlos, también en
DH4079, afiadiendo Abamine SG a partir del dia 2 de cultivo. Abamine SG es un inhibidor
de la biosintesis de ABA que actua sobre el enzima NCED, clave en la ruta de biosintesis
(Kitahata et al., 2006). Los resultados, como en el ensayo anterior, fueron negativos en
cuanto a la produccion de embriones (Figura 13). Considerados conjuntamente, estos
experimentos de modulacidn de los niveles de ABA en DH4079 confirman que, al igual
gue se vio para el IAA, los niveles enddgenos de ABA estadn estrictamente regulados y
una alteracién, tanto por exceso como por defecto, afecta muy negativamente a la

produccién de embriones diferenciados.

Por ultimo, se traté de modular la sefializacion por ABA con AA1, un antagonista de
amplio espectro de los receptores de ABA (Ye et al., 2017), utilizando en este caso la
linea DH12075, a fin de evaluar si una menor sefializacién por ABA influia en la respuesta
embriogénica. El uso continuado de 5 uM AA1 mejoré muy notablemente la respuesta
embriogénica frente al control (Figura 14). Para refinar mas el control, se afiadio AA1l

desde el inicio del cultivo hasta el dia 4, que es cuando aparece el primer pico de ABA.
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En este caso, fue la concentracidon de 1 uM la que generé mas embriones, mas del doble
qgue en condiciones control (Figura 15), aunque estadisticamente estos resultados no
fueron significativamente distintos. De nuevo, al igual que sucedia con la inhibicion de
la sefializacion por IAA, encontramos que el tamafio muestral fue tan pequefio que
pequefias diferencias de rendimiento entre réplicas generaban varianzas elevadas, lo
cual explicaria que una diferencia de rendimiento de mas del doble no sea
estadisticamente significativa. Ante esto, se revela necesario también en este caso
repetir mas veces estos ensayos y aumentar el nimero de réplicas para reducir la
varianza, y con ello validar o no las diferencias observadas. En caso de validarse, esta
mejora de la respuesta embriogénica en la linea DH12075 de baja respuesta podria
interpretarse como una inhibicidn de los procesos mediados por ABA, que interferirian
negativamente con el correcto desarrollo de los embriones derivados de las microsporas
cultivadas. En un proceso in vitro similar, como la induccién de embriogénesis somatica,
se ha visto que una reduccién de los niveles enddgenos de IAA y un aumento de los de
ABA (ambos causados por la aplicacidon exégena de uniconazole al cultivo) es suficiente

para inhibir la proliferacién de los callos y promover su diferenciacién (Chen et al., 2022).

En definitiva, todos estos resultados sugieren que cada linea tiene unos niveles distintos
de IAAy ABA, y que la alteracidn de estos niveles tiene consecuencias muy negativas en
la produccion de embriones derivados de microsporas. Ademas, se han identificado
diferencias especificas en determinadas etapas del proceso, principalmente los dias 3 y
4 de cultivo, en los que a un pico de IAA o ABA en una linea le corresponde un valle en
la otra linea. En el caso del IAA, nuestros resultados apuntan a la posibilidad de que el
pico observado a dia 3 en DH12075 estuviera interfiriendo con la induccion de las
microsporas en estructuras embriogénicas. En el caso del ABA parece que, ante la
aplicaciéon de un mismo tratamiento de estrés térmico inductor de embriogénesis, la
linea DH12075 presenta una mayor produccién endégena de ABA que DH4079. Estos
mayores niveles podrian quizas conferirle una mejor y/o mayor proteccion frente al
estrés térmico, pero podrian también estar interfiriendo con los procesos fisioldgicos
gue conducen a la transformacidn de una microspora en un embrién, tal como sugiere
el hecho de que inhibir su papel como sefializador, sobre todo durante las primeras
etapas del proceso, aumenta el rendimiento en embriones. De todos modos, este
trabajo también pone de manifiesto que deberian repetirse estos ensayos para

confirmar o rechazar estas hipotesis.
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CONCLUSIONES

De este trabajo pueden extraerse las siguientes conclusiones generales:

e las lineas de B. napus DH4079 y DH12075, de alta y baja respuesta
embriogénica, respectivamente, y que tienen distintos niveles enddgenos de
IAA y ABA, presentan una regulacion muy estricta de los niveles de estas

hormonas, de modo que su alteracidn tiene consecuencias muy negativas en la

produccion de embriones derivados de microsporas.

e El pico de IAA observado a dia 3 en la linea de baja respuesta (DH12075) podria
estar afectando negativamente a la induccién de las microsporas en estructuras
embriogénicas, aunque harian falta mas repeticiones para confirmar esta idea.

e Los mayores niveles generales de ABA observados en la linea DH12075 durante
las primeras etapas del cultivo podrian estar interfiriendo con la transformacion
de la microspora en embrién, lo cual podria solucionarse inhibiendo la

sefializacion mediada por ABA con AA1.
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ANEXO 1

IAA: Niveles y Perfiles hormonales

B. napus DH12075

2000
Microspores
1800
B Conditioned medium
1600
= 1400
=
= 1200
2 1000
800
S 600
o E
400 I
w | d 1 I
Py S NN —
do d1 dz d3 d4 ds Heart Torpedo Cotyl
2000
1000
ks I =
o L
do d2 182C dé4 182C

Concentration [ng/g]

2000
1800
1600
1400
1200
1000

2000

1000

B. napus DH4079

W Microspores

do d1

B Conditioned medium

d2 d3 dd ds Heart Torpedo Cotyl

B

do

d2182C d4182C

Figura A.1. Concentraciones de IAA en ambos genotipos a lo largo del tiempo y fases del desarrollo embrionario.
Arriba: estrés de 322C, Abajo: 18°C

IAA. B. napus DH4079 vs DH12075, 322C vs 182C - Normalized
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Heart Torpedo Cotyl

Figura A.2. Perfil hormonal de IAA a lo largo del desarrollo cultivo para los diferentes ensayos (linea continua implica

choque térmico de 32°C, linea discontinua implica cultivo a 18°C).
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ABA: Niveles y Perfiles hormonales
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Figura A.3. Concentraciones de ABA en ambos genotipos a lo largo del tiempo y fases del desarrollo embrionario.
Arriba: estrés de 322C, Abajo: 18°C

ABA. B. napus DH4079 vs DH12075, 322C vs 182C - Normalized
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Figura A.4. Perfil hormonal de ABA a lo largo del cultivo para los diferentes ensayos (linea continua implica choque
térmico de 329C, linea discontinua implica cultivo a 18°C).
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