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TITULOEvaluacion de la competencia ginogénica de tres genotipos de cebolla (Allium cepa).

ABSTRACDbtaining double haploid organisms is one of the main objectives of many agricultural
companies as well as companies of genetic improent. 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.

Ginogenesis is an alternative method to androgenesis and interspecific hybridization in those
species in which these methodto not work to obtain doubled haploids. It presents obvious
advantages over the traditional methods, enabling you to get these lines in less time and with
fewer economic resources.

This work evaluates the gynogenic competence of three commercial oniatygas Allium cepd
by adapting the inductioprotocol of Michalik et al. 2000 for the agroclimatic conditions of the
Vera orchard. The aim is verify if is possible to obtain gynogenic embryos #nslsifccessful, try
to obtain double haploid lines of these genotypes.

RESUMENLa 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
lineaspuras 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 biéticos ytied) homogeneidad en las
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genéticos y otro tipo de estudios.

La ginogénesis es un método alternativo a la androgénesis y la hibridacion interespecifica en
aqudlas especies en las que estos métodos no funcionan para la obtencion de dobles haploides.
Presenta ventajas evidentes para obtener lineas puras respecto a los métodos tradicionales, ya que
permite obtener estas lineas en menor tiempo y con menos rec@&smsomicos.

En este trabajo se evaluarad la competencia ginogénica de tres genotipos comerciales de cebolla
(Allium cepa)xdaptando el protocolo de induccién de Michadikal (2000) para las condiciones
agroclimaticas de la huerta de Vera. Con ello se pretende comprobar si es posible o nodaabten

de embriones ginogénicosen caso de que se consiga, intentar obtener lineas dobles haploides de
estos genotipos.

KEY WORDS&nNbryogenesis, Gynogenesis, Double haploid, Greenhouse, Field, Amipraphds
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Introduccidn

1. INTRODUCCION

1.1. LA CEBOLLA

1.1.1. Taxonomia
La cebolla Allium Cepa l.es una hortaliza de gran importancia a nivel mundial, que
pertenece a la familidlliacea. Es una especie bianual que puede llegar a comportarse como
vivaz pero normalmente se cultiva como anual para recolectar sus b(M=ar$n, 2008. Su
clasificacion taxondémica es la siguie(@arravedo y Mallor, 2007

Reino:Plantae
Division:Magnoliophyta
Clasel.iliopsida
Subclaset.ilidae
SuperordenLiliianae
Orden:Amaryllidales
Familia:Alliaceae
SubfamiliaAllioideae
Tribu:Alleiae
Subtribu:Alliinae
Género:Allium
EspecieAllium cepa L

Se trata de una especiiiploide quetiene ocho pares de cromosomas (2n = 16) de gran
tamafio. Su genoma tient5.300 Mpb,su tamarfio ed07 veces el dérabidopsis thalianal6
veces el deomate y 6 veces el de mgking y Havey, 1995

1.1.2. Origen, domesticacion y dispersion

No se ha encontrado ningln ancestro silvestre de la celdtieobstante, la mayoria de
los autores consideran como centro de origen primario de este cultivo el tercer centro de
Vavilov, el centro Indé\fgano de Asia Centr@Vavilov, 192§ ElI mismo Vavilov, defini6 como
centros de domesticacion secundariecabrto centro, el de Oriente medio, y el quinto centro,
el mediterraneo(figural). Es en este ultimo en el que se originaron las cebollas de bulbo
grande cultivadas principalmente en la actualidad.
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D Centro Indo-Afganistano-Asia-Central
D Centro Oriente Medio
D Centro Mediterraneo

E D

Figura 1 Centros de origen y diversificacion de la ceb@arravedo y Mallor, 2007

En Asia Central todavia existen cinco especies silvestres similares y estrechamente
relacionadagRoberts, 200}, por lo que probablemente descienda de alguna de egthisim
oschaninii A. praemixtumo A. psekemensdas cuales se encontraron principalmente en las
montafias Pamir, al oeste de la meseta Tibetaazaviloviioriginaria de las montafias Koppet
Day de Turkmenia $. galanthumde las montafias Tien Shaem lafrontera entre Rusia y
China.

Todas ellas tienen en comun la produccion de pequefios bulbos, que desprenden el
aroma caracteristico de las cebollas, con tallos altos engrosados por su zona Estd#.
plantas perennesuelen desarrollarse en suelos rocososlesnudos, donde no encuentran
competencia con otros organismos vegetales y en ocasiones pueden pasar hasta 10 afios para
que produzcan sus primeras flores de verano.

La cebolla es uno de los cultivos de los que se poseen referencias mas antiguasddrestos
bulbos de cebollas, datlos aprincipios de la Edad de Bronce (5.000 Afos a.C) fueron hallados
en Jericd (Palestina). En las decoraciones de las tumbas de los faraones de la Primera y
Segunda dinastia (3.2€0780 a.C) se muestran representaciones eleotlas, puerros y ajos.
También en Egipto la ceboke empleé como ofrenda funeraria al principio de la Terceray
Cuarta dinastia2(780-2100 a.C.)figura?.
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Figura 2 Bulbos deAlliumencontrados en la tumba deutankhamén(Roberts, 2001

Posteriormente la dispersion de las cebslhacia otras regiones se vio favorecida por los
viajes de Minoicos, importante civilizacion griega por su poder maritimo en la zona este del
Mediterraneo (2000 a 1400 a.C.Tras su primera domesticacion, semillas y bulbos fueron
dispersados por el estde la India y el oeste del Mediterraneo. Estos fueron modificados por
la seleccion del hombre y los nuevos ecosistemas, dando lugar a su diversificacion.

En el siglo | el médico griego Diosdés describe diferentes propiedades curativas de
esta hortliza en su obréDe materiaMédice 8e encontraromebollas y ajos carbonizados en
Pompeya y Herculan@judades romanas que fueron enterradas entre cenizas a causa de la
erupcion del Vesubien el 32 Td R®/ & 5dzNF yidS St Yeasuyz2 GASYI
G NJ { Naugalis Bistorid = RSAONAR OGS RAFTSNByidSa GALIR&A RS OF
horticola como factode salud y longevidad.

En la edad media, las cebollas se convirtieron en un cultivo muy comun en Europa. El éxito
de esta hortaliza tanten Europa como en Asia fue debido a su triple hsataliza suculenta,
condimento en las comidas y remedio medicipata una amplia variedad de enfermedades
(Block, 1992 Fue probablementen esta época cuando fueron seleccionadas las variedades
de bulbo grande, las cuales dieron origdasvariedades modernas.

La cebolla fue llevada al continente americano durante los viajes de Col6n en torno al afio
1494difundiéndose por todo el continente
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1.1.3. Caracterizacion botanica

La cebolla es una planta cuyo ciclo es bianual. No obstantelltbea cominmente como
anual cuando se aprovecha el bulbo y como bianual cuando la finalidad es obtener semilla. La
descripcion boténica de la cebolla de este apartado esta basada en los trab&okvadeisguth
(1976), Fouy y SchweisgutfiL992), Brewster(1994) y Carravedo y Mallof2007).

Presenta un sisima radicular profuso superficidtl 90% se encuentra en los primeros 20
cm del suelo, es fundamentalmente adventicio, de raices finas cuyo diametro oscila entre 0,5y
2 mm y apenas presenta ramificaciones secundarias.

Su tallo es subterraneo, corto yliierto por las bases de las hojas generadas a partir de la
yema apical. Conjuntamente en el propio tallo se generan numerosos primordios radiculares
dando origen al sistema radicular adventicio de la planta.

Sus hojas son verdes, provistas de una claticarosa. Se pueden diferenciar dos partes
definidas: parte basal o vaina envolvente y parte superior (la cual es realmente un peciolo
ensanchado sin limbo verdadero) hueca y redondeada. Todas sus hojas son opuestas y cada
una de ellas sale a través deaumapertura en el punto de unién de la vaina y limbo de la
anterior hoja, de manera que cada vaina envuelve todas las que nacen posteriormente.

Las catafilos o hipsofilos, en cebolla llamados cominmente tdnicas, son la parte que
generalmente se consumentte dos tlnicas aparece una tela transparente llamada lamina.
Tras el engrosamiento del conjunto de partes enfundadas de las hojas se origina el bulbo
(figura 3)

Las estructuras de reserva formadas en la primera mitad del ciclo vital de la cebolla se
llaman bulbos. Estos bulbos se forman en respuesta a un fotoperiodo especifico y son el
producto de la acumulacién de carbohidratos en la base de las hojas. Los bulbos presentan la
siguiente estructura:

q Tallo, en forma de disco basal

1 Tres catéfils extenos las cualese originan de hojas con lamiree secan y sirven de
proteccion.

1 Un numero variable de catéafilos engrosagdonormalmente cuatro, procedentes
también de hojas con lamina.

1 De tres a cuatro catéfilos engrosados sin laminacleales au vez envuelven anas
cuatro o cinco hojaserdes que inician su desarrollo.
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Los conocidos comunmente como hijuelos o bulbos mdltiples son centros secundarios de
crecimiento a partir de yemas lateral@fgura 3)

Hojas externas
de proteccidn

internas

Hojas ’
carnosas

Se forman
nuevas
hojas

/AN

hijo
P Ty Bulbo
sz parental
N
Brote Tallo principal
lateral en en crecimiento Raices
crecimiento adventicias

Figura 3 Anatomia del bulbo y formacion de hijuel@slodificada de www.doblehelix.es. )l

Durante la segunda mitad del ciclo vegetativo de la cebolla se forma el escapo (figura 4A).
Este consiste en una umbela protegida por una bractea (figura 4B) la cualissatada por
un tallo hueco de entre 1 y 2 metros de largo. La umbela consta de unas 50 a 2.000 flores
pequefias de color blanco con estrias verdes (figura 4C). Estas flores (figura 4D) presentan seis
tépalos, seis estambres y un ovario trilocular cos deulos en cada l6culo.

Figura 4Formacién de la umbela.
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Durante dos semanas las flores se mantienen en antesis. El polen es liberado 24 horas
antes de que el estigma sea receptivo, fenébmeno conocido como protandria, favoreciéndose
asi la polinizdadn cruzada. No obstante la autopolinizacion es posible debido a que la apertura
de las diferentes flores de la umbela se da de forma escalonada y por tanto puede haber
polinizacién entre diferentes flores de la misma umbela o de las diferentes umbelassded
bulbo. La polinizacién es entomofila aunque también puede darse de forma anemdfila.

Se producen unas seis semillas por flor cuyo peso oscila entre 3 y 4 mg, Estas son de color
negro y tienen forma piramidal. Son muy sensibles a la humedad, detediose rapidamente
por lo que es aconsejable almacenarlas en condiciones muy secas.

1.1.4. Ciclo vegetativo y ecologia de la planta
Se distinguen cuatro fases en el ciclo vegetativo de la celiMdlianto, 2002:

1 Fase de crecimiento herbaceta inicio con la germinacion de la semilla, se forma
un tallo corb donde se insertan las raices y en el cual se encuentra el meristemo
que dara lugar a las hojas. En esta fase tiene lugar el desaadibwlar y foliar.

1 Fase de formacién de bulbas® paraliza el sistema vegetativo aéreo y se inicia la
movilizacibny acumulacion de sustancias de reserva en la base de las hojas
interiores Estas se engrosaran dando lugar al bulbo.

1 Fase de reposo vegetativel desarrollo de planta se paraliza y el bulbo entra en
latencia

1 Fase de reproduccion sexuake produce en lesegundo afio de cultivoEl
meristemo apical del disco desarrolla, gracias a las sustancias de reserva
acumuladas, utiallo floral localizandose en su parte terminal una inflorescencia
en umbela.

Segun los estudiode Thompson y Kellyl@57), Rappaport y Sachd976) y Brewster
(1977 algunas de las caracteristicds la ecologia de formacion del bulbo pueden resumirse
en los siguientes puntos:

1 Laformacién de los bulbos requiere principalmente la incidencia de fotoperiodos
largos, aunque hay variedades que suelen conocerse como precoces y extra
precoces que regaren de un fotoperiodo menos largo.

1 Con fotoperiodos largos la incidencia de temperaturas altas acelera la formacién
de bulbos, mientras que las temperaturas bajas la retrasan, pudiendo inducir la
floracién prematura.

1 Con fotoperiodos cortos no hay formian de bulbos, sino que la planta solo
forma raices y hojas.



Introduccién

1 9y f2 1jdzS§ aS NBFTASNEBE | {-F t02ANA20vAks2y ¢ & T 29\BvAl 3G
adaptacion varietal muy grande de cada uno de los cultivos a unas determinadas
condiciones climéticas. El tamafio ginta y la densidad de plantacion tienen
también influencia en la formacion de los bulbos.

1 Los bulbos maduros, una vez recolectados, experimentan una cierta latencia. Las
temperaturas extremas (altas o bajas) pueden prolongar la latencia, mientras que
las temperaturas medias pueden acortarla induciendo la brotacion. La aplicacién
de acido giberélico puede acortar también la latencia.

Es una planta resistente al frio, aunque para la formacion y maduracién de los bulbos
requiere temperaturas altas y foperiodos largos. La temperatura minima de germinacion
Sadt OSNDFIyYyIlF | t2a w /e & St sLIAY2 LI NI 3ISN¥YA)

En lo referente a los suelos, vegeta mejor en terrenos de consistencia media ligera. Tan
solo puede desarrollarse bien en s arcillosos si estos estan convenientemente drenados.
Las variaciones bruscas en la humedad del suelo puede inducir la formacién de grietas en los
bulbos, asi como bulbos dobles. También es una planta medianamente tolerante a la salinidad
y poco tolerarte a la acidez del suelo.

En general los riegos constituyen una de las operaciones de cultivo mas importantes en
este cultivo.Thicoipe(1976) ha estudiado las necesidades dgua de la cebolla y aconseja
durante la fase vegetativa regar con caudales de8®®6 de la evapotranspiracion potencial.
Mientras que a partir del engrosamiento de los bulbos, debe pasarse al 100 % de la
evapotranspiracion potencial. Al llegar al estadio de desecacion del cuell planta, es
conveniente paralizar los riegos para frenar el crecimiento vegetativo y agrupar la produccién,
con lo que ademas se consigue mejorar la conservacion de los bulbos.
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1.1.5. Importancia econémica
La cebolla es uno de los principales cultivogibolas en emundo (tabla 1) con utotal

de 88 millones de toneladas en su forma deshidratada y 4 millones en fresco durante el afio
2014 segun datos de FAOSTAT.

Tabla 1:Produccion mundial de los principales cultivos hortic@@OSTAT 2014)

ProducciéonMundial Toneladas Hectareas
Patatas 381.682.144 19.098.328
Tomates 170.750.767 5.023.810
Sandias 111.009.149 3.477.439

Cebolla deshidratada 88.475.089 5.298.873
Pepinos 74.975.625 2.178.613
Berenjenas 50.193.117 1.870.728
Zanahorias yNabos 38.835.235 1.368.358
Pimientos, Chiles yji&s 32.324.345 1.937.370
Melones 29.626.335 1.178.808
Calabazas 25.196.723 2.004.058
Lechugas 24.976.318 1.158.979

Ajos 24.939.965 1.547.381

Coliflor y Bocoli 24.175.040 1.382.463
Judias 21.720.588 1.527.613
Esparragos 7.830.219 1.451.123

Cebolla en fresco 4.165.600 219.367

La cebolla se comercializa principalmente en su forma deshidratada siendo la produccion
de esta muy superior a su formato en fresco. Por ello los datos que se comentaran a
continuacién hacen referencia al formato desecado.

La produccion mundial de cebmlse ha duplicado en los Ultimos 20 afios debido al
crecimiento de la produccién en los tres principales paises productores, y alcanz6 en el afio
2014 los 88 millones de toneladas (FAOSTAT, 2014). El principal pais productor es China, que
produjo mas de 22.hillones de toneladas, lo que representa mas del 25.5% de la produccién
mundial, seguido de India, Estados Unidos ptBdfigura 5).
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Figura5: Principales paises productores de cebolla deshidratada del mEADSTAT 2014)

Turquia es el principgbais productor del continente europeo con 1.7 millones de
toneladas, seguido de Holanda y Espafia con 1.3 millones de toneladas. Espafia ocupa la 2a
posicion empatada con Holanda en cuanto a produccion y area cultivada, con 24.955 Ha
totales (figura 6). Estnos da una idea de la gran importancia econémica de este cultivo en
Espafia.
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Figura 6 Principales paises prodaces de cebolla deshidratada del continergeropeo(FAOSTAT 2014

Segun datos del MAGRAMA de 2008 la principal provincia productoreludla en
Espa@ es Albacete seguida de Tole@uenca, Ciudad Real, Valencia, Murcia, Sevilla y Malaga.
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1.2. LOS HIBRIDOS EN LEI®RA VEGETAL

La produccion de hibridos revolucion6 en su dia la industria de las semillas y sigue siendo
uno de los métodogde la mejora genética vegetal mas eficaz, debido al elevado valor
comercial que tiene la semilla hibrig&lartin, 2000 y a que los hibridos ofrecen dos claras
ventajas para el agricultor: alta homogeneidad y alto rendimiento.

Los hibridos presentan una extraordinaria homogeneidad en todas las fases del cultivo,
como consecuencia de que las plantas hibridas son genéticamente idénticas e, idealmente,
heterocigéticas para todos los loci. Su otra caracteristica, el alto rendimiestdebido a la
heterosis o vigor hibrido. Se trata de un fendmeno genético que ocurre como resultado de la
heterocigosidad y es descrito normalmente como el mayor porte y productividad que
presentan los hibridos F1 respecto a los parentales de los mpmegen. La heterosis que
presentan los hibridos F1 depende en gran medida del valor de mejora y la diversidad genética
de los parentales que intervienen en el cruzamiento, asi como de las condiciones ambientales
bajo las cuales se desarrollara el nueviridb. A causa de la heterocigosis, en el hibrido se
genera un aumento en la expresion de caracteres beneficiosos que surge tras el cruzamiento
entre especies, variedades o lineas puras. El inconveniente para el agricultor, es que la
descendencia (F2) denuhibrido segrega y no mantiene las caracteristicas deseables. Por
supuesto, este hecho es beneficioso para las empresas productoras de semillas, ya que los
hibridos constituyen una patente fisica y aseguran que el agricultor comprara la semilla cada
afio (Cubero, 2008 Los hibridos comerciales se obtienen en todos los grupos vegetales
independentemente de su tipo de reproduccion, si bien es cierto que la expresion maxima de
la heterosis se da en plantas fuertemente aldgamas.

Todo puede estar incluido en el rendimiento del hibrido comercial: semillas, frutos,
organos de reserva (bulbos, raicé®jas, yemas) e incluso el aspecto ornamental. En el caso
de especies horticolas, los hibridos pueden obtenerse manualmente dado el elevado valor
comercial del producto y el elevado numero de semillas que se obtienen de cada cruce. En
plantas de reprodutibn vegetativa, una vez obtenido un solo individuo con caracteres
favorables éste puede ser propagado asexualmedfebero, 2008 En el mercado existen
excelentes hibridos de maiz (los mas antiguos), sorgo, cebolla, tomate, pimiento, berenjena y
coles, entre otras muchas especies.

Se sabe que los distintos genotipos difieren en su capagédeal combinarse entre si y
con otros genotipos con el fin de obtener buenos hibridos, lo que hace que la identificacion de
aguellas combinaciones mas prometedosa esencial a la hora de explotar la heterosis en
los cultivos agricolagGeleta et al., 2004 Esto se hace mediante pruebas de aptitud
combinatoria entre las posibles lineas parentales. La identificade combinaciones de
parentales que produzcan hibridos con un rendimiento superior es el paso mas importante en
el desarrollo de hibridos. Sin embargo, es uno de los pasos mas costosos, tanto en tiempo
como en dinero dentro de cualquier programa de majoEsto es debido a que es necesario
cruzar las lineas de mejora de las que se dispone y evaluar los hibridos obtenidos en ensayos
de rendimiento. Sin embargo, las limitaciones de espacio muchas veces hacen que sélo un
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escaso numero de lineas de mejora gar ser evaluadas como parentales. Aquellos
parentales que posean una mayor aptitud combinatoria especifica y una elevada distancia
genética produciran un hibrido de interés comercial.

Por tanto, los hibridos se obtienen mediante el cruce de dos, tresatro lineas puras
(homocigéticas en todos los loci) elegidas de forma que garanticen la maxima produccion y la
maxima homogeneidad fenotipica en la explotacion comercial. De esto se deduce que, las
lineas puras son la base del proceso de obtencién dedb# Las lineas puras se obtienen
tradicionalmente por mejora genética clasica, mediante un minimo de 7 u 8 ciclos de
autofecundacion y seleccion. Esto supone un tiempo considerable para lanzar un nuevo
hibrido al mercado. Afortunadamente, las técnicastdrnoldgicas de cultivo in vitro permiten
acelerar mucho este proceso mediante la obtencién de doble haploides, individuos totalmente
homocigéticos para todos sus loci obtenidos por duplicacibn cromosémica de un genoma
haploide.

Para la obtencion de emt lineas son necesarias generaciones sucesivas de
autofecundacion y seleccion de los caracteres deseados, en un proceso largo y costoso en el
que es necesario emplear una gran cantidad de recursos humanos y econémicos. Como
alternativa a estos programadasicos de mejora para la obtencion de lineas puras, se ha
desarrollado una poderosa herramienta biotecnolégica: la obtencion de individuos dobles
haploides(SeguiSimarro, 2018).

1.3. HAPLOIDES Y DOBLESIHMBES

1.3.1. Importanciay utilidad en mejora

Los dobles haploides (DHs) son individuos totalmente homocig6ticos para todos sus loci
obtenidos por duplicacién cromosémica, espontanea o artificial, de un genoma haploide. Los
haploides son individuos con un nimero de cromosomas que es la mitad del;mbéasico de
la especie, es decir, con el mismo niumero de cromosomas que tiene un gameto de la especie.
Su imposibilidad para realizar una correcta meiosis (los cromosomas no tienen sus homologos
y no se produce un apareamiento absoluto) les convierte divitluos estériles que impiden
la propagacion de la planta. Es por esto que es necesario conseguir la duplicacion cromosémica
y obtener individuos DHEubero, 2008 En muchas de las especies en las que se ha empleado
esta técnica, la duplicacion cromos6mica ocurre de manera espontanea, pero siempre hay
algunos individuos en los que la duplidecdel material genético no tiene lugar y se forman
plantas haploides que resultan estérilg@eguSimarro y Nuez, 2008Por ello, es necesario
comprobar la ploidia de los individuos regenerados para duplicar artificialmente su dotacion
cromosoémica en el caso de que no se produjera espontaneanf€nteero, 2008

La produccion de dobles haploides (DHs) logra reducir a tan solo una génelai
tipicas 78 generaciones de un programa de mejora necesarias para obtener una linea pura.
Esta es su principal ventaja que permite que la obtencién de hibridos sea un proceso mucho
mas rapido y baratSegui Simarro, 204D
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En ¢ caso de variedades comercializadas como lineas puras, la formaciéon de dobles
haploides puede generar directamente nuevos cultivares. Los productos recombinantes de un
cruce son fijados mediante la produccién de individuos haploides y su posterior difplica
para ser después identificados y seleccionados por sus caracteristicas agronémicas, ahorrando
tiempo y dinero. Ademas, la seleccion es mas eficiente utilizando dobles haploides, ya que se
facilita la fijacion de alelos recesivos beneficiosos y kceEln de caracteres cuantitativos,
principalmente debido a la eliminacion de los efectos de la dominancia y la segregacion dentro
de las familias. En especies de polinizacion libre, los dobles haploides pueden ser utilizados
como lineas parentales de umariedad 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 interé&Snape, 198p

1.3.2. Otras utilidades de los haploides y dobles haploides

1 Elaboracibn de mapas genéticos: Los mapas genéticos proporcionan una
herramienta para el cartografiado de los caracteres, lo cual es de especial interés
para los mejoradore@~orster et al. 2007. Los dobles haploides son muy Uutiles en
estudios basicos de ligamiento y estimacion de fracciones de recombinacion,
debido a que en los DHs las combinaciones de marcadores se mantienen en
homocigosis y a que se trata de lineas que pueden manéen@or si mismas a lo
largo del tiempo(Segui Simarro, 20&ap Han tenido una gran importancia en el
establecimiento de mapas genéticos en diversas especies, como son cebada,
arroz, colza o trigo.

1 Asociacion de marcadores molecularescagracteres fenotipicos: Los dobles
haploides son también muy Utiles para establecer asociaciones entre marcador y
caracter, agilizando y simplificando el desarrollo de mapas genéticos y la
asociacion de marcadores moleculares. Los mejoradores puederaeladuineas
DHs con mayor velocidad precision (Wedzony et al., 20Q9SeguiSimarro,
201(M).

I Seleccién y deteccion de mutantes recesivos: La mutacién 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 haplpata
evitar la deteccion de falsos positivos debido a la variacion del material de
partida. La obtencion de dobles haploides también es Util para el uso posterior de
los mutantes seleccionados, ya que al no verse afectado el fenotipo por relaciones
de daminancia, los caracteres determinados por alelos recesivos pueden ser
identificados facilmentgWedzony et al., 20Q9SeguiSimarro, 2016). Ademas,
en los individuos haploides se manifiesta el fenotipo de todos los caracteres
recesivos que contenga su genoma, y esto es interesante para estudios genéticos
y de anotacién de genomas.
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1 Investigacion gendémica: Para ldentificacion de genes que controlan un
determinado caracter, un método que se utiliza de forma comun es la bisqueda
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expresados en un determinado momento) y el cartografiado depasicion
relativa respecto al caracter en cuestion. Los genes candidatos que son localizados
en la misma posicion pueden ser cartografiados fisicamente utilizando genotecas
BAC (genotecas de cromosomas bacterianos artificiales) y asi verificar su
asociaci. Los dobles haploides juegan un papel muy importante en la
integracion de mapas genéticos Yy fisicos, aportando precision en la identificacion
de genes candidatg§orster et al., 2007

I 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 quel transgén sera 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 homol@medeke et al.,

2007, SeguiSimarro, 2018).

1.3.3. Métodos de obtencién

Los DHs pueden ser obtenidos a partir del gametofito masculino o del femenino
(Dunwell, 2019 En algunas especies monocotileddneas y en patata, ambas rutas pueden ser
empleadas. Sin embargo, en la mayoria de las especies dicotiled6neas la eleccién se limita a
una de las dos viag®Vedzony et al., 2009 Losdiferentes procedimientos para conseguir la
obtencion de individuos DHs son los siguientes:

9 Hibridacién interespecificaesta técnica consiste en la polinizacién entre
gametos procedentes de especies sexualmente incompatibles, formandose de
este modo un erarién por la fusién de los gametos masculino y femenino. Sin
embargo, aparecen barreras de incompatibilidad prgttica que eliminan
progresivamente los cromosomas del parental masculino, o que da como
resultado un embrién haploide con la dotacion gaeogtdel gameto femenino.

Al mismo tiempo, las células del endospermo se dividen con rapidez y también
sufren eliminacion cromosémica, lo que provoca el aborto en fases tempranas
del desarrollo de la semilla, siendo necesario recurrir al rescate de embrione
para producir la planta haploide. Es una técnica comin en mejora del cereal y la
patata(Wedzony et al., 200%Begui Simarro, 20bD

1 Androgénesis esta técnica permite la obtencion de individuos haploides o
dobles haploides mediante la regeneracion in vitte plantas a través de
embriogénesis o callogénesis inducida partiendo del precursor del gametéfito
masculino, la microspora. Esta es la técnica de obtencién de doble haploides
més profundamente estudiada y la que ha demostrado ser méas efectiva
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(Wedzony et al., 2009 No obstante hay especies en las que esta técnica no
funciona y por tanto se debe de recurrir a la ginogénesis.

1 Ginogénesisesta técnica consiste en la regeneracion de un individuo haploide a
partir de un gametofito femenino no fecundado. Las células haploides del
gametofito femenino (normalmente la célula huevo no fecundada) son
estimuladas para desarrollar un embribn en un proceso similar a la
partenogénesis. En este caso no se requiere la reprogliamael gametofito
femenino, sino que sélo es necesario activar la ruta embriogénica sin llevar a
cabo la fecundacion. La técnica consiste en el cultivo in vitro de ovarios u 6évulos
inmaduros y no fecundados, de forma que se complete la maduracién in vitr
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 gimgénicos. 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 obtencioDHs, como la
cebolla, la remolacha, y en varias cucurbitaog@hanec, 2009Weiping et al.,

2009. Debido a que el cultivo con el que se va a trabajar es la cebolla y esta se
encuenta entre las especies en las cuales la androgénesis no ha sido exitosa,
esta técnica se explicar4 con mayor detalle en el apartado siguiente.

1.4. GINOGENESIS

1.4.1. Fundamentos de la ginogénesis y metodologias de induccion

SegunPonce(2007) el término ginogénesis es utilizado para describir la posibilidad de
obtener plantas haploides a partir del gametofito femenino. La induccién de plantas haploides
in situde forma espontanea fue descriBlakeslee et a[1922) en Datura, aungque este es un
evento que ocurre con muy baja frecuencia y su uso practico es muy limitado. EGUS&§
Maheswaridescriben por primera vez la inducciém vitro de haploides via el cultivo de
anteras y con ello se produce el principal progresaeste campo de la ciencia. Debido a que
esta técnica resulto la mas sencilla y eficiente para la mayoria de las especies, el estudio de la
inducciéon de haploides via ginogénesis fue postergado por mas de una d¥eadpy Zhou,
1982. Pasado este tiempo y debido a la imposibilidad de emplear la androgénesis en ciertas
especis de interés agricola se empieadrabajar en la induccion de haploides ginogénicos en
distintos géneros y especies.

Existen dos métodos principales parariduccion de plantas haploides mediante la via
de la ginogénesis. La primera consiste en la indugni&itupor polinizacion irregular, asistida
por el rescatein vitro de embriones. La segunda via consiste en la indu@eidgitro cultivando
los 6rgamms femeninos no polinizados.
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1 Inducciénin situ Para esta técnica existen tres posibilidades distintas. La
primera consiste en usar polen de la propia especie; el polen debe de tener un
genotipo especifico el cual causa un incremento en la tasa de emelSrio
haploides formados, esto ha sido descrito en maiz lpshermes y Beckert
(1988. La segunda opcién consiste en el uso de polen de especies silvestres
relacionadas u otros géneros, de modo que se estimulen los orgaxosles
femeninos sin que llega a haber fecundacion. En la mayoria de los casos el
rescate de embrionesn vitro acaba siendo necesario para asegurar la
sobrevivencia del haploide. Esta técnica ha sido utilizada en (tigorie y
Bennett, 1988y en patata(Hougas et al., 1964La tercera posibilidad consiste
en el uso de polen irradiado de la propia especie, el cual puede madurar en la
planta o ser cultivadoin vitro. Existen muchos ejemplos de esta aproximacion
en mdén (Sauton yDumas de Vaulx, 1987zapallo(TroungAndre, 1998 y
cebolla(Doré y Marie, 1998entre otras especies.

1 Inducciénin vitro: Consiste en el cultivo dérganos femeninos no polinizados.
La primera induccién de haploides exitosa mediante esta via fue obtenida por
San Noeun(1976) en cebada. Como ventaja de esta técnica nos encontramos
principalmente con la ausencia de polinizacién, de modo que en ningln caso
obtendremos un embrién zig6tico. Por el contrario, es posible que los
embriones se desarrollen a partir de tejido no esporofitico, por tanto se debe de
comprobar el origen de los smos. Para la induccion los elementos mas
importantes son la composicién del medio y el genotipo de la plahitaum
cepa y Beta vulgarisson las especies en las que mas se ha estudiado este
proceso.

1.4.2. Induccién de ginogénesis vitro

La induccion de organismos haploides mediante ginogénesis puede abordarse mediante
estrategiasin vivoe in vitro. En este proyecto se van a emplear las aproximacioneitro
debido a que son las que nos permiten tener un mayor control de las condideneduccion
y son mas sencillas de aplicar. Por ello sera este punto el que se desarrollara a continuacion.

La ginogénesim vitro se puede conseguir cultivando évulos, ovarios o yemas florales
completas, todos ellos sin polinizar. Los procesos de aidlnaonsisten en uno o dos pasos
con subcultivogMichalik et al., 200Po sin ellos(Jakse y Bohanec, 2003lependiendo del
tejido y el protocolo que se vaya a utilizar.

El cultivo de 6vulos es el mas laborioso de todos. Los 6vulos se pueden extraer
inmediatamente después de la esterilizacion de las flgkasller, 199) o después de un
precultivo de las yemas floraléGampion y Alloni, 199®ohanec et al., 1995

El cultivo de ovarios se puede realizar de dosbs distintas. Los ovarios son aislados
de la flor inmadura y cultivados hasta la formacion de los embri@viesen, 1989 Campion
et al., 1992. O bien, las yemas inmaduras se cultivan primero deratD-14 dias y
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seguidamente se procede al aislamiento de los ovarios y a su subcultivo hasta la formacién de
los embriones en un medio de regeneracién difergf@ehanec et al., 1999akse eal., 1996.

Este segundo método presenta como ventaja el hecho de que los ovarios se hinchan y su
extraccion es mucho mas sencilla.

El cultivo de yemas florales es la via mas simple para la induccidén ginogénica de
haploides. Ademas en comparacion cootras especies el rendimiento en regenerantes
haploides de cultivo de dvulos de cebolla es muy bajo, con el cultivo de ovarios completos o
yemas florales se obtienen rendimientos mas altos. Teniendo en cuenta que el cultivo de
Ovulos es muy laborioso y suendimientos son bajos no es de extrafiar que no sea utilizado
para la cebolla.

Por lo que respecta al cultivo de ovarios, se estima que la extracciéstoke enflores
precultivadas requiere tres veces mas trabajo que el cultivo de yemas floraledetasnp
Teniendo en cuenta que la respuesta ginogénica en general para la cebolla es similar, es
coherente que el método favorito en este cultivo sea el cultivo de yemas florales completas.

La autopolinizaciéon en el cultivio vitro de yemas florales no tie lugar. SegufCohat,
1994), las anteras de cebolla son indehiscentes bajo las condiciones de ouliv@ debido a
las condiciones de elevada humedad en el interior de la placa. El Unico ineareede
cultivar las yemas completas frente al cultivo de ovarios, es el crecimiento de callos basales, los
cuales se forman en ocasiones de las regiones septales de los nectarios. Estas flores con callo
basal pueden dar lugar a la formacion de embrior@m&icos, no obstante este evento es
muy dependiente del genotipo de la cebollamo siempre tiene lugar

Una vez presentadas las opciones que existen para la induccion de embriones
ginogénicosin vitro, se presentaran las estructuras que potencialmgnieden dar lugar a su
formacion dentro del saco embrionario. Para la formacion del saco embrionario o gametéfito
femenino, previamente se ha de formar umegaspora (Figura 7). Esta megasg®marigina a
partir de los productos meiéticos de una célula mede la megaspora, cuatro células se
forman y tres de ellas degeneran. A este proceso se le denomina megasporogénesis. La célula
restante, la megaspora, dara lugar al saco embrionario mediante tres mitosis sucesivas. A todo
este proceso se le conoce comegagametogénesis.
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El saccembrionario (figura 8stad compuesto de ocho nucleos que se distribuyen en
siete células. Dos grupos de tres células se ubican cada uno en un polo, rodeados de pared
celular, y dos nudcleos restantes seiaan en el ecuador de la célula central. El grupo que se
sita en el polo proximo al micrépilo constituye el aparato ovular, y esta formado por la célula
huevo (gameto femenino) y dos sinérgidas laterales. Las sinérgidas son células de transferencia
y presentan en el apice el aparato filar cuya funcién parece ser atraer al tubo polinico.

El grupo que se ubica hacia el polo de la chalaza son las antipodas cuya funcion parece
estar relacionada con la nutricién del saco embrionario. Los dos nucleos restasteécleos
polares, se ubican en la zona media de la célula central. Suelen fusionarse dando lugar al
ndcleo secundario antes de que se produzca la penetracion del tubo polinico y estan
involucrados en la formacién del endosperzgui nharro, 201@).

San Noeum(1979 trat6 de analizar el origen de los proembriones ginogénicos en
ovarios de cebada clasificandolos en ocho grupos, provenientes de:

Célula huevo u ovocélula.
Ovocélula yantipodas.

Antipodas.

Ovocélula y una sinérgida.
Ovocélula y dos sinérgidas.

Una o dos sinérgidas.

Sinérgidas y antipodas.
Sinérgidas, ovocélula y antipodas.

= =4 =4 —a —a A _—a 9
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Segun esta autora, los mejores resultados se obtuvieron de los proembriones
provenientes de la amcélula o de las células antipodas; los de las sinérgidas dieron lugar a la
proliferacién de estructuras tipo callo. Estas conclusiones son una especie de borrador o idea a
partir de la cual seguir trabajando, ya que se obtuvieron a partir de ovarioxidisados y
observados con una lupa binocular siendo las observaciones confusas.

Mas adelanteZhou y Yand1981) llevaron a caboobservaciones mas precisas en
secciones de parafina en ovarios de arroz. Ellos observaron que la ginogénesis no se inicia
hasta que los gametofitos maduran completamente durante el cultivo, es decir, no tiene lugar
en estadios tempranos del desarrollo dslco embrionario. Los proembriones se situaban
principalmente en zonas cercanas al micrépilo y estos derivabanaiula huevo (figura 8).

Estas observaciones fueron confirmadas Kap (1982 en arroz y por(Huang et al., 1992n
cebada.

Es interesante mencionar que a partir de los nucleos polares sin fertilizar se han dado
casos en algunas esges en las que estos se dividen dando lugar a estructuras similares al
endospermo(Zhou y Yang, 1981No obstante, estas estructuras no parece que sirvan como
tejido de sustento para los embriones ginogénicos que se forman.

Mayoritariamente solo existe una unidad ginogénica dentraidesaco embrionario. No
obstante en cebada se encontraron var{@an Noeum, 197%Huang et al., 1982asi como en
arroz (Zhou y Yang, 1981Se postularomos posibilidades para este hecho. La primera fue la
posibilidad de la formacién de embriones a partir de diferentes células. La segunda fue la
formacion de diferentes embriones a partir de una Unica célula la cual se fue escindiendo en
diferentes partesiurante su posterior desarrollo.

Hasta ahora solo se ha presentado la embriogénesis directa como la via de formacion de
embriones ginogénicos. No obstante al igual que en la androgénesis de microsporas, las
plantulas haploides obtenidas medianginogénes pueden haberse obtenido mediante
embriogénesis o bien derivar de un callo (figura 8). Histecha en cebadéSan Noeum,

1979 Huang et al., 1982y en tabaco(Zhu et al., 198jlsolo se ha observado formacién de
embriones, aungue en arrqAsselin de Beauville, 198Bhou y Yang, 198¥ en trigo(Zhu et
al., 198) se observo tanto embriogénesis como callogénesis.
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Células antipodas

Célula central

Nucleos polares

Célula huevo

Células sinérgidas

Aparato filar

Embriogénesis Callogenesis
Organogénesis
—_—
l Planta haploide / Doble haploide

Planta haploide / Doble haploide

Figua 8 Esquema del saco embrionario y de la induccién de la ginogénesis a partir de la célula huevt

1.4.2.1. Factores que afectan a la induccién

Los factores mas importantes que afectan a la ginogénmesigro de la cebolla son: el
genotipo, las condiciones de cultivo de la planta donante, el explante utilizado, el medio de
cultivo y los reguladores de crecimier{ffone, 2007.

Es bien sabido que el genotipo es el factor mas determinante en la induccion de la
ginogénesis, ya que todos los autores que trabajan en este tema evidencian este fenémeno. En
cebolla,Muren (1989 clasifico las plantas donantes en plantasatta, media y baja respuesta,
cuando el porcentaje de regenerantesraayor que 2entre 1y 2 y menor que 1 individuo. La
frecuencia de regenerantes reportada poampion et al(1995 a partir de flores y ovarios de
seis cultivares diferentes se encontraba en torno al 0,1 y més del 5%. En otro estudio
(Geoffriau et al., 1997en el que se utilizaron 22 variedades de distinto origen geografico se
encontraron desde variedades recalcitrantes con un 0% de regenerantes hasta variedades de
alta respuesta con 17%. Estos autores encontraron también variacion en la respuesta segun el
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origen geografico y aun dentro del mismo genotipo sefialaron un efecto de la planta donante.
Por todo esto hay que tener presente que el genotipo es un factor muy importante en la
induccién. Por lo general los rendimientos son muy bajos considerando iasladas con
rendimientos de individuos regenerantes respecto al total de flores cultivadas superiores al
10% de alta respuesta, siendo lo més habitual encontrar rendimientos entre el 0,1 y el 5%.

La relacion existente entre la edad de la flor y la producde regenerantes también ha
sido ampliamente estudiad@Muren, 1989. Se encontré que los ovarios que mas embriones
ginogénicos produjeron fueron obtenidos entre tres y cinco dias antes de la antesis. En este
estado, el saceembrionario se encuentra enfase de célula madre de la megaspora y
probablemente toda la fase de megasporogénesis y megagametogénesis tienénlwitao
durante los primeros dias de cultif@uha y Johri, 1966Posteriormente se correlaciono el
tamafio de lalbr con el rendimiento de embriones encontrandose asi diferencias segun el
genotipo, no obstante en todos los casos las yemas florales con megjouesta oscilaban
entre los 3,5/ 4,5 mm de tamafi@Michalik et al., 2000 En el momento de la induccion de las
flores de la linea hibrida B0223Busial et al(2001) encontraron sacos embrionias maduros
e inmaduros, pero al analizar las flores a los 7 dias después de ser cultiadaso
encontraron mayoritariamente sacos embrionarios maduros. Esto indica que el saco
embrionario inmaduro sigue su normal desarroliio vitro. Los mismos awotes encontraron
gue los embriones haploides se generan a partir del saco embrionario y plantearon la hipétesis
de que los sacos embrionarios inmaduros tienen mayor capacidad partenogénica que el
maduro.

Como ya se ha presentado anteriormente para la obidm de haploides via ginogénesis
se pueden emplear oOvulos, ovarios o flores. Debido a su sencillez y a que presenta
rendimientos comparables al resto de explantes, para la cebolla se emplean principalmente
yemas florales.

Existen distintos estudios en Igsie se evallan las condiciones de cultivo de la planta
donante.Keller(1990 encontré que un mismo cultivar rindié significativamente mas cuando
las planta crecieron en un fitotrébn que cuando lo hicieron en invernadeampion y Schiavi
(1994 compararon el cultivo en invernadero de un mismo cultivar en dos épdstatds y
también encontraron diferencia en la obtencion de embriones.

Puddephant et al(1999 lograron aumentar 10 veces la tasa de regenerantes cuando las
plantas cultivadas en maceta en invernadero fueron colocadas en camaras de crecimiento al
inicio de la floracién a una temperatura de 15 Michalik et al(2000 también compararon el
rendimiento en haploides obtenidos a partir de plantas cultivadas en campo y cultivadas en
camaras a 14 °C; este tratamiermejor6 el porcentaje de induccion en los cuatro genotipos
ensayados. No se conoce el efecto del pretratamiento sobre la capacidad ginogénica de los
ovulos, aunque a la vista de estos resultados podria pensarse que las bajas temperaturas
disminuyen la viecidad de los eventos celulares en el saco embrionario dando més tiempo
para recibir el estimulo de los reguladores de crecimiento presentes en el medio de cultivo
(Ponce, 200yx
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La eleccion del medio de cultivo en cebolla tiene una base empirica ya que
probablemente cada tipo de tejido tenga un requerimiento nutricional especifico aunque en
general se desconoce. El medio basal mas extensamente utilizad®BPSEunstan y Short,
1977 y en menor medida el BfGamborg et al., 1968 Sobre la base de que varios
aminoécidos, vitaminas e inosif estimulan la partenogénesf{dukhambetzhanov, 1997 se
ha ensayado la adiciéde Lprolina, inositol y sulfato de adeningampion y Alloni, 1990
Bohanec et al., 1999akse et al., 1996

La concentracion mas adecuada para la induceis del 10% en sacarosa siendo ésta la
Unica fuente de carbono utilizada en procesos ginogéniehsen, 1989. Otro componente
importante es el agente, siendo gomelfan el que mayor porcentaje de regenerantes
proporciona, aunque compromete la supemncia final de los mismdg8akse et al., 1996Por
ello en la mayoria de los trabajos se utiliza sagar al 7%.

La ausencia de reguladores de crecimiento permite la formacion de haplade<an
una frecuencia muy baj@once, 200) Por esto es necesaria la adicién de los mismos. En la
mayoria de los trabajos los medios de induccion incluyea combinacion de auxinas y
citoquininas, principalmente 2;B y BAP. En la etapa de regeneracion el subcultivo a un medio
sin reguladores de crecimiento presentod los mejores resultados en los trabafdandpion et
al. (19921994. Otros reguladores de crecimiento utilizados son fadiaminas. Estas
mejoraron la tasa de regenerantes cuando utilizaron 4 mM de putrescina durante 15 dias y
luego las flores se subcultivaron en un medio con 0,1 mM de espernfidaréinez, 2003} EI
rol de estos reguladores de crecimiento en la induccién de la partenogénesis puede explicarse
a partir de los conceptos geraes de auxinas y citoquininas. Durante la polindgael polen
aporta acido indolcético el cual estimula la divisién celular de la célula huevo fecundada,
posteriormente serd el endospermo el que aportara las auxinas hasta que finalmente el
embrién seacapaz de sintetizarla@aiz y Zeiger, 1998Por otra parte, enlgunas especies se
ha encontrado presencia de citoquininas en 6vulo, embrién y endospé@@snier Romero,
1989. En estos casos no se conoce si estas citoquininas son sintefizatta® provienen de
las raices o de los apices vegetativos. Tanto las auxinas como las citoquininas promueven la
division celular. Tenienden cuenta el ciclo celular, las auxinas intervienen induciendo la
sintesis de las ciclinas kinasas qua acttian en el paso de fase G1 a fase Sy de fase G2 a mitosis,
ademas actian en la citocinegixiz y Zeiger, 1998n un desarrollo partenocarpico no existe
el aporte de auxinas del polen y como ya se ha mencionag@jtoquininas necesarias para el
desarrollo del évulo han de ser aportadas por otros tejidos. Tanto la ausencia del polen como
la ausencia del resto de la planta (al separar las yemas para su qultriteo) justifican el
agregado exdégeno de auxinasitoquininas con el fin de promover la division de la odsfera y
de a partir de esta formar un embrién haploiRonce, 200y
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1.4.3. Ventajas e inconvenientes da ginogénesis

La ginogénesises una técnica deobtencion de doble haploides mesoventajosaen

comparacion con la androgénesis o la hibridacion interespepificgue:

T

1

No esta puesta a punto en la mayoria de las especies

Su eficiencia a la hora dbtener dobles haploides esnuy baja. En comparacion con la
androgénesis el numero de células susceptibles de induccion dentro del saco
embrionario es mucho menor (no llega a una decena) que en el interior de las anteras
(miles de microsporas).

Mediantela ginogénesipueden obtenerse algunomdividuosque duplican de forma
espontdnea su material cromosémicoolbstante, esto sucede con baja frecuencia,
siendo necesaria la aplicacién de colchicina o amiprofosmetil, comprometiendo la
supervivencia de bya escasos regenerantes haploides.

Malformaciones: La aparicion de embrioreen malformaciones es muy comun en los
procesos de ginogénesikas mdbrmaciones mas comunes son l&dacionadas con
una formacion deficiente deheristemo caulinar: cotileshes multiples, soldados, asi
como embriones albinos y con formas aberrantes.

En el caso de la cebolla, al tratarse de una especie alégama, existen alelos letales que
son portados en heterocigosis. Al obtener individuos haploides dichos alelos pueden
manifestarse dando lugar a la muerte del embrién o la plantula regenerada. Aunque
esto también ocurre en la androgénesis.

Debido a que se cultivan tejidos que presentan células somaticas junto con las células
gameéticas, siempre sera necesario comprobar l&dfade los regenerantes mediante
citometria de flujo asi como su naturaleza doble haploide mediante el uso de
marcadores moleculares.

Pese a estadesventajas/a ginogénesis presenta algunas ventajas como por ejemplo:

)l

No es necesario que la floracién dles parentales esté sincronizada como en la
hibridacion interespecifica.

En la mayoria de las especies en las que la ginogénesis ha resultado exitosa, la
embriogénesis es la ruta predominante, siendo la formacién de callos un evento
menos frecuente.

En @ caso de la cebolla la ginogénesis es una técnica de gran importancia para la
obtencion de lineas puras. La cebolla es una especie bienal aldgama. Estas dos
caracteristicas hacen que un programa de autofecundacion para la obtencion de lineas
puras ademéasde necesitar muchos afios impligue problemas de depresion
consanguinea. Por ello la ginogénesis es fundamental para la obtencion de lineas puras
haciendo el proceso asequible en un corto periodo de tiempo y evitando los
problemas de depresién consanguinea.
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1 En ocasiones lginogénesispuedeser la Unica via para obtener individuos haploides
en ciertas especies como es la cebolla.

Como se ha mostrado en esta introduccionglaogénesis es una técnica de la cual
todavia se desconocen muchas cosas a pesar de ser la Unica via de obtencion de dobles
haploides en algunas especies. Por ello, todos los avances en el conocimiento de esta
herramienta biotecnol6gica pueden ser de grayuda para avanzar en la mejora genética.
Sobretodo en cebolla que sera la especie que se empleard en este trabajo.
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2. OBJETIVOS

A pesar de ser la técnica mas ineficiente, la ginogénesis es la Gnica via para la obtencion
de lineas dobles haploides en cdboY por si fuera gco el genotipo es determinante para la
induccién de embriones haploides. Por elloobjetivo principal de este trabajo es el estudio
del proceso de induccion de ginogénesis en plantas de cebolla mediante cultivo de yemas
florales. Paa ello, los objetivos concretos de este trabajo son los siguientes:

Objetivo 1 Evaluar que condiciones agroclimaticas (invernadero o campo) son las
mejores para el desarrollo de las plantas y cual es su respuesta al tratamiento de
induccion.

Objetivo 2: Evaluar la competencia ginogénica de tres genotipos comerciales de
cebolla empleando para ello el protocolo de induccién en dos pkkolalik et al.
(2000 siguiendo los pasos descritos en el trabajd-dgos et al2015).

Objetivo 3 Obtener lineas dobles haploslde estosgenotipos. Evaluar la accion del
amiprofosmetil (APM) como agente duplicante.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

En este estudio se utilizaron tres genotipos de cebolla definidos como genotipos A, Ty P
de la empresa Vegenat S.A. Se descensise trata de hibridos F1 lineas en diferentes
puntos del proceso de mejora. Todos los genotipos presentaron entre 1 y 5 escapos de
aproximadamente 150 cm de altura. Los bulbos fueron de color blanco y tamafio medio. Las
plantas experimentaron una floracidrregular, algunas de elBdormaron la inflorescencia al
mismo tiempo y otras se demoraron un poco mas. El periodo completo de floracion del total
de las plantas tuvo lugar entre el dia 16 de mayo y el 20 de junio de 2016, es decir, en
aproximadmente unmes se cosecharon todaslambelas y se pusieron las yemas florales en
cultivoin vitro. Al ser una planta coana Unicafloracion en forma de inflorescencia fue muy
importante dedicar el mayor tiempo del proyecéda puesta en cultivin vitro de las yemas
antes de que se produjese la antesis de las flores.

3.2. CONDICIONES DE CVOIDE LAS PLANTASNANTES

Las platas adultas fueron enviadas disla empresa mediante un servicio de mensajeria y
fueron descargadas en los invernaderos de COMAV y eartzla protegida con tinel de
malla dentro del Campus de Vera de la Universitat Politécnica de Valéncia. Se dispuso de un
total de 23 plantas del genotipo A, 17 del genotipo T y 16 del genotipo P, lo que hace un total
de 56 plantas las cuales se distribrgrela mitad en parcela y la otra mitad en el invernadero
Estas vinieron en macetas de 30 cm de diametro las cuales se colocaron en unélainica
(figura9).
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Figura9: Plantas de cebolla en parcéks); plantas de cebolla en invernade(®)
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A estas plantas se les aplicé el plan de fertirrigacién aconsejado por la enjatgaa?)
con una aportacion aproximada de 3% I/m2 por semana con una temperatura media de
25°CG28°C (para las de invernadero ya que las plantas de pagsala@ieron expastas a la
temperatura ambiental), sin que haya desecacién total del terreno ni tampoco
encharcamiento para evitar asfixiddon respecto a posiblenfermedades y plagas se aplico
el siguiente tratamiento: Iprodiona 50%, Mancozeb 64% + Metalaxil 8%.

Tabla2: Plan de abonado, los valores para cada compuesto en estan en unidades fertilizantes.

N P.Os K20
Semana 17 15 7,5 15
Semana 18 15 7,5 15
Semana 19 15 7,5 15
Semana 20 5 0 35
Semana 21 5 0 35
Semana 22 5 0 35

Las plantas se mantuvieron en estasdiciones hasta el momento de la cosecha de la
umbela.

3.3. CULTIVO DE YEMAS RRADOES DE CEBOINAITRO.

Para aplicar el protocolo en dos pasos Mehalik et al.(2000 se siguié el método
descrito porFayos et al2015):

1. Se cosechan las umbelas enteras cuando aproximadamente el 30% de las flores han
experimentado la antesigfigura 1\). Se tanspatan hasta el laboratorica baja
temperatura.

2. Se seleccionan 30 flores de cada umbela por cada placa, de una longitud comprendida
entre 3,54,5 mm. Estas han de estar cerradas. La longitud se mide con un calibre
(figura 1@).

3. En cabina se procede a la esterilizacion de las flores. Esta esterilizacion se realiza en
tubos falcon de 50 n{figura 1(C).

a. En primer lugar se realiza un lavado con etanol 70 % durante 2 minutos.

b. En segundo lugar se realiza un lavado con acido distarianurico sal disodica
(15.5 g/L) durante 12 minutos. Es muy importante agitar bien durante los
lavados para que el compuesttesinfectantepenetre en la flor y elimine la
contaminacién endégena.

c. Finalmente se realizan 5 lavados de un minuto con atpstilada estéril. De
nuevo hay que agitar bien para lavar.

4. A continuacion las flores se depositan sobre un papel de filtro estéril para que este

absorba el agua que les queda. Se cultivan las flores en placas con medio sélido (Al)
ordenadamente en cuadmulas de 5 x @figura 1M).
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5. Estas placas se guardan en el fitotron a 24°C con un fotoperiodo de 16h de luz 8h de
oscuridad. Se quedaran asi durante 30 dias.

6. A los 30 dias se realiza un subcultivo y las flores se depositan en medio R1 hasta la
aparicionde los embriones unos 60 dias después.

Es muy importante no descuidar las placas en ningdn momento. Es muy probable que
aparezcan hongos y contaminacion enddgena, por lo que llegado el momento, se ha de
disponer de placas de repuesto para subcultivaflitass que no estén contaminadas.

Figura10: Proceso de cultivan vitro de yemas florales de cebolla.; umbela en el momento adecuado pa
cosechaA), medida de las yemas utilizando un califBg esterilizacion de la yemas en tubo de 50(€) yemas

puestas en cultivin vitro (D)
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