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TITULO: Caracterizacion de la transicion de embrion globular a corazén en embriones
androgénicos de berenjena.

ABSTRACT: Obtaining double haploid organisms is one of the main objectives of
many agricultural companies as well as companies of genetic improvement. The cross
between two pure lines allows getting hybrid, homozygous for all its characters. This
type of organism presents some agronomic traits of great value, as for example hybrid
vigor, greater resistance to different biotic and abiotic stress, homogeneity in crops...
as well as some genetic features of great interest at the time of getting genetic maps
and other studies.

Androgenesis is one of the ideal methods for obtaining pure lines and it presents
obvious advantages over the traditional methods, enabling you to get these lines in
less time and with fewer economic resources.

The Cell biology Lab of the COMAYV (Universitat Politécnica de Valencia) has managed
to develop different protocols for obtaining double haploids through androgenesis in
various plant species. One of them is Solanum melongena.

The protocol in eggplant has allowed successfully obtaining pure lines, with an
acceptable efficiency. But there is a critical point in the microspore development during
in vitro culture. Once it has induced androgenesis in these microspores, it comes a
point in the development of the embryo in which cells leave the pattern of embryogenic
developing, giving rise to a set of undifferentiated cells, defined as callus. This study
seeks understanding what is happening at the histological level in these cells and what
are the factors that are diverting the embryo from its natural path.

Once it has been understood which processes are taking place in these cells, it could
be studied how avoiding it, by this way the protocol will be optimized preventing the
process of organogenesis induced in callus, getting double haploid plants directly from
embryos.

RESUMEN: La obtencion de organismos dobles haploides es uno de los objetivos
principales de muchas empresas agroalimentarias asi como en empresas de mejora
genética. El cruce de dos lineas puras permite obtener descendientes hibridos,
homocigotos para todos sus caracteres. Este tipo de organismos presenta unas
caracteristicas agronémicas de gran valor, como por ejemplo el vigor hibrido, mayor
resistencia a diferentes estreses bibticos y abidticos, homogeneidad en las cosechas...
asi como unas caracteristicas genéticas de gran interés a la hora de realizar mapas
genéticos y otro tipo de estudios.

La androgénesis es uno de los métodos ideales para obtener lineas puras y presenta
ventajas evidentes respecto a los métodos tradicionales, ya que permite obtener estas
lineas en menor tiempo y con menos recursos econdémicos.

El laboratorio de Biologia Celular del COMAV (Universitat Politecnica de Valencia) ha
conseguido desarrollar distintos protocolos para la obtencion de dobles haploides
mediante androgénesis en diversas especies vegetales. Una de ellas es Solanum
melongena.



El protocolo en berenjena ha permitido con éxito obtener lineas puras, con una
eficiencia aceptable. Pero existe un punto critico en el desarrollo de las microsporas
durante el cultivo in vitro. Una vez se ha inducido la androgénesis en estas, llega un
punto en el desarrollo del embrién en el que las células abandonan el patron de
desarrollo embriogénico, dando lugar a un conjunto de células indiferenciadas, definido
como callo. En este estudio se pretende comprender que estd pasando a nivel
histologico en estas células y que factores estan desviando al embrion de su ruta
natural.

Una vez comprendidos qué procesos estan teniendo lugar en estas células, se podria
estudiar como evitarlo, de modo que se optimizaria el protocolo evitando el proceso de
organogénesis inducida en los callos, obteniendo plantas dobles haploides
directamente de embriones.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. LA BERENJENA

1.1.1. Taxonomia

La berenjena (Solanum melongena L.) es una hortaliza de gran importancia a nivel
mundial, que pertenece a la familia Solanaceae. Es una planta plurianual cultivada
como anual y dentro de las angiospermas, su clasificacion taxonémica es la siguiente
(Marin, 2008):

Clase: Dycotyledoneae
Subclase: Lamiidae
Superorden: Solananae
Orden: Solanales

Familia: Solanaceae
Subfamilia: Solanoideae
Tribu: Solaneae

Género: Solanum
Subgénero: Leptostemonum
Seccion: 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 herbaceas, arbustivas y arbéreas, en muchos casos
espinosas. La especie Solanum melongena pertenece a uno de los grupos no
tuberosos del género Solanum. Se trata de una especie diploide, con un ndamero
cromosoémico 2n=24.

1.1.2. Origen

La berenjena (Solanum melongena L.) probablemente provenga de la
domesticacion de Solanum incanum, una especie silvestre propia de las regiones
ecuatoriales del Este de Africa y de Oriente medio. Las similitudes entre ambas
especies son muchas, tanto a nivel morfolégico como a nivel molecular, y es posible
obtener hibridos fértiles entre ellas (Nuez et al., 2002). Segun las evidencias
observadas, la berenjena fue domesticada en la region Indo-Birmana. La especie
silvestre S. incanum no habitaba en esta zona, por lo que Lester y Hasan, 1991
sugieren que en el Neolitico, o incluso en el Paleolitico, el hombre la trajo desde
Oriente Medio en sus desplazamientos. Una vez alli, mediante seleccién natural y
artificial, estas plantas fueron evolucionando hasta convertirse en una planta cultivada.
La seleccién en estas regiones, asi como en muchas otras, dio lugar finalmente a los
cultivares modernos. Al mismo tiempo, también se desarrollaron otras variedades
espinosas.

Desde el Centro Indio de domesticacion, considerado como centro primario, la
berenjena se extendié a China y la Regién Mediterranea, que se consideran centros
secundarios de variacion (Karihaloo y Gottlieb, 1995). Desde la zona Indo-Birmana y
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con ayuda de los arabes, la berenjena se introdujo en la Peninsula Ibérica a través de
la ruta de la seda. A partir de los tipos introducidos por los arabes surgieron
variedades locales adaptadas a diversas condiciones de la Peninsula como
consecuencia de la seleccion(tanto natural como artificial), la recombinacion, la
migracién, la deriva genética y los cruzamientos espontaneos entre individuos de
poblaciones diferentes (Prohens et al., 2003). Finalmente, desde aqui se extendio al
resto de Europa, y fue introducida en América tras su descubrimiento.

Trabajos realizados a nivel molecular afirman que la base genética de este cultivo
es muy estrecha (Isshiki et al., 1998, Furini y Wunder, 2004, Behera et al., 2006). Esto
se explica por el hecho de que su region de origen potencial no es la misma en la que
se encuentran la mayor parte de las plantas silvestres emparentadas con el cultivo.
Por tanto, la aparicion de los tipos cultivados hubo de tener lugar a partir de un nimero
de individuos muy reducido y aislado reproductivamente.

1.1.3. Importancia econémica

La berenjena es una hortaliza muy importante a nivel mundial, que se encuentra
en la novena posicién en cuanto a produccién segun los datos de la FAO de 2014. La
produccién mundial de berenjena se ha duplicado en los dltimos 10 afios debido al
crecimiento de la produccién en los tres principales paises productores que son China,
India e Irdn (FAOSTAT 2014). Espafia ocupa el decimosegundo puesto siendo el
segundo pais europeo mas productor, por detrds de Italia. También es una de las
hortalizas mas cultivadas en Espafia, donde ocupa la octava posicion, por delante de
las coles y otras cruciferas. A nivel nacional se ha experimentado un crecimiento
desde el afio 2002 tanto en términos de produccién, como de area cosechada siendo
Andalucia la mayor productora con 213.957 toneladas en el afio 2012 segun la FAO y
una extension de cultivo de 3002 hectareas, seguida por Catalufia y la Comunidad
Valenciana con 7.586 y 6.457 toneladas respectivamente.

1.2. LOS HIBRIDOS EN MEJORA VEGETAL

La produccién de hibridos revoluciondé la industria de las semillas y sigue siendo
uno de los principales métodos de la mejora vegetal debido a su elevada eficacia.
Genera semillas hibridas de elevado valor comercial (Martin, 2002) y los hibridos
ofrecen dos claras ventajas para el agricultor: alta homogeneidad y un elevado
rendimiento en las cosechas.

Los hibridos presentan una extraordinaria homogeneidad en todas las fases del
cultivo, debido a que las plantas son genéticamente idénticas entre si, e idealmente
heterocigotas para todos los loci. Su segunda caracteristica, el alto rendimiento, es
consecuencia del vigor hibrido o heterosis. Se trata de un fendbmeno genético que
ocurre como resultado de la heterocigosidad y se describe como el mayor porte y
productividad que presentan los hibridos de la F1 respecto a la generacion parental de
los mismos. Dicha heterosis depende del valor de mejora y de la diversidad genética
de los parentales que intervienen en el cruzamiento. Las condiciones ambientales
también tienen mucha importancia en el desarrollo del hibrido. Un inconveniente que
presentan los hibridos para el agricultor, es que descendencia (F2) es segregante y no
mantiene las caracteristicas deseables. No obstante, o que es un inconveniente para
el agricultor es un beneficio para las empresas productoras de semillas, ya que estos
hibridos suponen unan patente fisica y aseguran que el agricultor comprara la semilla
cada afo (Cubero, 2003).

En el caso de especies horticolas, los hibridos pueden obtenerse manualmente
dado el elevado valor comercial del producto y el elevado nimero de semillas que se
obtienen de cada cruce, al igual que en plantas de reproduccion vegetativa, puesto
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gue una vez obtenido un solo individuo con caracteres favorables éste puede ser
propagado asexualmente (Cubero, 2003). En el mercado existen excelentes hibridos
de maiz (los mas antiguos), sorgo, cebolla, tomate, pimiento, berenjena y coles, entre
otras muchas especies.

Existe una serie de individuos o grupo de individuos, los cuales son homocigotos
para todos sus caracteres, estos reciben el nombre de lineas puras y presentan una
gran importancia en el campo de la genética, por sus aplicaciones en mejora y
posteriores usos a nivel industrial ya que son la base en la produccion de hibridos.

Las lineas puras se obtienen tradicionalmente por mejora genética clasica,
mediante un minimo de 7 u 8 ciclos de autofecundacién y seleccién. Esto supone un
tiempo considerable para lanzar un nuevo hibrido al mercado ya que el numero de
cultivos al afio es reducido y los programas de mejora clasica pueden tardar entre 3 y
4 afios. Afortunadamente, las técnicas biotecnoldgicas de cultivo in vitro permiten
acelerar mucho este proceso mediante la obtencién de dobles haploides.

1.3. IMPORTANCIA DE LOS DOBLES HAPLOIDES

Los dobles haploides son individuos homocigotos para todos sus loci, debido a
gue provienen de la duplicacion del numero de cromosomas gamético de los
individuos haploides originados a partir de un Unico nucleo haploide (Germana, 2006).

1.3.1. Utilidad e importancia de los dobles haploides en mejora

Las aplicaciones de los dobles haploides dependeran en gran medida del tipo de
cultivar que pretende conseguirse, ya sea una linea pura, un hibrido, o una variedad
sintética. Mediante el uso de lineas puras se puede incrementar la productividad de los
cultivos. Como se ha visto anteriormente, dichas lineas generalmente son obtenidas
mediante técnicas de autofecundacidn-seleccién basadas en la mejora clasica, con el
elevado coste de recursos y tiempo que esta conlleva. El uso de dobles haploides
reduce las 7-8 generaciones de autofecundacién necesarias para obtener un genotipo
homocigoto para todos sus loci a partir de un genotipo hibrido, ahorrando asi mucho
espacio, tiempo y dinero. Ademas, en el caso de variedades comerciales, la formacion
de dobles haploides puede generar directamente nuevos cultivares. La seleccion
utilizando dobles haploides es mas eficiente ya que facilita la fijacion de alelos
recesivos beneficiosos, asi como la seleccion de caracteres cuantitativos, por la
eliminacion de los efectos de dominancia y la segregacion dentro de las familias
(Snape, 1989). En especies de polinizacion libre, los dobles haploides pueden ser
utilizados como lineas parentales de una variedad sintética. Ademas, los dobles
haploides son utiles para estimar los valores aditivos o la aptitud combinatoria general
si son utilizados en cruces con otros materiales de interés (Snape, 1989).

1.3.2. Otras utilidades de los dobles haploides

Elaboracion de mapas genéticos: Los mapas genéticos son una herramienta
fundamental para el cartografiado de los caracteres, algo que es vital para la labor del
mejorador (Forster et al., 2007). Los dobles haploides han tenido un papel
fundamental en la construccion de mapas genéticos de especies como la cebada,
arroz, colza o trigo. Estos pueden autoperpetuarse por autofecundacion, ya que
mantienen las combinaciones de marcadores al ser homocigotos. Aunque en
situaciones préximas a la segregacion independiente sélo se obtienen estimaciones
precisas de la fraccién de recombinacién con grandes tamafios muestrales (Nuez et
al., 2002), su contribucion al cartografiado de marcadores genéticos llega a superar el
90% en algunas especies.
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- Asociacion de marcadores moleculares y caracteres fenotipicos: También son de
gran utilidad para establecer asociaciones entre marcador y caracter por medio del
“Bulked Segregant Analysis” (BSA). Se han empleado combinaciones de BSA y dobles
haploides empleando seleccion asistida por marcadores para varios caracteres de
mejora, principalmente en resistencias a plagas y enfermedades.

- Seleccion y deteccion de mutantes recesivos: La mutacion inducida proporciona
otro sistema para relacionar los genes con los fenotipos. Es importante que las
poblaciones mutantes deriven de una linea pura (como un doble haploide) para evitar
la deteccién de falsos positivos debido a la variacion del material de partida. La
obtencién de dobles haploides también es util para la utilizacion posterior de los
mutantes seleccionados, ya que, al no verse afectado el fenotipo por relaciones de
dominancia, los caracteres determinados por alelos recesivos pueden ser identificados
facilmente.

- Investigacion gendmica: Para la identificacion de genes que controlan un
determinado caracter, un método ampliamente utilizado es la blsqueda de ESTs
(“Expressed Sequence Tags”, fragmentos del genoma que estan siendo expresados
en un determinado momento) y el cartografiado de su posicion relativa respecto al
caracter en cuestion. Los genes candidatos que son localizados en la misma posicién
pueden ser cartografiados fisicamente utilizando genotecas BAC (genotecas de
cromosomas bacterianos artificiales) y asi verificar su asociacion. Los dobles
haploides juegan un papel muy importante en la integracion de mapas genéticos y
fisicos, aportando precisién en la identificacion de genes candidatos (Forster et al.,
2007).

- Transgénesis: Los dobles haploides son una poderosa herramienta para realizar
un correcto proceso de transgénesis. Al transformar células haploides que
posteriormente son sometidas a induccién de androgénesis se evita la presencia de
hemicigotos, ya que el transgén serd también duplicado al obtener el individuo doble
haploide. De esta forma, se ahorra tiempo y recursos, obteniendo plantas
transformadas con el transgén en ambos cromosomas homadlogos.(Goedeke et al.,
2007, Segui-Simarro, 2010b).

1.3.3. Métodos de obtencién

Los dobles haploides pueden ser obtenidos a partir del gametofito masculino o del
femenino (Dunwell, 2010). En algunas especies monocotiledoneas y en patata, ambas
rutas pueden ser empleadas. Sin embargo, en la mayoria de las especies
dicotiledéneas la eleccién se limita a una de las dos vias (Wedzony et al., 2009). Los
diferentes procedimientos para conseguir la obtencion de individuos dobles hapoides
son los siguientes:

-Hibridacién interespecifica: esta técnica consiste en la polinizacién entre gametos
procedentes de especies sexualmente incompatibles, formandose de este modo un
embrién por la fusién de los gametos masculino y femenino. Sin embargo, aparecen
barreras de incompatibilidad post-cigética que eliminan progresivamente los
cromosomas del parental masculino, lo que da como resultado un embridon haploide
con la dotacién genética del gameto femenino. Al mismo tiempo, las células del
endospermo se dividen con rapidez y también sufren eliminacion cromosomica, lo que
provoca el aborto en fases tempranas del desarrollo de la semilla, por lo que es
necesario recurrir al rescate de embriones para producir la planta haploide. Es una
técnica comun en mejora del cereal y la patata (Wedzony et al., 2009, Segui-Simarro,
2010a).

-Ginogénesis: esta técnica consiste en la regeneracion de un individuo haploide a
partir de un gametofito femenino no fecundado. Las células haploides del gametofito
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femenino (normalmente la célula huevo no fecundada) son estimuladas para
desarrollar un embrién en un proceso similar a la partenogénesis. En este caso no se
requiere la reprogramacion del gametofito femenino, sino que sélo es necesario activar
la ruta embriogénica sin llevar a cabo la fecundacién. La técnica consiste en el cultivo
in vitro de ovarios u 6vulos inmaduros y no fecundados, de forma que se complete la
maduracion in vitro del saco embrionario, donde se desarrolla un embrién haploide. La
ginogénesis también puede ser inducida utilizando polen irradiado (que ha perdido su
capacidad de fecundacion), con el que se poliniza el parental del cual se quieren
obtener haploides ginogénicos. La ginogénesis es la técnica menos utilizada para
producir dobles haploides debido a su baja eficiencia, y se utiliza mayoritariamente en
especies en las que no se obtienen resultados suficientemente buenos mediante otras
técnicas de obtencién de Dobles haploides, como la cebolla, la remolacha, y en varias
cucurbitaceas (Bohanec, 2009, Wei-ping et al., 2009).

-Androgénesis: esta técnica permite la obtencién de individuos haploides o dobles
haploides mediante la regeneracién in vitro de plantas a través de embriogénesis o
callogénesis inducida partiendo del precursor del gametéfito masculino, la microspora.
Esta es la técnica de obtencién de dobles haploides mas profundamente estudiada y la
gue ha demostrado ser mas efectiva (Wedzony et al.,, 2009). Debido a su gran
importancia, esta técnica se explica con mayor detalle en el apartado siguiente.

1.4. ANDROGENESIS

1.4.1. Fundamentos de la androgénesis

La androgénesis es el conjunto de vias biolégicas que dan lugar a un individuo
cuyo fondo genético proviene exclusivamente de un gameto masculino. Esta técnica
esta basada en el desvio o reprogramacion de la ruta normal de desarrollo del
gametofito masculino (microesporogénesis y microgametogénesis) hacia una nueva
via de desarrollo esporofitico (Segui-Simarro, 2010b).

Hay tres rutas androgénicas que pueden originar individuos haploides o dobles
haploides (Segui-Simarro, 2010b):

-Desarrollo de un embrion haploide dentro del saco embrionario: el embrién se
origina a partir de una célula huevo o cigoto donde el nudcleo femenino ha sido
inactivado o eliminado. Su aplicacion practica es nula, debido a su baja frecuencia
(Segui-Simarro, 2010b).

-Callogénesis derivada del meiocito: se basa en la obtencién de callos haploides a
partir de meiocitos. Esta ruta, también muy poco frecuente, estd menos estudiada
debido a que los meiocitos son células dificiles de utilizar en cultivo in vitro (Corral-
Martinez et al., 2010, Segui-Simarro, 2010b).

-Embriogénesis o callogénesis derivada de microsporas: esta técnica consiste en
la reprogramacion de las microsporas, desviandolas de su ruta gametofitica hacia la
embriogénesis o la callogénesis (Segui-Simarro, 2010b). De los métodos de obtencion
de dobles haploides descritos anteriormente este es el mas eficiente. Por ello es la
técnica més utilizada para producir dobles haploides y es la empleada en este trabajo.
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1.4.2. Induccion de la androgénesis a partir de las microsporas

La embriogénesis de microsporas fue descubierta de forma experimental hace
casi 50 afios (Guha y Maheshwari, 1964). En ella, la microspora se desvia de la ruta
gametofitica y es inducida in vitro a formar un embrién o un callo haploide (figura 1).
Para conseguir individuos haploides o dobles haploides mediante androgénesis hay
dos pasos fundamentales a realizar in vitro: la induccién del proceso androgénico, y la
regeneracion de plantas a partir de los callos o embriones obtenidos. Finalmente, las
plantulas obtenidas deben ser aclimatadas a las condiciones ex vitro (Wedzony et al.,
2009).Este trabajo se centrara en el estudio del proceso androgénico. Tras la
exposicion al tratamiento de induccion, las microsporas se desvian de su ruta
gametofitica original (ruta azul en figura 4) para entrar en una de las siguientes rutas
(Segui-Simarro y Nuez, 2008b).

- Muchas microsporas detienen su crecimiento y/o se mueren (ruta morada figura
1).

- Algunas siguen un desarrollo similar a la maduracioén in vivo del polen, tras lo
que finalmente se detienen y mueren (ruta rosa figura 1).

- Algunas microsporas que han sido inducidas generan estructuras multicelulares
haploides tipo callo, que bajo condiciones adecuadas pueden originar plantas
haploides/Dobles haploides a través del proceso de organogénesis (ruta verde figura
1).

- Otras microsporas inducidas sufren una serie de cambios que conducen a la
formacion de un embridn derivado de microspora, 0 MDE por sus siglas en inglés
(microspore-derived embryo) (ruta amarilla figura 1).
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directa
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Figura 1. Esquema de la induccién de androgénesis a partir de microsporas. Adaptada
de Segui-Simarro y Nuez, 2008b.

Esta ruta alternativa del desarrollo de la microspora se puede inducir en diversas
especies de angiospermas, tanto mono como dicotiledoneas, y gracias a ella se
pueden regenerar plantas completas a través de embriogénesis haploide directa, o
indirectamente a través de una fase intermedia de callo. Se obtendran, por tanto,
plantas haploides en las que se induce posteriormente la duplicacion cromosémica
(Segui-Simarro y Nuez, 2008a), o directamente dobles haploides por duplicacion no
inducida del genoma haploide. En ambos casos las plantas resultantes tienen un fondo
genético proveniente exclusivamente de la planta donante y presentan homocigosis
para el 100% de sus caracteres, es decir, constituyen lineas puras. Los dobles
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haploides derivados de microsporas abren una nueva dimensién para la produccién de
lineas homaocigotas debido a la gran cantidad de microsporas que se producen en una
sola planta (Maraschin et al., 2005a). Existen ya sistemas de produccion de dobles
haploides en méas de 250 especies de interés agrondémico, desde herbaceas como
trigo, cebada, arroz, colza, tabaco o maiz (Maluszynski et al., 2003) hasta lefiosas
como mandarino, naranjo amargo o alcornoque, entre otras (revisado en (Srivastava y
Chaturvedi, 2008)), con eficiencia variable en los distintos cultivos.

1.4.2.1. Factores que afectan alainduccion

Hay una gran cantidad de factores que pueden afectar a la induccion de
androgénesis, muchos de los cuales son todavia desconocidos (Datta, 2005). Los
principales factores que se conocen dependen de la planta donante (genotipo,
condiciones de cultivo y edad de las plantas), el estadio de desarrollo de la microspora
y las condiciones del cultivo in vitro utilizadas (Segui-Simarro y Nuez, 2008b).

En general, el genotipo es uno de los factores clave que controla la respuesta de
la embriogénesis de las microsporas y los resultados obtenidos en el proceso son
altamente dependientes de los genotipos utilizados. A parte de las diferencias entre
especies, también se dan diferentes respuestas entre cultivares dentro de una
especie, asi como entre individuos dentro de un mismo cultivar (Segui-Simarro y Nuez,
2008b). La capacidad de respuesta de un determinado genotipo viene referida tanto a
la induccién de la célula haploide como a la posterior regeneracion de la planta
completa (Gémes-Juhasz et al., 2006).

En cuanto a las condiciones de la microspora, para la mayoria de especies el
estadio de desarrollo de la microspora 6ptimo para la induccion de la androgénesis es
durante la transicion de microspora vacuolada a polen bicelular joven, es decir,
alrededor de la primera mitosis del polen (Gonzalez-Melendi, 1996, Maraschin et al.,
2005a, Segui-Simarro y Nuez, 2008b). En esta etapa la microspora tiene mayor
sensibilidad a la aplicacién de tratamientos de induccién, ya que la célula se encuentra
en un estado de proliferacion y no de diferenciacion completa (Dunwell, 2010).

Por otro lado, el tipo de medio de cultivo (liquido o sélido), la concentracion y tipo
de fuente de carbono y los reguladores de crecimiento aplicados, afectan en gran
medida a la eficiencia de regeneracion de embriones androgénicos (Wang et al.,
2000). Sin embargo, el factor exdbgeno mas importante es la aplicacion de un estrés
que permita la reprogramacion de las células y desvie su ruta de desarrollo
gametofitico hacia el desarrollo esporofitico. Los tipos de estrés mas cominmente
utilizados son tratamientos con altas o bajas temperaturas, reduccién de la fuente de
carbono y adicion de colchicina al medio de cultivo, pero también existen otras
posibilidades como la irradiaciébn con rayos gamma, centrifugacién, reduccion de la
presidon atmosférica, choque hiperténico o la adicion al medio de cultivo de etanol,
acido abscisico o agentes feminizantes. Otros estreses que pueden dar buenos
resultados, pero que han de ser probados para cada especie, son la subida del pH (8-
8,5) durante cortos periodos, la adicion de carragenatos al medio de cultivo y la adicion
de metales pesados, como el litio (Shariatpanabhi et al., 2006).

1.4.2.2. Metodologias de induccién

Desde un punto de vista técnico existen dos métodos para obtener individuos
dobles haploides de origen androgénico a partir de microsporas: el cultivo de anteras y
el cultivo de microsporas aisladas.

- Cultivo de anteras: En este método se cultivan in vitro directamente las anteras
sobre un medio soélido o semisoélido, permaneciendo las microsporas dentro del saco
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polinico. Es el método mas universal para la produccion de dobles haploides en
plantas cultivadas y estd puesto a punto en un mayor nimero de especies que el
cultivo de microsporas aisladas. La induccion de androgénesis es mas fécil de este
modo, ya que la presencia del tejido de la antera en el medio de cultivo proporciona un
ambiente mas adecuado para el desarrollo de las microsporas (Segui-Simarro y Nuez,
2008b).Es conveniente tratar de conseguir una embriogénesis directa, para eliminar la
fase de crecimiento desdiferenciado (callo) que puede promover la variacion
gametoclonal en los regenerantes (Forster et al., 2007). Este método es mas sencillo
técnicamente que el cultivo de microsporas aisladas ya que requiere una menor
manipulacion del material vegetal. Sin embargo, la eficiencia de obtencion de
individuos completos suele ser menor y la mayoria e individuos obtenidos son
haploides, por lo que es necesario aplicar tratamientos de duplicacion artificial el
genoma (Forster, Heberle-Bors et al. 2007).

- Cultivo de microsporas aisladas: consiste en aislar las microsporas de la antera y
cultivarlas in vitro en medio liquido. Este método es mas exigente, técnicamente
hablando, y mas complejo que el cultivo de anteras ya que requiere de técnicas
adicionales como el filtrado o el centrifugado. Los medios de cultivo utilizados en este
caso son también mas complejos debido a la ausencia de tejido somatico de la antera.
A pesar de todo, el cultivo de microsporas aisladas tiene varias ventajas sobre el
cultivo de anteras. Por un lado, al aislar las microsporas del resto de la antera se evita
la formacion de callos y embriones a partir del tejido somético de la antera y por lo
tanto, la formacion de regenerantes somaticos diploides (Forster et al., 2007). Por otro
lado, la eficiencia de obtencion de dobles haploides suele ser mayor, y generalmente
la duplicacion cromosdmica espontanea ocurre con mayor frecuencia que con el
cultivo de anteras. Por Ultimo, al aislar las microsporas se evita la segregacion
incontrolada de sustancias producidas por el tapetum y otros tejidos de la antera, y por
ello se puede conocer la composicién exacta del medio de cultivo y controlar los
factores que estan influyendo en la androgénesis (Kim et al., 2008). La obtencién de
individuos dobles haploides a partir de microsporas aisladas esta puesta a punto en un
namero reducido de especies. Sin embargo, en aquellas especies donde ha sido
puesto a punto, es el método por excelencia debido a su elevada eficiencia y a la
reduccién en el tiempo para obtener plantas haploides y/o Dobles haploides. Han
llegado a desarrollarse protocolos para obtener dobles haploides en cultivos de
microsporas de tabaco, colza, pimiento picante, patata, trigo, cebada y arroz (Forster
et al., 2007) (Segui-Simarro, 2010a).

1.4.3. Ventajas e inconvenientes de la androgénesis

La androgénesis es la técnica de obtencién de dobles haploides mas ventajosa
porque:

- Esta puesta a punto en un mayor nimero de especies en comparacion con la
hibridacion interespecifica y la ginogénesis.

- Su eficiencia a la hora de obtener dobles haploides es mucho mayor que con los
otros métodos.

- Mediante androgénesis puede obtenerse un mayor porcentaje de individuos que
duplican de forma espontanea su material cromosémico, de modo que puede no ser
necesario duplicar el genoma haploide. Con la hibridacion interespecifica y la
ginogénesis siempre es necesario aplicar colchicina para duplicar el genoma.

- No es necesario que la floracion esté sincronizada como en la hibridacién
interespecifica.
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Pese a estas ventajas, en ocasiones la obtencion de Dobles haploides mediante
induccién de androgénesis puede no ser viable o aconsejable debido a algunas de las
siguientes limitaciones:

- Especies recalcitrantes: aunque existen ya sistemas de produccion de dobles
haploides en mas de 250 especies de interés agrondémico, la eficiencia en la obtencién
de dobles haploides es todavia muy escasa (Touraev et al.,, 2001, Palmer y Keller,
2005, Segui-Simarro y Nuez, 2008b) excepto en especies modelo como colza, tabaco
o0 cebada. Este hecho es aun mas critico en especies horticolas de elevado interés
agrondémico como las solanaceas. De los cinco principales cultivos de solanaceas
(pimiento, tabaco, patata, berenjena y tomate), sélo en el tabaco (Chupeau et al.,
1998, Touraev et al., 2001) (Maluszynski et al., 2003) y la patata (Rihova y Tupy, 1999)
existen ya sistemas puestos a punto para obtener dobles haploides a partir de cultivos
de anteras y de microsporas aisladas con una eficiencia aceptable. Sin embargo, el
resto de solanaceas son consideradas recalcitrantes, pues aunque en algunos casos
se han obtenido dobles haploides, todavia se esta muy lejos de la eficiencia obtenida
en tabaco o colza.

- Distorsiones en la segregacion: en los procesos de androgénesis, se busca que
la transmisién de los alelos de los individuos parentales hacia los descendientes
dobles haploides sea realizada al azar, con el fin de lograr una maxima variabilidad
gue se traduzca en una alta eficiencia de los procesos de mejora. Se han detectado
distorsiones en la segregacion en especies como trigo, cebada, raigras, arroz y maiz
(Yamagishi et al., 1996), que hacen que determinados grupos de alelos no se
combinen de forma aleatoria entre si, reduciendo la variabilidad en la descendencia.
Estas distorsiones probablemente son atribuibles a marcadores ligados a genes
implicados en el proceso de desarrollo gametofitico o en la fase de desarrollo
esporofitico haploide (Dufour et al., 2001).

- Malformaciones: la aparicion de embriones con malformaciones es muy comun
en los procesos de androgénesis. Las malformaciones mas comunes son las
relacionadas con una formacién deficiente del meristemo caulinar: cotiledones
multiples, soldados, etc. Pese a esto, una correcta puesta a punto de las condiciones
del medio de cultivo en la fase de regeneracion de embriones puede ayudar a reducir
la tasa de embriones con malformaciones (Kim et al., 2008, Segui-Simarro, 2010a).

- Dificultad en la regeneracion de plantas completas: en muchos casos, la
regeneracion de plantas completas a partir de callos o embriones androgénicos es un
paso limitante en el proceso de obtencidon de haploides o dobles haploides. En
berenjena, por ejemplo, no existe todavia un sistema verdaderamente eficiente de
organogénesis a partir de callos androgénicos ni de germinacién de los embriones
androgénicos.

Otros problemas frecuentes son la aparicion de aberraciones cromosémicas, la
aparicion de variacién gametoclonal (o “androclonal”) por mutaciones en el proceso de
cultivo in vitro y la aparicién de individuos heterocigotos, debido a la regeneracion de
plantas a partir de gametos no reducidos (2n).

1.5. ANDROENESIS EN BERENJENA

Los métodos utilizados para obtener plantas haploides en berenjena son el cultivo
de anteras y el cultivo de microsporas. De momento, no se ha descrito la aparicion de
partenogénesis espontanea que diera lugar a plantas haploides en berenjena (Rotino,
1996).
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1.5.1. CULTIVO DE ANTERAS

Los primeros haploides en berenjena fueron obtenidos mediante cultivo de anteras
por un grupo de investigacion chino (Research-Group-of-Haploid-Breeding, 1978) y por
Isouard et al., 1979. Sin embargo, el trabajo de (Dumas de Vaulx y Chambonnet,
1982) estableci6 las bases para un protocolo reproducible para la produccién de
embriones haploides y la regeneracion de plantas dobles haploides a partir de cultivo
de anteras. En este protocolo, el método de induccion se basa en la aplicacion de un
tratamiento de estrés por altas temperaturas y en la aplicacion de una concentraciéon
baja de 2,4-D y kinetina como reguladores de crecimiento, ademas de sacarosa y
vitamina B12. Una vez que los embriones comienzan a desarrollarse y alcanzan el
estado de torpedo, se transfieren a un medio carente de reguladores de crecimiento
para asegurar una correcta germinacion. Este método es la base de muchos
protocolos usados con frecuencia en programas de mejora para la produccion de
lineas dobles haploides, adaptandolo a cultivares concretos. Actualmente ya han sido
desarrolladas lineas puras dobles haploides de diversas variedades que pueden ser
usadas en programas de mejora con diferentes objetivos.

Se ha demostrado que los dobles haploides pueden utilizarse para producir
hibridos con mayor rendimiento (Sanguineti et al., 1990), o como parentales
resistentes a algunas enfermedades (Rizza et al., 2002). Asimismo, se ha comprobado
que el cultivo de anteras es una herramienta Util para volver al nivel diploide en
hibridos tetraploides interespecificos entre la berenjena y especies silvestres
relacionadas (Rotino et al., 2005). Para utilizar la obtencién de dobles haploides en
programas de mejora genética se necesita un alto nimero de plantas homocigotas, y
gue estas presenten una alta diversidad que permita a los mejoradores seleccionar
caracteristicas de interés entre ellas. Entre los dobles haploides obtenidos mediante
cultivo de anteras se ha observado variabilidad tanto en caracteres cuantitativos
(rendimiento, precocidad, altura de la planta, numero y tamano de los frutos...) como
cualitativos (estructura de la planta, forma y color de los frutos, presencia de
espinas...) lo que permite seleccionar lineas con caracteres de interés (Rotino, 1996).

1.5.2. CULTIVO DE MICROSPORAS AISLADAS

La obtencion de plantas haploides y dobles haploides de berenjena mediante
cultivo de microsporas aisladas fue descrita por (Miyoshi, 1996). Su autor no consiguio
una embriogénesis directa, sino que regenerd plantas mediante organogénesis en
callos desarrollados a partir de microsporas. Su método de induccién se basa en la
aplicacion de un estrés por alta temperatura y condiciones de ayuno, seguido de la
incubacién en un medio que contiene una baja concentracion de acido naftalenacético
y de benciladenina a la misma concentracion. Tras el trabajo de Miyoshi, Bal et al.,
2009 publicaron un método de induccién alternativo, mediante la aplicacion de estrés
por alta temperatura y manitol, con el que consiguieron inducir divisiones en
microsporas aisladas de berenjena y obtener estructuras multicelulares, pero no
obtuvieron callos ni embriones a partir de ellas. Hace poco, en nuestro laboratorio se
consiguid mejorar la eficiencia de la induccion mediante la aplicacion de diversos
factores externos (Corral-Martinez y Segui-Simarro, 2012). En este trabajo también se
sugirié que se produce embriogénesis directa a partir de las microsporas aisladas.

Por tanto existen dos pasos limitantes en la obtencion de organismos dobles
haploides a partir de cultivos de microsporas aisladas de berenjena. En primer lugar,
en los estadios mas tempranos de la proliferacion de las microsporas, estas se
desarrollan para formar unas estructuras similares a embriones globulares, pero en
vez de experimentar la transicion de simetria radial a simetria bilateral tipica de los
embriones cigéticos, los supuestos embriones globulares androgénicos revierten a un
estado indiferenciado formando estructuras de tipo callo. En segundo lugar, se
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encuentra la dificultad en la regeneracién organogénica de dichos callos para obtener
plantas completas.

En nuestro grupo se ha trabajado ya en el segundo paso limitante obteniéndose
resultados satisfactorios (Rivas-Sendra et al., 2015). No obstante, la transicion de los
embriones globulares androgénicos, es un punto que todavia no ha sido estudiado y
sigue siendo el principal problema en la elaboracién de un protocolo eficaz para la
obtencion de individuos dobles haploides de berenjena. Por esa razon este trabajo se
centra en el estudio del primer paso limitante, es decir, en el estudio de la transicion
de embrién globular a corazoén, asi como en el planteamiento de posibles soluciones a
dicho paso limitante. Mediante la realizacion de un estudio a nivel histolégico e
histoquimico de las estructuras celulares se pretende, en primer lugar, esclarecer si
dichas estructuras son embriones globulares propiamente dichos, y en segundo lugar,
comprender mejor qué cambios estdn aconteciendo en el desarrollo de los mismos
para que estos formen callos en vez de pasar al estadio de embrién corazén. En
estudios previos de otras especies como Datura innoxia o Nicotiana tabacum (Nitsch,
1972) se consiguié facilitar esta transicion aumentando la concentracién de hierro en el
medio de cultivo. Por esta razén planteamos la adicién de hierro con el fin de
comprobar si en berenjena también facilita la transicién hacia embrién corazén.
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2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es estudiar qué eventos histologicos acontecen en los
embriones globulares androgénicos, con el fin de comprender por qué estos
evolucionan hacia callos y no hacia embriones corazén, asi como evaluar una posible
solucion para superar la transicién de forma satisfactoria.

Para ello los objetivos concretos de este trabajo son:

Objetivo 1: Determinar y caracterizar el desarrollo de embriones androgénicos, y
estudiar la histologia de dichas estructuras para confirmar que se corresponden con
embriones androgénicos.

Objetivo 2: Evaluar la influencia de distintas concentraciones de hierro en la
transicion de embrion globular a corazéon en S. melongena.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

En este estudio se utilizd la linea doble haploide de alta respuesta, DH36,
desarrollada por el laboratorio de biologia celular del Instituto de Conservacién y
Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAYV).

3.2 CONDICIONES DE CULTIVO DE LAS PLANTAS DONANTES

Las semillas se pusieron a germinar en placas Petri de 9 cm de didmetro en
camara de cultivo a 25°C, con un fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 horas de
oscuridad. Cuando tuvieron dos hojas verdaderas se plantaron en semilleros de
alveolos de 3x3 cm con Humin Sustrato N3, en los invernaderos del COMAYV, dentro
del Campus de Vera de la Universitat Politecnica de Valéncia. Mas tarde se
trasplantaron a macetas de 30 cm de didmetro con un sustrato de la marca Hortimix
compuesto por una mezcla de turbas y otros componentes de origen vegetal. Los
aportes nutricionales se realizaron por fertirrigacion mediante riego por goteo, y
durante todo el ciclo se utilizé luz natural, de forma que el fotoperiodo fue variable
segun la época del afo. Las plantas fueron entutoradas y podadas regularmente para
favorecer la captacion de radiacion solar y la aireacion. Para favorecer la formacién
continua de yemas florales, las flores ya abiertas y los frutos cuajados se eliminaron de
forma regular.

3.3 CULTIVO DE MICROSPORAS AISLADAS

Se recolectaron manualmente las yemas florales (figura 2A) del invernadero, y se
conservaron a 4°C. Para el genotipo DH36, el tamafio de antera 6ptimo oscila entre
5,2 y 5,7mm. Este intervalo contiene un mayor porcentaje de microsporas vacuoladas
y polen bicelular joven, que son los estadios generalmente aceptados como los mas
adecuados para la induccién de la androgénesis (Touraev et al., 2001, Segui-Simarro
y Nuez, 2008b, Segui-Simarro, 2010a). Por tanto, se abrieron las yemas y se
seleccionaron aquellas anteras con una longitud comprendida en dicho intervalo
(figura 2B) para proceder a la extraccion de las microsporas. A partir de este punto
todos los pasos se realizaron en esterilidad y las soluciones empleadas se enfriaron
previamente a 4°C para mantener el frio durante todo el proceso. Las anteras se
esterilizaron por inmersion de 30 segundos en etanol al 70% seguida de inmersién en
una solucion de 4 g/l de hipoclorito sédico con unas gotas de Tween 20, y se hicieron
3 lavados de 2 minutos en agua destilada estéril (figura 2C). Tras un breve secado
sobre un papel de filtro estéril, las anteras se depositaron en un vaso de precipitados
de 50 ml con 5 ml de agua destilada estéril y se machacaron con un émbolo de
jeringuilla de 50 ml para liberar las microsporas. El contenido del vaso se filtr6 a un
matraz de vidrio estéril de 100 ml a través de un filtro de nylon con poro de 41 ym de
diametro, por el que pasan las microsporas (que en los estadios de microspora
vacuolada y polen bicelular joven tienen un diametro medio de 20 ym). Posteriormente
el filtrado volvio a filtrarse del mismo modo pero esta vez empleando un filtro de nylon
con poro de 11 ym (figura 2D), donde quedaron retenidas las microesporas. De este
modo se reduce la cantidad de tejido proveniente de la antera. El filtro se lavé en un
vaso de precipitados de 200 ml con agua destilada estéril (figura 2E), y la suspension
obtenida se distribuy6 en 4 tubos de plastico estéril de 15 ml. La suspensién celular
obtenida se centrifugé durante 3 minutos a 800 rpm en centrifuga Centrofriger-BL I
(J.P. Selecta) con rotor basculante de 9,5 cm de radio y se desech¢ el sobrenadante
(figura 2F). Las células depositadas se resuspendieron en 10 ml de agua destilada
estéril y se concentro el pellet de los cuatro tubos en uno solo. Se repitio el lavado dos
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veces mas para eliminar los residuos del tejido de las anteras, hasta completar un total
de tres centrifugaciones. Tras la Ultima centrifugacion, el pellet se resuspendié en 5 ml
de agua destilada estéril y se midi6 la concentracion de células con un hemacitbmetro
de tipo Improved Neubauer (figura 2G). Las microsporas aisladas se diluyeron en agua
destilada estéril hasta una concentracién final de 500.000 microsporas/ml. Esta
suspension celular se plaqued en placas Petri de 6 cm de diametro (figura 2H) con un
volumen de 3 ml en cada una y las placas se sellaron con Parafilm. Para inducir la
androgénesis las microsporas en suspension se incubaron en oscuridad a 35°C
durante 3 dias, sin aireacion ni agitacién (figura 2I).

Figura 2. Proceso de extraccion de microsporas aisladas.

Tras el cultivo se contd el porcentaje de microsporas en el estadio adecuado para
la induccion (microspora vacuolada y polen bicelular joven), en un minimo de 300
microsporas y 10 campos. La viabilidad de las células se comprobé justo después del
aislamiento y tras el periodo de induccion. Para medir la viabilidad se afiadieron 5 pl
de diacetato de fluoresceina, por cada ml de cultivo, se dej6é incubar 10 minutos en
oscuridad y se conté el porcentaje de células vivas en un minimo de 200 microsporas.
Aquellas microsporas que al observarlas al microscopio de fluorescencia presentan un
color verde son viables.

Tras el periodo de induccidn, la suspension celular de cada placa se recogio en
tubos de plastico estériles de 15 ml, se centrifugd durante 3 minutos a 800 r.p.m. en
centrifuga Centrofriger-BL Il (J.P. Selecta) con rotor basculante de 9,5 cm de radio y
las células depositadas se resuspendieron en el mismo volumen de medio de cultivo
compuesto por medio NLN (Duchefa Biochemie B.V.) suplementado con sacarosa al
2%, 0.5 mg/l de &cido naftalenacético y 0,5 mg/l de benziladenina, con pH 59 y
esterilizado por filtrado con filtros Whatman Klari-Flex (GE Healthcare) de 0.22 ym de
tamafio de poro, segun Miyoshi (1996). La suspension asi obtenida se devolvio a las
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placas Petri. Las placas se sellaron de nuevo con Parafiim y se incubaron en
oscuridad a 25°C durante 30 dias.

3.3.1 Ensayos con hierro.

Para los ensayos con hierro se aplicé el mismo protocolo explicado en el apartado
3.3 para el cultivo y recultivo de microsporas aisladas, pero en esta ocasion se
suplement6 el medio de cultivo con FeNa EDTA hasta conseguir concentraciones de
100, 200, 400, 800, 1600 y 3200 mM.

Se prepararon 300 ml de medio NLN (el cual ya contenia en su composicion una
concentracion de 100 mM de FeNa EDTA) siguiendo las indicaciones del apartado 3.3.
Este medio es el que a partir de ahora denominamos como Medio 1, y que se utilizo
como control sobre el cual referenciar los resultados de las demas concentraciones
utilizadas. Una vez se prepar6, se distribuyd en la cabina de flujo laminar 50 ml en
tubos falcon distintos y se dispensaron los microlitros correspondientes de FeNa EDTA
en cada uno de los medios, partiendo de un stock 0.15 M (Tabla 1).

Tabla 1. Microlitros de stock dispensados al medio NLN para obtener las 6
concentraciones de hierro a estudiar.

Mediol Medio2 Medio3 Medio4 Medio5 Medio6

FeNA | o@qL)| 33(L)| 100(uL)| 230(uL)| 500(uL)| 1033(uL)
EDTA

Tras el recultivo se realizO un seguimiento de las estructuras que fueron
apareciendo en las placas. A los 7 dias se contaron los proembrioenes, estructuras
con mas de 5 nucleos que se desarrollardn mas tarde en embriones globulares. Con la
ayuda del microscopio invertido se contaron 15 campos a 20 aumentos de 3 placas
diferentes. A los 14 dias se repitid el proceso, esta vez contando los embriones
globulares y diferenciando aquellos que presentaban una arquitectura normal, de los
que la presentaban aberrante, en esta ocasion se contaron 20 campos a 10 aumentos
en 3 placas distintas. Finalmente a los 30 dias se contaron los callos obtenidos en
cada una de las tres placas. Estos datos fueron procesados y analizados con el
programa StatGraphics Centurién, realizando un ANOVA, andlisis estadistico en el
cual la varianza queda particionada en ciertos componentes debidos a diferentes
variables explicativas. Este andlisis estadistico tuvo dos variables, el tratamiento,
correspondiente a cada uno de los medios de cultivo empleados y la sesién. Se tomod
como aleatorio el efecto de la sesién y un p-value inferior a 0,05. De este modo se
determiné si las diferentes concentraciones en el medio de cultivo presentaban un
efecto estadisticamente significativo respecto al control en cuanto al desarrollo de los
embriones vy si las diferencias observadas eran debidas al medio utilizado en cada
caso.

3.4 CARACTERIZACION DEL PROCESO DE DESARROLLO
EMBRIOGENICO

Tras el recultivo se realiz6 un seguimiento de los cultivos con el fin de registrar los
cambios observados en las microsporas tras el tratamiento de induccion. Los cultivos
se observaron diariamente bajo el microscopio invertido para determinar el momento
de aparicion de las diferentes estructuras objeto de estudio. Las muestras se tomaron
alos 14, 21, y 30 dias de cultivo. A los 14 dias se estudiaron los embriones globulares,
a los 21 dias las estructuras en transicion y a los 30 dias los callos.
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Una vez determinados los dias, se tomaron fotos de dichas estructuras y se
realizaron tres procesos en paralelo con el cultivo. Una parte del mismo se fijé6 con
paraformaldehido (PFALD) con el fin de poder procesar dichas muestras mas
adelante, también se tomd una pequefia muestra del mismo para hacer una tincion
con DAPI con la finalidad de observar los nucleos al microscopio de fluorescencia y
descubrir divisiones mas all4 de las que se observaron en el microscopio invertido. El
resto del cultivo se dejo crecer mas dias para poder seguir la evolucion de las
estructuras embriogénicas.

3.4.1 Fijacion de la muestra

Alos 14, 21y 30 dias de cultivo se tomd una parte de las placas y se deposito
su contenido, con ayuda de una pipeta pasteur de 3 ml, en el interior de un tubo de
plastico de 15 ml. Posteriormente se centrifugé durante 3 minutos a 700 r.p.m. en
centrifuga Centrofriger-BL Il (J.P. Selecta) con rotor basculante de 9,5 cm de radio. Se
desecho el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 1 ml de PFALD. La suspension
celular se pas6 a un tubo eppendorf y se guardé en nevera hasta el dia siguiente. Se
realizaron lavados 3 con PBS 1x de 30 minutos a 4 °C. Tras el ultimo lavado se afiadi6
1 ml de PBS 1x + PFALD 0,1%, ya que es aconsejable mantener de este modo
aguellas muestras que no vayan a ser procesadas en un corto periodo de tiempo,
evitando que la fijacion revierta y se desencadenen fendmenos de degradacion y
necrosis celular, lo cual se evita poniendo un 0,1% de PFALD. Estas muestras fueron
procesadas cuando se dispuso de muestra de todos los estadios de interés para el
estudio, realizando al mismo tiempo el procesado de Technovit para todas ellas.

3.4.2 Inclusion de muestras en Technovit 7100

Cuando se dispuso de muestra que representase todos los estadios objetivo de
estudio se procedio a la realizacién del procesado en technovit. Este es un procesado
que dur6 3 dias:

e Dia 1: Se realiz6 la deshidratacién de las muestras, para ello se emplearon 3
soluciones de etanol al 30, 50 y 70%, a las muestras que hasta el momento se
preservaban en PBS 1x + 0,1% PFALD se les sustituy6 por etanol 30 %, para ello se
le dio una centrifugacion rapida al tubo eppendorf que contenia la muestra de modo
gue esta quedase en el fondo y se pudiese realizar con comodidad el cambio sin
perder estructuras, y se dejo actuar durante 1 hora a temperatura ambiente, lo mismo
se realizé con las otras soluciones. Finalmente la solucién de etanol al 70 % se dej6
actuar o/n a 4 °C.

¢ Dia 2: El segundo dia se prosiguié con la deshidratacion de la muestra, esta
vez con soluciones del 90 y 98%. Se dejo durante 1 hora actuar a la solucién del 90%
y se realizaron 3 incubaciones sucesivas mas de 1 hora con la solucion del 98%,
realizando siempre los cambios de la forma anteriormente mencionada. Finalmente se
dej6 la muestra o/n en una solucion de preparacion a 4 °C, la solucién de preparacion
consiste en 0,1 g de Hardener | por cada 10 ml de Technovit 7100 resin.

e Dia 3: EIl tercer dia se realiz6 la inclusion y el encapsulado, en cabina
extractora para evitar la inhalacién de toxicos desprendidos por las resinas en su
estado liquido. En primer lugar se deposité la muestra en capsulas (figura 3A), para
facilitar el procesado se trabajo en grupos de 6 capsulas (figura 3B) ya que la solucién
de inclusion la cual consta de 0,2 ml de Hardener Il por cada 3 ml de solucion de
preparacion, polimeriza rdpidamente. Tras depositar la muestra en cada capsula se
afiadié 0.5 ml de solucion de inclusion y se puso el cédigo identificador (figura 3C).
Seguidamente se cerro la capsula con su tapa y se coloco en el interior de un
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eppendorf de 1 ml (figura 3D) con el fin de centrifugar durante 1 minuto a 750 rpm.
Este paso es fundamental ya que al ser una suspension celular la orientacién de la
muestra es muy dificil. Con esta técnica se pudo generar un precipitado en el fondo de
la capsula que facilitd el proceso de corte con ultramicrotomo. Finalmente se dejo
polimerizar durante 24 horas en una gradilla evitando mover las capsulas para que no
se resuspendiese el precipitado generado en su interior.

Figura 3. Encapsulacion de muestras en Technovit 7100 resin.

3.4.3 Tincién con DAPI

Se tom6é una muestra de 20 pl del cultivo, se centrifugd y se desechd el
sobrenadante, posteriormente se le afiadiéo 5 pl de DAPI 7°5 pg/ml se incubd durante
30 minutos en oscuridad. Finalmente se procedid a la toma de imagenes con el
microscopio de fluorescencia.

17



Materiales y métodos

3.5 REALIZACION DE CORTES

Una vez se dispuso de muestra encapsulada, se procedié a la realizacion de
cortes para la observacion de las estructuras y sus posteriores tinciones.

Empleando una cuchilla de metal se elimindé cuidadosamente la envoltura de
gelatina de la capsula. Seguidamente se procedié al desbaste del bloque ajustando el
angulo de corte a 4°. A continuacion se realizé el frente. El trapecio es la forma de
frente mas estable, que asegura que los cortes salgan sin imperfecciones ni
diferencias en su grosor. Una vez elaborado el frente se procedio a la orientacion del
trapecio respecto a la cuchilla. Es fundamental realizar este paso de forma correcta, de
lo contrario los cortes no seran uniformes debido a que los angulos que forma la
cuchilla con el trapecio, no seran de 90 °. Para la realizacién de una buena orientacion
hay que tener en cuenta las tres dimensiones del espacio, en primer lugar se debi6 de
comprobar que la base del trapecio estaba dispuesta absolutamente paralela al filo de
la cuchilla. Para la orientacion de las dos dimensiones restantes, se emple6 como guia
la sombra proyectada por la cuchilla sobre el trapecio, comprobando, por una parte
gue esta tenia la misma amplitud longitudinalmente, y por otra que el tamafio de la
misma se mantuvo constante al realizar un suave balanceo del brazo movil hacia
arriba y abajo.

Una vez realizada la orientacién, se acerco la cuchilla tanto como se pudo al
trapecio sin llegar a tocarlo, se establecid la ventana de corte indicando asi donde
empezaria y acabaria la muestra a cortar, para que el brazo mavil realizara su
movimiento a la velocidad indicada en este tramo, mediante la activacion del sistema
automatico de corte. En este punto se empezaron a obtener cortes que se tomaron
cuidadosamente con un pelo de ceja (para evitar dafar el filo de la cuchilla con el roce)
y se depositaron sobre una gota de agua en un portaobjetos, el cual se limpié antes de
su uso. Una vez depositados un maximo de 6 cortes por portaobjetos, con la ayuda del
pelo de ceja y los binoculares del ultramicrotomo, se extendieron correctamente, ya
gue en muchas ocasiones estos pueden plegarse al ser depositados en la gota.

Finalmente se depositd el portaobjetos sobre una placa calefactora a 40 °C donde
con la ayuda del calor los cortes se acabaron de extender y el agua se evaporo,
guedando los cortes pegados al portaobjetos, preparados para su posterior montaje
con Merckoglas y observacién al microscopio, o para las posteriores tinciones a los
gue se sometieron algunos de ellos.

3.6 TINCIONES

Una vez se obtuvieron los cortes de las diferentes estructuras, se realizaron una
serie de tinciones histoquimicas. Con ello se pretendia observar que tipo de
estructuras celulares presentaban en su interior. Las tinciones propuestas y su objetivo
fueron las siguientes:

e Yodo-Yoduro potéasico (IIK): Esta tincién consiste en una reaccién quimica
entre el yoduro potasico y el almidén.

La forma helicoidal de la molécula de almid6én permite la acumulacién de yodo en
su interior, pudiéndose detectar al microscopio Optico como una coloracion de azul a
negra, si las moléculas son grandes, o de roja a purpura en caso de que el polimero
sea pequefio lo cual quiere decir que esta recién formado.

Para realizar la tincion en primer lugar se disolvieron 2 g de yoduro potasio en 100
ml de agua, posteriormente se disolvieron 0.2 g de yodo en la solucién de yoduro
potasico. A continuacion se deposité una gota sobre el corte a tefiir el cual se
encontraba adherido por calor a un portaobjetos. Se dejo actuar durante 10-15 minutos
y se lavd muy poco, simplemente se dejé escurrir la disolucion de IIK y se aclard
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ligeramente con unas gotas de agua destilada, un lavado en exceso implica la perdida
completa de la tincién en el interior de las estructuras celulares. Finalmente se dejo
secar al aire, nunca en la estufa debido a que en muchas ocasiones se observo la
formacion de cristales por la accién del calor lo cual invalida la tinciéon y puede dafar
las estructuras. Una vez seco se monté con Merckoglas se colocé el cubreobjetos y se
observé al microscopio.

o Azul de toluidina (AT): Se trata de un colorante capaz de tefiir estructuras
baséfilas como la cromatina. Puede actuar como colorante ortocromatico, tifiendo de
color azul o metacromético, haciéndolo de color violeta-rojo, dependiendo del pH y la
naturaleza quimica de la sustancia tefiida. En este estudio, se observé que esta
tincion era de gran utilidad para aumentar el contraste de las muestras, ya que se trata
de una tincion bastante inespecifica con lo que tifie de forma general la estructura
mejorando en gran medida su observacion al microscopio éptico. Sobre todo es (Util
cuando se realizé la tincion con IIK (figura 13a) ya que al aplicar dicho colorante el
contraste de la muestra disminuye, por lo que una tinciéon con IIK se complementa
realizando posteriormente una tincibn con AT para poder comparar las imagenes
obtenidas de las mismas estructuras. Con el IIK se detectan los granulos de almidén, y
con el AT es posible saber en que lugar de las estructuras estan situados.

Se depositd una gota de AT sobre un corte adherido por calor a un portaobjetos.
Se dej6 actuar el colorante durante 5 minutos, y se lavé con abundante agua destilada.
Se monté con una gota de Merckoglas y se observo al microscopio éptico.

¢ Negro de Sudan (NB): Se trata de un colorante relativamente termoestable
con gran afinidad por las grasas, es liposoluble y se emplea para la deteccién de
triglicéridos y lipidos en secciones o cortes. Tifie de un color negro o azul oscuro
aquellos organulos o estructuras que contienen lipidos en su interior.

La tincién de negro de sudan se prepard el mismo dia que se empleé, ya que se
trata de una disolucion saturada de negro de sudan en etanol 70%, por tanto, un
excesivo reposo de la misma puede dar lugar a precipitados que tendrian efectos
negativos en la tincion de los cortes.

En primer lugar se prepar6 una disolucion saturada de negro de sudan en 15 ml
de etanol al 70%. Dicha disolucion se filtr6 empleando papel wattman plegado en
forma de abanico (para aumentar la superficie de filtrado). La solucién obtenida se
filtr6 de nuevo empleando una jeringuilla y un filtro de 0.22 um. A continuacion se
aplicé una gota sobre los cortes que se incubaron durante 40 minutos en una camara
himeda. Se revisaron las gotas de colorante cada 5 minutos, ya que el etanol es muy
volatil y tiende a secarse rapidamente a pesar de estar en la cAmara hiumeda, siempre
gue fue necesario se afiadié de nuevo colorante sobre el corte.

Finalmente se lavé el exceso de colorante empleando etanol al 96%, muy
cuidadosamente ya que existe el riesgo de que los cortes se despeguen del
portaobjetos. Se mont6 con Merckoglas y se observé al microscopio éptico.

e Azul comassie (AC): Es un colorante para proteinas. Es de tipo anionico, y se
une a proteinas de modo inespecifico. Su estructura es predominantemente no polar.

Para la tincion de los cortes se procedidé de la siguiente forma. Se deposito el
portaobjetos con los cortes adheridos por calor, en un recipiente y estos fueron
cubiertos por la disolucion de azul comassie. Se dejaron en agitacién durante 24
horas. Pasado este periodo de tiempo se destifieron en agitacion durante una hora con
agua destilada. A continuacién se monté con Merckoglas y se observo la muestra al
microscopio.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion expondran los resultados de este trabajo. En primer lugar se
expondra la caracterizacion del desarrollo embriogénico, estableciendo la cronologia
de la aparicion de las distintas estructuras objetivo de estudio. También se estudiaran
dichas estructuras a nivel histolégico mediante cortes y tinciones histoquimicas.
Finalmente se interpretaran los datos obtenidos tras realizar una serie de cultivos con
distintas concentraciones de hierro en el medio de cultivo.

4.1 CARACTERIZACION DEL DESARROLLO EMBRIOGENICO

Tras realizar un seguimiento de los cultivos, observandolos diariamente al
microscopio, se determinaron los dias en los que las microsporas inducidas
alcanzaban los estadios de interés para este estudio. A los 7 dias se observaron unas
estructuras redondeadas las cuales parecian tener mas de dos divisiones al ser
observadas en campo claro (figura 4A). Tras realizar la tincion con DAPI se pudo ver
que en su interior habia entre 5 y 10 ndcleos (figura 4B). Estas estructuras se
definieron como proembriones, los cuales seguiran dividiéndose para dar lugar a los
embriones globulares.

Tras 14 dias de cultivo, se observaron lo que parecian embriones globulares
perfectamente formados (figura 4C), a primera vista parecia que presentaban una
simetria radial y una epidermis periférica (lo cual se demostrara en el siguiente
apartado con la observacion de cortes). Tras la tincion con DAPI (figura 4D) se
pudieron ver numerosos nucleos correspondientes a todas las células que conforman
el embrién globular. A los 14 dias también aparecieron en el cultivo callos pequefios,
indicativos de microsporas que desde un principio proliferan de forma desorganizada,
lejos de cualquier patrén embriogénico.

A los 21 dias de cultivo, todos aquellos embriones globulares presentes en las
placas empiezan a proliferar, aumentando su tamafio y desorganizandose sus células
(figura 4E). Se determind que esta transicion, donde los embriones globulares en vez
de alcanzar el estadio de embrién corazén se transforman en callos, suele tener lugar
alrededor de este dia, el 21. Tras la tincion con DAPI se pueden observar los nucleos
de la estructura, sobre todo los de la periferia, ya que debido al grosor del callo, el
laser no tiene la potencia suficiente como para revelar los nucleos de la zona central
(figura 4F).

Finalmente a los 30 dias de cultivo, se pudieron ver en las placas callos mayores
de 1 mm completamente desorganizados.

20



Resultados vy discusion

Figura 4. Proembrién de 7 dias observado al microscopio en campo claro (A) y teflido con DAPI
observado al microscopio de fluorescencia (B); embrién globular de 14 dias observado al microscopio
en campo claro (C) y tefiido con DAPI observado al microscopio de fluorescencia (D); embrién en
transicion de 21 dias observado al microscopio en campo claro (E) y teflido con DAPI observado al
microscopio de fluorescencia (F); Barras: 20 um.
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4.2 ANALISIS DE ESTRUCTURAS Y TINCIONES

En este apartado se estudia la estructura interna de los embriones globulares de
14 dias, los embriones en transicion de 21 dias y de los callos de 30 dias, asi como su
composicion mediante diversas tinciones histoquimicas, con el fin de comprender
mejor que procesos estan teniendo lugar en las células y obtener pistas acerca de por
gué estas no experimentan la transicién hacia embrién globular y si hacia callo.

4.2.1 Estructuras internas

En los embriones cigéticos, desde un primer momento empieza a definirse un
eje de polaridad diferenciando un polo apical y un polo basal. La polarizacion del
cigoto es la base de su posterior desarrollo ontogénico (Segui-Simarro, 2010b). En las
primeras divisiones se obtiene como resultado una célula apical y una basal. La célula
apical sera la responsable del desarrollo del embrion propiamente dicho. En cambio, la
célula basal tendrd una funcion vegetativa. La célula basal crecera y sufrira una serie
de divisiones transversales que daran lugar al suspensor que conecta al embrién con
el saco embrionario y participa en la transferencia de nutrientes (Segui-Simarro,
2010b). Como se observa en la figura 5AB, los embriones obtenidos mediante
androgénesis de microsporas carecen de suspensor. Anteriores estudios en
Arabidopsis postulan la importancia del suspensor en el establecimiento de los
patrones de division en estadios tempranos del embrion (Friml et al., 2003; Weijers et
al., 2005, Weijers et al., 2006; Tanaka et al., 2006), aunque otros trabajos afirman no
tener pruebas definitivas que demuestren que el suspensor sea el Unico responsable
el establecimiento de dichos patrones (Supena et al., 2008). Existen otros parametros
como el balance de auxinas, necesarias en la embriogénesis, especialmente durante
la transicion de simetria radial a simetria bilateral en embriones globulares (Ramesar-
Fortner y Yeung, 2006). La ausencia de suspensor podria ser un factor a tener en
cuenta a la hora de establecer qué eventos estan impidiendo una correcta transicion
hacia embrién corazén. Su papel en la correcta polarizacién podria ser importante en
el proceso. También seria interesante en un futuro realizar estudios del balance
hormonal en estas estructuras para ver si se corresponde con los niveles esperados.

A partir de la proliferacion de la célula apical se generara el embrién propiamente
dicho, sufrird un patron de divisiones que hara que el embrién se desarrolle como un
conjunto de células esférico de citoplasma denso (Segui-Simarro, 2010b). En
Arabidopsis, a partir del estadio en el que el embribn globular alcanza
aproximadamente 64 células, comienza el primer evento de diferenciacion, la aparicion
del protodermo o protodermis a partir de células superficiales (Mansfield y Briarty,
1991). Como se observa en la figura 5A, esto también se cumple el los embriones
androgénicos. En ellos también se observa una distribucién periférica de células dando
lugar al protodermo, lo que mas adelante formara la epidermis. En general sus células
tienen un tamafo similar con la salvedad de que conforme se observan células mas
periféricas, estas son mas gruesas, alargadas y van estratificandose. Por lo que
respecta al citoplasma se observa una densidad considerable sin apenas vacuolacion,
lo que indica la naturaleza eminentemente proliferante de estas células.

Los embriones en transicion (figura 5B) parecen mantener aunque en menor
medida la simetria radial, pero la estratificacion celular va perdiéndose de forma
progresiva, ya no se observa un ordenamiento de las células en la epidermis y estas
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dejan de ser alargadas, transformandose en células mas redondeadas, gruesas y
protuberantes (figura 1C). La densidad del citoplasma también parece reducirse,
aprecidndose en esta ocasion vacuolas mas grandes. Otra observacion es la que
respecta a la geometria de las células del interior de la estructura, tanto en embriones
globulares como en transicibn son poligonales, mientras que en callos son mas
redondeadas. En los embriones en transicion las células de la regién del protodermo
presentan el mismo aspecto que las células de los callos, son redondas y
protuberantes, por lo que se podria decir que la transformacion parece darse de fuera
hacia adentro.

Es en estos estadios en los que se encuentran mas diferencias entre los
embriones cigoticos y androgénicos. En los embriones cigéticos bajo el protodermo se
pueden distinguir dos dominios celulares, uno superior que dara lugar al meristemo
apical y los cotiledones, y otro inferior que genera el hipocotilo y el meristemo radicular
(Segui-Simarro, 2010b). La diferenciacion de las células provenientes de la hipdfisis
(célula en contacto con el embrién y que lo une al suspensor) también contribuyen a la
formacion del pice radicular. La posicion relativa de los meristemos apical y radicular
definira el eje embrionario. A ambos lados del meristemo apical tendran lugar
divisiones laterales localizadas que formaran dos protuberancias las cuales formaran
los primordios de los futuros cotiledones. Estos fendmenos morfogénicos hacen que el
embriéon cambie radicalmente su patrén de simetria y experimente la transicion hacia
embrion corazon, pasando de un patrén de simetria radial, a uno bilateral (Segui-
Simarro, 2010b). Posiblemente la ausencia de polaridad, junto a la falta de suspensor
e hipofisis en las estructuras observadas en la figura 5CD estan haciendo que el
embrién no pueda experimentar el cambio al patron de division bilateral. Este pierde la
referencia que necesita para su desarrollo y las células emprenden un proceso de
desorganizacion experimentando una transicion, pero hacia callo.

En estas estructuras (figura 5E) se observa una total perdida de simetria u
organizacion celular, las células se engrosan y proliferan dando lugar a estructuras
desorganizadas. El tamafio de las células de la periferia aumenta mucho y se pierde
cualquier rastro de epidermis. Por otra parte la densidad citoplasmatica disminuye
drasticamente observando que la totalidad del citoplasma queda ocupado por una
enorme vacuola. Las células adquieren una forma completamente irregular. En esta
etapa aparecen zonas en el interior de las estructuras formadas por una sucesion de
células aparentemente muertas, en las que no se observa nada en su interior. Muy
posiblemente, estas zonas corresponden a los primeros pasos en la diferenciacion de
haces vasculares similares a los descritos en callos in vitro de otras especies (Segui-
Simarro y Nuez, 2007). De hecho, en algunos casos se pueden ver engrosamientos en
las paredes celulares tipicos de traqueidas (figura 5F).
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Figura 5. Embrién globular observado en contraste de fases (A); embrién en transicion observado en
contraste de fases (B); callo observado en contraste de fases (C); detalle de traqueida en contraste de
fases (D). Barras A-B: 15 pym, C-F: 20 pm.

4.2.2 Presenciade almidén

Distintos estudios asocian la presencia de almidon en las células de la epidermis
de los embriones somaticos con su correcta formacién. (Jariteh et al., 2015) observo
en el nogal que los embriones somaticos que se desarrollaban correctamente eran
blancos, opacos y con almidén en las capas externas, mientras que los embriones sin
acumulacion de almidéon tenian un aspecto translicido y eran incapaces de
desarrollarse correctamente. También se realizaron las mismas observaciones en
embriones de Arabidopsis cultivados in vitro (Supena et al., 2008). Segun Tarré et al.,
2004 durante la embriogénesis somatica a partir de explantes de cotiledones de
berenjena, se observo la presencia de abundantes granulos de almidén en los
embriones de tipo corazén, en estadios avanzados de su formacion, estos granulos se
distribuian sobre todo en las células del protodermo.
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Para determinar la presencia o ausencia de almidon en las diferentes estructuras
androgénicas estudiadas, se utilizé una tincidbn con IIK sobre los cortes de las
muestras incluidas en Technovit. Con esta tincion, la presencia de almidon se detecta
en forma de granulos tefiidos de azul-negro o rojo-parpura, dependiendo del tamafio
de las moléculas tefidas.

Tras la tincion, se observaron granulos de almidon en algunas estructuras de
tipo polen (cabeza de flecha en figuras B, D y F). Esto es de esperar porgue,
normalmente, en los estadios tardios de la microgametogénesis, el grano de polen
joven empieza a acumular almidon y otras sustancias de reserva en el citoplasma de
la célula vegetativa (Segui-Simarro, 2010a). En cambio, se observo que las células de
los embriones globulares (figura 6AB) y en transicion (figura 6CD) no acumulan
almidon ni en el interior ni en la periferia. En las estructuras de tipo callo (figura 6EF),
la presencia de almidén es también muy escasa, restringiéndose a unas pocas células
de las capas mas externas que presentan granulos.

La escasisima presencia de granulos de almidén en algunas células de la
periferia de los callos androgénicos de berenjena sugiere que quizas, la acumulacién
de almidén en la epidermis de los embriones pudo empezar a tener lugar, pero se
abort6 de manera temprana. Segun las observaciones de los estudios anteriormente
mencionados, en el desarrollo embrionario somatico de nogal, Arabidopsis y
berenjena, se produce un acumulo de almidén en las células del protodermo. En el
caso de berenjena esto deberia de ocurrir en estadios cercanos a la transicién debido
a gque la acumulacién maxima de almidon se observa en embriones de tipo corazén,
pero segun lo que se observa en la figura 6 esto no sucede en los embriones
androgénicos. De acuerdo con los resultados de los trabajos previos, la ausencia de
almidén en nuestras estructuras puede ser un factor que este impidiendo la evolucién
correcta del embrion.
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Figura 6. Embrién globular tefiido con azul de toluidina (A) y con IIK (B); embrién en transicion tefiido
con azul de toluidina (C) y con IIK (D); callo tefiido con azul de toluidina (E) y con IIK (F). Las cabeza de
flecha sefialan los granulos de almidén. Barras en A-D: 15 ym, E-F: 20 pm.
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4.2.3 Presenciade lipidos

Al margen de la cantidad total de lipidos presentes en los embriones, Nehlin et
al., 1996 comprobaron en Brassica napus L. que el origen de los embriones condiciona
su composicion en acidos grasos, y que ésta presenta gran variacion entre embriones
androgénicos, sométicos y cigoticos. También se ha demostrado en zanahoria que
ciertos acidos grasos, como el 4cido petroselénico, se acumulan especificamente en
embriones sométicos, y que esta acumulacion especifica depende mucho de los
niveles de reguladores de crecimiento empleados en el medio de cultivo (Dutta y
Appelgvist, 1991; Liu et al., 1994). Todo esto parece indicar que existe una influencia
ambiental muy importante sobre el metabolismo de los &cidos grasos durante el
desarrollo embriogénico in vitro.

Para determinar la presencia o ausencia de lipidos en las diferentes estructuras
androgénicas estudiadas, se utiliz6 una tincion con Negro Sudan sobre los cortes de
las muestras incluidas en Technovit. Con esta tincién, la presencia de lipidos se
detecta con una coloracion negra de las estructuras. Se realizé un control positivo
empleando cortes de semillas de colza incluidas en Technovit. El control confirmé que
la tincién con Negro Sudan es capaz de marcar reservas de lipidos (figura 7).

Figura 7. Semilla de colza observadas en campo claro (A) y tefiidas con Negro Sudan
(B). Barra de aumentos: 15 ym.

En ninguna de las estructuras androgénicas estudiadas se observan zonas
claramente tefiidas con Negro Sudéan, por lo que se puede concluir que no almacenan
lipidos en cantidades suficientes como para ser detectados con esta tincion. No
obstante, si que se puede observar como los restos de exina de las microsporas, que
se desprenden al crecer las células del embrion se tifien quedando en un tono mas
oscuro (flecha en figura 8B), asi como la exina de las propias microsporas. Esto
confirma que dichos embriones si que provienen de las microsporas y no de posibles
restos de tejido de la antera que pudiesen haber atravesado el filtro empleado durante
la extraccion de las microsporas durante el cultivo. Por tanto, se puede afirmar que
son embriones de origen haploide obtenidos a partir de la induccién de la
androgénesis en microsporas. Por otra parte la berenjena no es una especie
oleaginosa por lo que es razonable no encontrar acumulos de lipidos en su interior.
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Figura 8. Embrién globular sin tefiir observado contraste de fases (A) y teflido con Negro Sudan (B);
embrién en transicién sin tefiir observado en contraste de fases (C) y tefiido con Negro Sudan (D); callo
sin tefiir observado en contraste de fases (E) y tefiido con Negro Sudan (F); Barras A-D: 15 um, E-F: 20
pm.

28



Resultados vy discusion

4.2.4 Acumulacién de proteinas

Enzimas antioxidantes como la polifenol oxidasa, peroxidasa, catalasa y
superdxido dismutasa (Jariteh et al.,, 201); Vuosku et al.,, 2015)) aumentan su
actividad durante el desarrollo de embriones cigéticos. Otras proteinas entre las cuales
se encuentran los AGPs (Pulido et al., 2006), quitinasas y factores de respuesta a
patdgenos (Borderies et al., 2004), proteinas relacionadas con el estrés como las
proteinas de choque térmico (HSP) o proteinas relacionadas con el estrés oxidativo
como glutatién s-transferasa (Maraschin et al., 2005b), aumentan durante la induccion
en procesos androgénicos. Otras proteinas que incrementan su expresion durante la
induccién son proteinas con funciéon proteolitica, como por ejemplo los componentes
del proteasoma 26S o0 ciertas metaloproteasas involucradas en procesos de
autodigestion (Maraschin et al., 2005b). Méas alla de cambios (aumentos o descensos)
en los niveles de proteinas concretas, es un hecho bien establecido que durante la
induccién de embriogénesis en microsporas de diversas especies, se produce un
descenso en los niveles globales de proteinas totales citoplasmicas (Kyo y Harada,
1990; Garrido et al.,, 1993; Rihova et al.,, 1996). Estos descensos parecen estar
causados por una serie de procesos por los que la microspora degrada y elimina
proteinas y macromoléculas inicialmente destinadas a la diferenciacion de la
microspora hacia grano de polen, pero que en el contexto de un nuevo programa de
desarrollo embriogénico, ya no son necesarias (Corral-Martinez et al., 2013). Asi,
estos cambios en los niveles totales de proteinas citoplasmicas constituyen un buen
marcador celular que, junto con otros, pueda confirmar que efectivamente se ha dado
la induccion androgénica, en nuestro caso en berenjena.

Para determinar la presencia o ausencia de proteinas en las diferentes
estructuras androgénicas estudiadas, se utilizé una tincién con Azul Comassie sobre
los cortes de las muestras incluidas en Technovit. La presencia de proteinas se
detecta en forma una fuerte coloraciéon azul en el interior de las estructuras. En los
embriones globulares se observa una fuerte tincién del citoplasma (figura 9B), sobre
todo en células de la parte mas interna. Se aprecia una pérdida progresiva en la
intensidad de la tinciébn a medida que se observan células mas préximas a la periferia.
Por otra parte, en embriones en transicibn se mantiene la coloracion del citoplasma
(figura 9C) aungue algo mas tenue, sobre todo en las células de la periferia donde se
observa una perdida de tinciébn mas acentuada.

Finalmente, en los callos (figura 9F) se puede apreciar una notable disminucién
de la tincién del citoplasma, quedando las células coloreadas muy tenuemente de azul.
También se observa, que aquellas estructuras que anteriormente se proponian como
traqueidas no se han tefiido, con lo se podria confirmar que son conductos vasculares
tipo xilema, células que han muerto y dejan su estructura externa como conducto
hueco para transportar fluidos (figura 9H).

En el caso de las estructuras androgénicas obtenidas en cultivos de microsporas
de berenjena, se observa una disminucién progresiva en el contenido de proteinas. La
densidad del citoplasma disminuye y el tamafio de la vacuola aumenta hasta que en
las células de los callos una gran vacuola ocupa la totalidad del citoplasma y la tincion
con azul Comassie es muy tenue. Esto sugiere que los efectos del estrés térmico y del
ayuno aplicado durante la induccion persisten en el tiempo y el descenso en el nivel de

29



Resultados vy discusion

proteinas totales observadas en las microsporas como consecuencia de la induccién
continua en el desarrollo embrionario de estos embriones confirmando que estas
estructuras son producto de un proceso androgénico.
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Figura 9. Embriones globulares sin tefiir observado contraste de fases (A) y tefiidos con Azul
Comassie (B); embrion en transicion sin tefiir observado en contraste de fases (C) y tefiidos con Azul
Comassie (D); callo sin tefiir observado contraste de fases (E) y tefiido con Azul Comassie (F);
traqueida sin tefiir observada en contraste de fases (G) y teflida con Azul Comassie (H); Barras A-F:

15 pum, G-H: 5 um .
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Tras analizar la composicion en almidoén, lipidos y proteinas de los embriones
androgénicos de berenjena y comparar los resultados con los observados en estudios
anteriores se podria concluir que:

En primer lugar, el almidon tanto en los embriones somaticos de Arabidopsis y
nogal (en su estadio de embrién torpedo), como los de berenjena (en su estadio de
embridén corazon), presentan granulos en las células del protodermo. Los embriones
androgénicos de berenjena no presentan granulos de almidén en ninguno de sus
estadios, por lo que podria ser un motivo de su desarrollo andmalo y quizas podria
estar relacionado con el hecho de que sean las células del protodermo en los
embriones en transicién las primeras que empiezan a desorganizarse.

Por otra parte, la composicion en lipidos presenta una gran variacion
dependiendo de la especie y de las condiciones ambientales, por lo que es razonable
no encontrar acumulos de lipidos en los embriones de una especie no oleaginosa
como es la berenjena. Seria muy interesante en un futuro hacer un estudio mas
detallado en el que se comparase la composicién de lipidos entre embriones
androgénicos y cigoticos de berenjena, ya que con estos datos no se pueden dar mas
conclusiones.

Finalmente, los niveles de proteinas en nuestras estructuras experimentan una
disminucion. Durante los procesos de induccion las microsporas sufren un proceso de
autofagia donde eliminan todos aquellos componentes que no son necesarios para el
programa de desarrollo embrionario, y se registra una disminuciéon en los niveles
totales de proteinas. En este sentido, estos resultados permiten confirmar que en
berenjena, el proceso morfogénico que estamos observando es efectivamente una
induccién de androgénesis.

4.3 EFECTOS DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE HIERRO EN EL
CULTIVO DE MICROSPORAS DE BERENJENA.

El hierro es un micronutriente esencial que juega un papel Unico en los procesos
metabdlicos. En las plantas, el hierro es empleado principalmente en los cloroplastos,
las mitocondrias y los peroxisomas operando en reacciones de oxidacion-reduccion,
entre otras (George, 1993). En estudios previos se demostrd que una disminucion en
la concentracion de hierro en el medio MS suprime temporalmente la embriogénesis
(Loh y Lim, 1992).

Existen muchas evidencias que indican que el hierro tiene un papel fundamental
en la embriogénesis de muchas especies. En Pinus taeda L. se observaron cambios
estadisticamente significativos en los rendimientos de obtencion de embriones
cotiledonares cuando se aplicaban medios de cultivo en los que las concentraciones
de boro, calcio y potasio se habian disminuido, mientras que la de hierro se habia
aumentado (Pullman et al., 2003). También se ha estudiado el efecto del hierro en la
embriogénesis somatica de la cereza, demostrandose que concentraciones elevadas
de hierro producen, a las 3 semanas de cultivo, un incremento del 50% en el numero
de embriones en el estadio cotiledonar (Gutierrez y Rugini, 2004). Otros estudios
demostraron recientemente que existen distintas concentraciones de iones metalicos
como el K, Ca, Mn, Fe, Zn, Cu, Br y Sr en los tejidos embriogénicos durante sus
diferentes estadios del desarrollo (Saha et al., 2010), sugiriendo que existe una
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concentracion optima de iones para cada estadio de desarrollo durante el proceso
embriogénico en el medio de cultivo y que la regulacion de la concentracion de estos
elementos es fundamental para una embriogénesis exitosa en Plantago ovata.

Otra evidencia de la importancia del hierro en los procesos embriogénicos es la
existencia de una proteina, la proteina transportadora del hierro (ITP), que aparece en
elevadas concentraciones en estadios tardios de la embriogénesis en un gran numero
de especies. Dicha proteina presenta una elevada similitud con una proteina
transportadora de hierro en Arabidopsis (Kruger et al., 2002).

En el contexto de la induccién a embriogénesis de microsporas, estudios en
especies relacionadas con la berenjena, como Datura inoxia o tabaco, demostraron
gue una concentracién de hierro mas elevada en el medio de cultivo facilitaba la
transicion desde embrién globular a embrion corazén (Nitsch, 1972). Tras conocer
estas evidencias, se propuso realizar un experimento para evaluar los efectos de
distintas concentraciones de hierro en el medio de cultivo para las microsporas de
berenjena.

A los 7 dias de cultivo (3 desde el recultivo), se observé que existe un aumento
de las estructuras definidas como proembriones a medida que aumenta la
concentracién de hierro en el medio, alcanzando un maximo a 800 mM (figura 10). A
partir de esta concentracidbn empieza a caer el nUmero de estructuras observadas.
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Figura 10. Numero de proembriones a los 7 dias de cultivo, en funcion de la
concentracion de hierro en el medio.

A los 14 dias no se mantiene la tendencia por lo que respecta al nimero de
embriones globulares anatémicamente normales (figura 11). Se observa que a 3200
mM se obtienen mas que a cualquier otra concentracién, pero estos resultados no son
significativamente distintos de los obtenidos con las concentraciones de 800 y 1600
mM ya que estan en el mismo grupo que la de 3200mM. En cualquier caso, es
evidente que el uso de concentraciones altas de hierro promueve la aparicion de mas
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embriones morfolégicamente normales que en el control. A los 14 dias también se
analizé el nimero de estructuras que, en lugar de continuar como embriones, se han
transformado ya en esta etapa del cultivo en callos desestructurados (figura 11).
Nuevamente, no se observa la misma tendencia que a los 7 dias. 3200 mM sigue
siendo la concentracion en la que mas estructuras de este tipo aparecen, mientras que
800 mM es la que menos callos genera y menos incluso que el control. Las demas
concentraciones se mantienen en un rango muy similar.
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Figura 11. Resumen de las estructuras observadas a los 14 dias de cultivo

Finalmente, a los 30 dias de cultivo, las Unicas estructuras que se observaron en
cultivo a cualquier concentracion fueron callos (figuras 12 y 13), indicando que en esta
etapa, en todos los embriones ha tenido lugar la transformacion con independencia de
la concentracion de hierro. Las concentraciones de 800 y 3200 mM fueron las que mas
estructuras generaron. Como excepcion, obviamente no significativa en términos
cuantitativos, se encontr6 un embrion cotiledonar (figura 14) en una de las placas de
3200 mM.
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Figura 12. Numero de callos a los 30 dias de cultivo en funcién de la concentracion de
hierro en el medio.

Figura 14. Callos a los 30 dias de cultivo en distintas concentraciones de hierro.
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Figura 15. Embrién cotiledonar a los 30 dias de cultivo en la
concentracién de 3200 mM. Barra de aumentos: 0,2 mm.

De estos resultados podemos deducir que tras la primera semana de cultivo, el
incremento en la concentracion de hierro en el medio de cultivo favorecié la formacion
de estructuras multicelulares que acabaran dando lugar a embriones globulares,
especialmente con una concentracion de 800mM. Confirmandose asi que el hierro
tiene un papel fundamental al menos en los primeros estadios del desarrollo del
embrién androgénico. Concentraciones mas altas no parecen tener un efecto negativo,
no han de considerarse toxicas ya que en todos los casos se obtuvo un mayor
rendimiento en embriones que en el control (100 mM), pero tampoco positivo ya que a
las dos semanas no parece que el hierro mejore la evoluciébn de los embriones
globulares hacia etapas posteriores del desarrollo embrionario. Aunque si que es cierto
que de algun modo, 800 mM de hierro parece prevenir su transformacion en callos. Sin
embargo, al mes de cultivo todos los embriones se han transformado en callos
independientemente de la concentracion de hierro.

En conjunto, estos resultados indican que una concentracion de 800 mM es la
idonea no solo para favorecer la aparicion de un mayor numero de embriones, si no
también para minimizar su transformacion en callos. Pero a los 30 dias de cultivo, el
hierro no esta teniendo una influencia en la aparicion de estructuras derivadas de
microsporas tan marcada como en otras etapas previas. Con la excepcion del Unico
embrién observado (no representativo), altas concentraciones de hierro no previenen
la transformacion de los embriones en callos desestructurados. Si bien altas
concentraciones de hierro tienen un claro papel positivo en la promocion del embrion
androgénico joven, luego el papel parece negativo, pues los resultados se igualan con
los del control. Segun lo planteado en el apartado 4.2.4, algunas enzimas al parecer
implicadas en la induccion de la androgénesis, como las proteinas antioxidantes

36



Resultados vy discusion

(Murali et al., 1996) o las metaloproteasas (Naumann et al., 2007) precisan del hierro
como cofactor. Un aumento del hierro en el medio de cultivo mejora la respuesta a la
induccion, por lo que se podria pensar que la insuficiencia de hierro esta afectando de
manera negativa a estas proteinas en estadios tempranos de la embriogénesis, de ahi
gue se incremente el numero de estructuras observadas a medida que lo hace la
concentracion de hierro.

Por dltimo, para el futuro seria muy interesante realizar otro ensayo en el que,
partiendo de un cultivo el cual se ha recultivado en medio NLN + 800 mM FeNa EDTA,
se realizara un cambio de medio a los 8 dias, reduciendo la concentracién de hierro,
con el propésito de averiguar si una disminucion del hierro en el medio de cultivo en
estos estadios tiene los efectos deseados para facilitar la transicion de embrion
globular a corazén.
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5. CONCLUSIONES

1.

La transicion desde embrion globular hasta embrion corazén en el
cultivo de microsporas aisladas de berenjena tiene lugar a los 21 dias,
los embriones globulares evolucionan hacia callo y no hacia embrion
corazon.

Tras analizar los cortes de las muestras a 14 dias, se puede confirmar
que las estructuras que aparecen en el cultivo y que se asemejan
morfolégicamente a embriones globulares, son embriones globulares
perfectamente formados, pero estos no presentan suspensor.

Los embriones androgénicos de berenjena no acumulan almidén en sus
células.

Los embriones androgénicos de berenjena no acumulan suficientes
lipidos en sus células como para ser detectados con la tincion de Negro
Sudan.

Los embriones androgénicos de berenjena experimentan un descenso
en los niveles de proteina total de interior de sus células. Este hecho
confirma que el proceso morfogénico observado es una induccién de
androgénesis.

Un incremento en la concentracion de hierro en el medio de cultivo
favorece la induccion, siendo 800 mM de FeNa EDTA la concentracion
mas favorable. No obstante a las dos semanas de cultivo no parece
tener efectos beneficiosos ni mejorar la transicion hacia embrion
corazon evolucionando todas las estructuras hacia callos a los 30 dias
de cultivo.
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