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Titulo: Efecto del acido abscisico en la respuesta androgénica de microsporas de
Brassica napus

Resumen:

La induccion de androgénesis es un proceso por el cual las microsporas o células
precursoras del polen son inducidas a formar embriones bajo determinadas condiciones
de cultivo in vitro, obteniéndose asi plantas haploides que, de manera natural o forzada,
pueden dar lugar a individuos doble haploides (DHs) homocigotos en un Unico paso. Esta
metodologia permite acortar tiempos en la produccién de lineas puras para programas
de mejora genética vegetal. La obtencion de individuos DHs se puede conseguir tanto por
cultivo de anteras como por cultivo de microsporas, si bien este Ultimo método genera
una mayor cantidad de embriones que ademas proceden exclusivamente de células
gaméticas, evitando asi la posible obtencion de plantas diploides procedentes del tejido
somatico de la antera. Un mejor conocimiento de los fundamentos bdasicos de los
mecanismos que subyacen a procesos bioldgicos como la androgénesis podria ayudar a
aumentar la respuesta androgénica en especies recalcitrantes de interés comercial.

La respuesta androgénica depende de diversos factores, tanto genéticos como
ambientales, e incluso de tipo metodoldgico (por ejemplo, el protocolo utilizado). En
nuestro laboratorio se ha observado que la induccién de la respuesta embriogénica de
microsporas de colza estd acompafiada por la acumulacion de calosa en la capa subintinal
de microsporas, la cual podria proteger a las microsporas, y contribuir asi a superar el
estrés al que se le somete para inducir la embriogénesis. Por otro lado, se ha descrito
previamente que el dacido abscisico (ABA) es una hormona vegetal que realiza
importantes funciones dentro de la planta, entre las que se encuentran la respuesta a
distintos tipos de estrés y el control de la regulaciéon de procesos osmoticos. El ABA es
ademas un activador de la sintesis de calosa en plantas en procesos de respuesta a
patégenos. Por esta razén hemos estudiado el efecto de la aplicacion de ABA en cultivos
de microsporas de colza, y hemos analizado su respuesta androgénica. Ademas, hemos
analizado mediante tinciones vitales el efecto del ABA sobre la viabilidad de las
microsporas. Finalmente hemos analizado por microscopia confocal la acumulacion de
calosa en microsporas de colza tanto tratadas con ABA como crecidas en condiciones
control.
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Title: Effects of abscisic acid on the embryogenic response of Brassica napus
microspores

Abstract:

Induction of androgenesis is a process where microspores or pollen precursor cells are
induced to produce embryos under certain in vitro culture conditions thus obtaining



haploid plants and eventually homozygous doubled haploid (DHs) individuals in a single
step. This fact allows us to shorten the time needed to produce pure lines for plant
breeding programs. DHs can be obtained by both anther and microspore cultures.
Microspore cultures generate larger amounts of embryos, coming exclusively from
haploid cells and therefore avoiding the possibility of obtaining non-DH plants developed
from anther somatic tissue. A better understanding of the fundamentals of the
mechanism behind this process might help increase the androgenic response in
recalcitrant species of commercial interest.

The androgenic response depends on a set of diverse factors, including genetic,
environmental, and methodological factors (i.e. the protocol to be used). We previously
observed that the induction of the embryogenic response in rapeseed microspores is
accompanied by the accumulation of callose in a new cell wall layer, which in turn can
help to protect the microspore, and contribute to overcome the stress applied to induce
embryogenesis. On the other hand, it has been previously described that abscisic acid
(ABA) is a plant hormone with important functions, such as response to stress and
regulation of osmotic balance. Furthermore, ABA also regulates callose synthesis as part
of the response to pathogen attack. For these reasons, we have studied the effect of ABA
application to rapeseed microspore cultures, and we have analyzed their androgenic
response. Through the use of a vital stain, we have also analyzed whether the effect of
ABA results in an increase in its viability. Finally, using confocal microscopy, we have
observed the accumulation of callose in microspores treated with ABA versus control
conditions.
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Abreviaturas

DH: Doble haploide
ABA: Acido abscisico
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1 Introduccion

1.1 Importancia de los DHs en la mejora genética

1.1.1 Hibridos

Se prevé que la poblacién mundial alcance los 9000 millones de personas en el afio 2050,
con el consecuente incremento de la demanda de alimentos que esto supone. Retos
como el cambio climdtico, la urbanizacién de las tierras de cultivo, la degradaciéon de
suelos de cultivo, o estreses bidticos y abidticos de distinta naturaleza, suponen un gran
desafio para los mejoradores (Lenaerts et al.,2019). Los programas de mejora genética, y
especialmente la produccién de hibridos, contribuyen a la obtencion de variedades
vegetales adaptadas a las nuevas necesidades.

Los hibridos se obtienen del cruce de dos parentales homocigdticos y presentan unas
caracteristicas muy interesantes debido a la heterosis. La heterosis es un fendmeno
natural donde la descendencia hibrida que se obtiene tras cruzar dos parentales
genéticamente distintos posee caracteristicas fisiolégicas y funcionales superiores a las
de sus progenitores. El fendmeno de la heterosis fue descrito por primera vez en 1876
por Charles Darwin, el cual describié que plantas con polinizacién cruzada poseian
interesantes caracteristicas, como una mayor altura, peso y fertilidad, ademas de un
mayor vigor, que las plantas parentales. Hay diferentes explicaciones para la aparicion de
heterosis. Por un lado la dominancia, es decir, alelos ligeramente nocivos que en los
parentales son homocigdticos, se pierde en la descendencia hibrida donde los alelos
nocivos son complementados por alelos superiores (Bruce, 1910). Otra posible
explicacidon para la heterosis es la sobredominancia. En este caso, los alelos diferentes
tienen un efecto estimulante, y la heterocigosidad genética da como resultado una mayor
actividad genética (East, 1936). La hipdtesis mas aceptada en al actualidades la basada
en el concepto de dominancia (Charlesworth y Willis, 2009). Las principales
investigaciones en el campo de los hibridos se hicieron en maiz por George H. Shull y
Edward M. East, y contribuyeron a la obtencion de una variedad de maiz hibrido por
William James Beal. El vigor hibrido se ha considerado una de las innovaciones modernas
en la agricultura y su explotacion ha tenido una gran importancia econdmica.
Concretamente en colza las variedades hibridas suponen mas del 90% de la cuota de
mercado (Hochholdinger y Baldauf, 2018).

Para obtener hibridos se necesita que los parentales sean lineas puras, es decir,
variedades homocigdticas en todo su genoma. En la actualidad, gran parte de los
programas de mejora estdn basados en la obtencion de variedades hibridas por
cruzamiento de lineas homocigdticas o lineas puras. La obtencion de estas lineas puras
requiere de varias generaciones de autofecundacion y seleccion, por lo que este proceso
puede alargarse varios afios. Una solucion viable a este problema, como veremos
posteriormente, es la generacion de dobles haploides (DHs), que nos permitird obtener
el 100 % de homocigosis en una Unica generacion. El desarrollo de nuevas variedades de
hibridos es cada vez mds importante para satisfacer la demanda de una poblacién
mundial en aumento y los desafios que presenta un clima cada vez mds cambiante (Yan
etal., 2017).



1.1.2 Lineas dobles haploides (DHs) y su importancia

Las plantas haploides presentan una reduccién a la mitad del nimero normal de
cromosomas de su especie, es decir, tiene un nimero gamético de cromosomas (n). La
aparicion de haploides puede ser espontanea en algunas especies, con una frecuencia de
aparicion muy baja, si bien lo que mas nos interesa desde un punto de vista comercial es
la posibilidad de inducir haploidia en especies cultivadas (Dwivedi et al., 2015). La
obtencion de individuos haploides se puede conseguir mediante alteraciones en el
desarrollo normal de las células haploides de la linea germinal, utilizando para ello
técnicas basadas en cultivo in vitro tanto del gametdfito masculino como del femenino,
mediante hibridaciones interespecificas, o por hibridaciones con polen tratado o con
polen de lineas inductoras de haploidia.

Desde un punto de vista bioldgico los individuos haploides son claramente inferiores a
los diploides, ya que suelen tener un porte menor, drganos de menor tamafio, mayor
inestabilidad genética, crecimiento mas lento, mayor susceptibilidad a patégenos y
esterilidad. Por este motivo, por si solos no tienen una gran utilidad mas alld de la
investigacion bdsica. Es necesario convertirlos en DHs para poder utilizar sus
caracteristicas beneficiosas (su total homocigosis) sin los efectos negativos que produce
la reduccién en su nidmero cromosdmico. Esto se logra duplicando su genoma, ya sea de
forma espontanea por la inestabilidad gendmica, o mediante tratamientos quimicos con
compuestos como la colchicina o los taxanos, entre otros. Lo que obtenemos tras la
duplicaciéon cromosdmica de un individuo haploide es, por tanto, plantas con dos copias
exactas del genoma, es decir, con todos sus genes fijados en homocigosis (Segui-Simarro,
2010). Mientras que mediante métodos tradicionales basados en autofecundaciones
sucesivas se necesitarian unas 7-8 generaciones (Figura 1 A), el uso de estas herramientas
biotecnoldgicas nos permite la obtencion de lineas puras dobles haploides en una Unica
generacion, ahorrando por tanto tiempo y dinero (Figura 1 B). En la actualidad hay mas
de 300 variedades comerciales derivadas de DHs y mds de 50 en colza.

A La mejora convencional requiere 6-8 generaciones para obtener lineas puras
Parental 1 \
X F1 B F2 @ F3 2 F4 &2 F5 @ F6 2 F7 2 F8
Parental 2 / 100% 50% 25% 1255% 625% 3,12% 156% 0,78%
50% 5% 87,5% 93,75% 96,88% 98,44% 99:;29?'
B Con la tecnologia DH solo necesitamos dos generaciones

para obtener lineas puras

Parental 1

DH
X F1 Planta DH

Parental 2 100% 100%
heterocigosidad homocigosidad

Figura 1. Proceso de obtencion de lineas puras mediante (A) generaciones sucesivas de autofecundacion, y (B)
tecnologia DH. (Adaptado de Yan et al., 2017).



La primera evidencia de la induccion de haploidia se reportd tras obtener haploides a
partir del cultivo de anteras en Datura (Guha y Maheshwari, 1964, 1966). Mas adelante
se describié en cebada (Hordeum vulgare L.) la posibilidad de inducir haploides mediante
cruces interespecificos seguidos de cultivo de embriones (Kasha y Kao, 1970). Afios
después de estas investigaciones se descubrieron nuevos protocolos para inducir DHs
basados en técnicas de cultivo in vitro del gameto femenino, o en segregaciones
cromosoémicas aberrantes. En la actualidad la tecnologia DHs se emplea frecuentemente
para el desarrollo de lineas puras con la finalidad de producir hibridos (Maluszynski et al.,
1996).

Los primeros cultivos comerciales en los que se utilizaron DHs durante su proceso de
obtencion se probaron en Canada, y fueron la colza '"Maris Haplona' y la cebada 'Mingo'
(Hoy Jones, 1980). A pesar de las ventajas de los DHs respecto a la manera tradicional de
obtencion de lineas puras, todavia se trata de un proceso mejorable, sobre todo en lo
que respecta a la eficiencia de obtencién de DHs y a la obtencidn de protocolos para
especies recalcitrantes (Dwivedi et al., 2015). Las lineas DHs también se usan como lineas
puras recombinantes o RILs y tienen gran utilidad en la genética cuantitativa ayudando a
descubrir mutaciones.

1.2 Brassica napus como especie modelo

1.2.1 Caracteristicas botanicas

La colza (Brassica napus) es una especie alotetraploide o anfidiploide, la cual contiene
cuatro dotaciones cromosdmicas no homadlogas, provenientes de dos complementos
cromosémicos distintos y posteriormente duplicados (AACC). Aunque sus origenes no se
conocen aun con certeza, B. napus probablemente se origind a partir de multiples e
independientes hibridaciones interespecificas espontaneas entre Brassica rapa (AA, 2 n
=2 x=20) vy Brassica oleracea o col rizada (CC, 2 n =2 x = 18).

La colza pertenece a la familia Brassicaceae (Tabla 1), como otras especies de interés
agronomico (coliflor, rabano, rucula, nabo...), asi como la especie modelo Arabidopsis
thaliana. Dentro de la especie, se han definido dos variedades botanicas: B. napus L. var
rapifera (DC) Metzger (2 n = 4 x = 38), una variedad de raiz corta relacionada con el nabo,
y B. napus L. var oleifera Delile (2 n = 4 x = 38) o colza propiamente dicha. B. napus ha
recibido mucha atencidon como planta modelo para comprender las secuencias consenso
de poliploidia en organismos superiores. Ademas, es una especie de la que se han
descrito variedades que presentan una elevada respuesta androgénica, lo cual las hace
especialmente idonea como especie modelo para el estudio de la induccion de
androgénesis (Iniguez-luy y Federico, 2011).



Taxonomia de Brassica napus
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta

Subdivisién Spermatophyta

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Orden Capparales
Familia Brassicaceae /
Cruciferae
Género Brassica
Especie Brassica napus L.

Figura 2. Inflorescencia de colza (Extraida de
luirig.altervista; 2020)

Tabla 1. Taxonomia de B. napus (adaptada de
USDA, Department of Agriculture; 2020).

En cuanto a su anatomia general, B. napus se caracteriza por su raiz axonomorfa,
normalmente fusiforme o tuberosa. Sus hojas son glaucas, glabras, y muy a menudo
ciliadas en los nervios o margenes. Las flores se agrupan en inflorescencias de tipo racimo
(Figura 2), y producen frutos de tipo silicua sésil y suberecta, que contienen entre 12-18
semillas por léculo. Las semillas de colza miden entre 1,2 y 1,8 mm de didmetro, son
esféricas y de color pardo oscuro (Iniguez-luy y Federico, 2011).

1.2.2 Importancia econdmica y usos comerciales

Las variedades tradicionales de B. napus contienen elevadas cantidades de 4cido erucico
y de glucosinolatos. El acido erdcico es un acido graso monoinsaturado que produce
retraso en el crecimiento humano, y provoca un aumento de colesterol en las glandulas
suprarrenales y en el higado. Los glucosinolatos, por otro lado, son compuestos que
tienen efectos téxicos para el ganado que consume la torta obtenida después de la
extraccion del aceite (de Leon et al.,1978). La obtencién de lineas de colza anuales y
semestrales con baja cantidad de 4cido erucico (<2% en el aceite) y bajos niveles de
glucosinolatos (<30 mg/ g), favorecio el uso agronémico de la colza como una excelente
fuente para aceite vegetal comestible. El perfil lipidico del aceite de colza es
extremadamente bueno (bajo en grasas saturadas, alto en grasas monoinsaturadasy rico
en grasas omega-3) convirtiéndolo en uno de los aceites mdas recomendados por
nutricionistas de todo el mundo. En este contexto, el interés comercial por la colza ha
resultado en un aumento considerable de proyectos de investigacién genética vy
gendmica, que han permitido obtener variedades de colza con rasgos agrondmicos y de
calidad, como mayor cantidad de acidos grasos insaturados y mayor produccién (Iniguez-
luy y Federico, 2011).



Area Valor Ademds de la produccién de aceite a partir de sus
Mundo 75001457 semillas, cuya productividad es de un 40-45%, con los
Europa 25494038 restos de los procesos de extraccion se obtienen tortas
Canads 20342600 para la alimentacién animal. Algunas variedades son
China 13281208 cultivadas como forrajeras para alimentacién de
India 8430000 ganado. Por ultimo, la colza también se emplea para la

. obtencion de energia a partir de su biomasa (de Leon
Franc1a. 4945589 etal., 1978). La produccion mundial de colza en el 2018
?;J;:;a;a iig;gil fue de 75.001.457 toneladas (Tabla 2), siendo Canads,

China, India, Francia y Australia, los principales
Tabla 2. Proc{ucc/dn anual en toneladas de productores.
colza (por paises (FAOSTAT)

A pesar de ser un cultivo éptimo para su consumo, en Espafia todavia hay una gran
reticencia al consumo de este aceite por su mala percepcion social, adquirida tras la crisis
nacional del sindrome del aceite téxico que tuvo lugar en 1981. Esta crisis sanitaria fue
provocada por la comercializacion fraudulenta e ilegal de aceite de colza desnaturalizado
con anilina al 2%, lo cual lo convertia en altamente téxico. Esto resultd en la intoxicacién
masiva de mas de 20.000 ciudadanos, y en el fallecimiento de 1.800 de éstos. El problema
radicod en que el aceite lo vendieron para consumo humano, cuando estaba preparado
(desnaturalizado con anilina) para uso industrial, por lo que era altamente téxico
(Rodriguez et al.,2011).

1.2.3 Lineas DHs en colza

La colza es una especie modelo para el estudio de la respuesta embriogénica de
microsporas aisladas, asi como su respuesta fisiolégica a diversos estimulos de estrés
(Ferrie y Caswell, 2010). En 1982 se aislaron mecanicamente por primera vez microsporas
de B. napus antes de cultivarlas in vitro (Lichter 1982), lo cual supuso una innovacién en
el campo de la investigacion de la androgénesis. A partir de entonces varios estudios se
centraron en aumentar la frecuencia de la embriogénesis de microsporas aisladas de
lineas de Brassica sensibles a la induccidn, asi como en desarrollar protocolos para
especies recalcitrantes (Dwivedi et al., 2015).

A pesar de que la embriogénesis de las microsporas de B. napus es relativamente eficaz,
todavia se estan aportando nuevas mejoras en protocolos para el aumento de la
produccion de embriones a partir de gametos, que finalmente puedan ser aplicadas a
protocolos para especies recalcitrantes. Algunos ejemplos de mejora de la eficacia
androgénica de B. napus donde puede verse un aumento de la embriogénesis son la
adicién de bleomicina (Zeng et al.,2010), cuyo efecto es dependiente de la dosis aplicada,
brasinoesteroides (Ferrie et al.,2005), nitrato de plata y carbdn activado al medio (Prem
y Gupta, 2008), compuestos con actividad anti-auxinas (Agarwal et al.,2006), y la
sustitucién de polietilenglicol por sacarosa (Ferrie y Keller, 2007).



Esimprescindible que las microsporas se encuentren en
un estadio de microspora vacuolada o polen bicelular
joven en el momento de la aplicacion de estrés para que
puedan cambiar su patrén de desarrollo normal en
favor de un patron de desarrollo embriogénico. Las
microsporas vacuoladas se caracterizan por una gran
vacuola en el centro de la célula, la cual llega a ocupar
una tercera parte del citoplasma, contribuyendo asi a
un rapido incremento del volumen celular. Esta gran
vacuola se forma a base de pequefias vacuolas que se
funden entre si. La vacuola central desplaza al nlcleo

Figura 3. Combinacion (fusion) de

imdgenes de fluorescencia y contraste

lateralmente, y son facilmente distinguibles en de fuse de una microspora tefida con
observacidon microscopica tras tefiirlas con DAPI (Figura DAPI donde se puede apreciar el nicleo

3). Ademas, las microsporas vacuoladas presentan una

desplazado. Barra de escala: 10 um
(Adaptado de Parra-Vega, et al., 2015).

pared compuesta por dos capas, la exina y la intina. La
exina es la capa mds externa, y estd compuesta por compuestos resistentes con
propiedades similares a la lignina y cutina (Erdtman, 1969). La intina es la capa interna, y
continua su desarrollo con el desarrollo de la microspora, siendo mas evidente en
microsporas en estadio de grano bicelular (Turk, 1991).

1.3 Meétodos de obtencidén de DHS

Actualmente hay diversas formas de producir haploides y DHs después de un proceso de
duplicaciéon cromosdémica (Segui Simarro, 2010). Estas metodologias son:

(@)

(@)

Ginogénesis, o técnicas basadas en el gametofito femenino: produccién de
embriones haploides a partir del cultivo in vitro de dvulos, ovarios o incluso flores
enteras no fecundadas. El desarrollo de estos embriones provenientes de un
nucleo haploide (reducido) del parental femenino, generaran individuos
haploides o DHs. Un caso particular de ginogénesis es la inducida por polinizacién
con polen tratado (no funcional) sobre los tejidos del gineceo, lo cual dispara una
serie de respuestas tipicas de la fecundaciéon que inducen el desarrollo del dvulo
y la produccién de embriones haploides. El polen que se aplica esta previamente
irradiado, o bien puede aplicarse polen triploide, para que no se produzca una
fecundacién real y las plantas se mantengan con la dotacion cromosdmica
haploide del parental femenino.

Androgénesis, o técnicas basadas en el gametofito masculino: produccion de
embriones haploides a partir de células precursoras de polen o microsporas en
un estado de desarrollo especifico (microsporas vacuoladas, Figura 2), las cuales
son desviadas de su ruta de desarrollo normal mediante la aplicacion de un estrés
y su posterior cultivo in vitro. Las microsporas bajo estas condiciones son
inducidas a formar embriones o callos.

Hibridacidn interespecifica: produccion de embriones haploides mediante cruces
interespecificos o intergenéricos, tras los cuales se produce la germinacién del




polen, si bien éste no llega a fecundar la célula huevo u dévulos debido a
incompatibilidad genética. Algunos ejemplos son:
= Elmétodo bulbosum: es el mas conocidoy se emplea para obtener
dobles haploides de cebada (Hordeum vulgare) mediante la
hibridacién con una especie silvestre relacionada con la cebada,
pero incompatible, Hordeum bulbosum.
= E|l uso de polen de maiz como polinizador lejano: se emplea el
polen para inducir el desarrollo de embriones haploides en otros
géneros mediante hibridaciones interespecificas.

o Hibridaciones intraespecificas con lineas inductoras de haploidia: produccién de
haploides mediante cruzamiento con lineas inductoras de haploidia. Estas lineas
inductoras de haploidia, obtenidas por mutaciones en loci especificos, han tenido
una especial importancia en cereales como el maiz (Zhong et al., 2019). Esta
tecnologia, sin embargo, esta limitada a ciertas especies, y no se ha conseguido
extrapolarla a otras especies de valor industrial como las pertenecientes a la
familia de las Solanaceae. Como por ejemplo los genes ig, en los que una
mutacién produce un aumento de haploides espontaneos (Pollacsek, 1992). En
la actualidad se ha descrito en Arabidopsis un sistema basado en la combinacién
de versiones silvestres y modificadas de CENH3 en los zigotos que conlleva la
eliminacién completa del genoma del parental modificado, obteniéndose asi un
cigoto haploide. La histona CENH3 es importante para el correcto anclaje de los
cromosomas al huso mitdtico durante la divisién, y presenta una elevada
conservacion de secuencia en todos los organismos vegetales estudiados. Por
esta razon, esta nueva metodologia, junto con la posibilidad de edicidon a la carta
que nos ofrecen tecnologias como CRISPR/Cas9, abre nuevas puertas para la
obtencion de DHs en especies recalcitrantes (Raviy Chan, 2010; Ravi et al., 2014).

El éxito de las diferentes metodologias depende del genotipo en cuestidn, tanto a nivel
de especie como de variedad. Algunas especies se emplean como modelos
experimentales con el fin de estudiar los aspectos basicos del proceso y poder avanzar
en el desarrollo de protocolos mas eficientes. Como ejemplo podemos poner el caso de
la cebolla para ginogénesis, o el de la colza para androgénesis (Segui Simarro, 2010). La
optimizacion de protocolos ha avanzado considerablemente y ha facilitado su uso en
programas de obtencidon de semilla hibrida, de manera que ya hay disponibles una gran
cantidad de cultivares, principalmente en Brassica y cereales, cuyas lineas puras se han
obtenido mediante la tecnologia DH.

1.3.1 Induccién de androgénesis

Las microsporas son células haploides precursoras de los granos de polen que proceden
de la division meiodtica que se da en las células madre de polen diploide. En su desarrollo
normal, las microsporas se preparan durante la interfase, e iran aumentando
progresivamente su volumen hasta alcanzar un estado de desarrollo adecuado para la
divisién asimétrica que dard lugar al grano de polen. El proceso desde su primera division
hasta la formacion del grano de polen maduro se divide en varios estadios de desarrollo:
el estadio de tétrada, el estadio de microspora propiamente dicho (joven recién liberada,



media y vacuolada), y el estadio de grano bicelular (joven, medio y maduro; Gomez,
1993). La induccién de androgénesis puede darse bajo ciertas condiciones de cultivo in
vitro de las microsporas, y es imprescindible que éstas se encuentren en un estadio de
desarrollo concreto, como se detallard mas adelante.

La androgénesis es una de las herramientas mas Utiles para la obtencion de plantas DHs
en diversas especies de angiospermas. Para la obtencién de embriones haploides
mediante androgénesis se puede emplear la antera completa o las microsporas aisladas.
El cultivo de anteras es la técnica mas antigua y también la alternativa mas sencilla. Para
ello se recolectan yemas florales con las microsporas en la etapa de desarrollo adecuada,
se extraen las anteras, y se cultivan en un medio de cultivo especifico para cada especie.
Con el tiempo los tejidos somaticos degeneran y se necrosan, mientras que las
microsporas prosiguen su desarrollo y generan embriones haploides que emergen de la
antera. Estos embriones se pueden subcultivar in vitro bajo ciertas condiciones,
generandose una planta completa. No se necesita una gran infraestructura para este
método, lo que hace que sea una opcién muy empleada. Ademas, durante las primeras
etapas del desarrollo los tejidos de la antera favorecerdn el crecimiento de las
microsporas. Esta metodologia presenta, sin embargo, algunos inconvenientes que
deben considerarse. Por un lado, el hecho de no eliminar el tejido somatico diploide de
la antera hace posible la aparicion de regenerantes que provengan de éste, los cuales son
diploides, pero no homocigotos. Por lo tanto, es necesario evaluar cada embrién de
manera individual mediante el uso de marcadores moleculares. Ademas es una técnica
con una eficiencia baja, ya que el nimero de embriones obtenidos por antera es limitado
(Segui Simarro, 2010).

El cultivo de microsporas aisladas es una alternativa al cultivo de anteras que evita los
inconvenientes de éste, ya que el material de partida consiste exclusivamente en células
haploides, evitando el tejido somatico y los posibles regenerantes a partir de este. En este
caso extraemos las microsporas de la anteray las cultivamos en un medio liquido. Se trata
de un método mucho mas eficiente pues genera mas embriones y mas rapidamente, y
su principal ventaja es que todos los embriones son haploides o DHs. Esta técnica, sin
embargo, también tiene inconvenientes como una mayor exigencia a nivel de
infraestructura, y requiere de un mayor cuidado en su manejo para evitar
contaminaciones y dafios a las microsporas aisladas. A pesar de esto, es el método mas
usado para muchas especies por su eficacia y rapidez a la hora del obtener haploides y
DHs (Segui Simarro, 2010).

La figura 4 muestra el desarrollo normal de las microsporas dentro de una antera (Figura
4 A), asi como la ruta androgénica que deriva en la embriogénesis a partir de microsporas
binucleadas o vacuoladas (Figura 4 B) en anteras tratadas. Las microsporas vacuoladas o
el polen bicelular sometidos a estrés pueden cambiar su patron de desarrollo normal, y
activar una ruta embriogénica. Los embriones haploides generados a partir de
microsporas acabarian desarrolldndose en plantas haploides o DHs (Figura 4 B). En
algunas ocasiones, dependiendo de la especie, se activa un patrén de desarrollo
indiferenciado de la microspora que da lugar a una estructura de tipo callo, a partir del
cual se podrian obtener plantas haploides o DHs por procesos de organogénesis (Figura
4 C). La mayoria de las microsporas aisladas mueren después de exponerse al estrés



térmico (Figura 4 E), y algunas otras contintan su camino de desarrollo original formando
granos de polen (Figura 4 D).

bicelular

Microspora
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Figura 4. Diferentes rutas para la reprogramacion del desarrollo gametofitico de la microsporas o polen. (A) Ruta
gametofitica natural. (B) Desvio de la ruta normal hacia la embriogénesis. (C) Ruta alternativa donde se da lugar a un
callo capaz de regenerarse en plantas haploides/DHs. (D) Desarrollo normal de microsporas. (E) Muerte celular en
las fases tempranas del proceso de androgénesis ( Adaptado de Segui-Simarroy Nuez, 2008).

Si bien la induccién de androgénesis ha sido y es en la actualidad un proceso usado para
muchas especies, todavia quedan aspectos por elucidar. Los principales retos a los que
se enfrenta la ciencia en el campo de la androgénesis son:

e Una mejor comprensién de los procesos moleculares y celulares que subyacen a
la formacion de plantas haploides.
e |anecesidad de establecer nuevos protocolos para especies recalcitrantes.

Durante varias décadas los avances en los protocolos in vitro de produccién de dobles
haploides han estado principalmente basados en enfoques de prueba vy error.
Desentrafiar los mecanismos subyacentes a la induccién embriogénica nos ayudaria a
identificar nuevos objetivos y disefiar nuevas estrategias para mejorar la eficiencia de los
sistemas empleados para la androgénesis in vitro, incluso en especies recalcitrantes
(Testillano, 2019).

1.3.2 Factores que influyen en la obtencion de dobles haploides
Uno de los principales factores que afectan a la eficiencia de la induccién de DHs es el

genotipo de la planta donante (Dwivedi et al., 2015). Esta recalcitrancia genética se da no
solo a nivel de especie, sino también a nivel varietal, existiendo variedades de alta y de
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baja respuesta androgénica. Dentro de la familia Brassica, B. napus responde mejor a la
embriogénesis de microsporas en comparacion con B. juncea. Adema3s, los genotipos de
invierno de B. napus responden mejor que los genotipos de primavera (Chanana et
al.,2005). Es tal la dependencia genética de la respuesta androgénica que incluso dentro
de una misma variedad se han descrito diferentes tipos de respuesta entre diferentes
lineas DHs. La linea de colza DH4079 se usa rutinariamente como modelo de
embriogénesis de microsporas por su elevada respuesta androgénica (Ferrie y Mollers,
2011), mientras que la linea DH12075 es altamente recalcitrante (Chanana et al., 2005).

Ademads del factor genético, hay otros factores que influyen en la eficacia del proceso
androgénico (Takahata et al.,1991):

e Elmedio de cultivo de las anteras o microsporas.

e FEl tamafio de la yema, que determinard el estadio de desarrollo de las
microsporas contenidas en las anteras.

e Lascondiciones de crecimiento de las plantas donantes. La respuesta androgénica
suele ser alta cuando las plantas se cultivan en condiciones ambientales
controladas (por ejemplo, fitotrén). El estrés provocado por el frio incrementa la
frecuencia de embriogénesis de microsporas (Dwivedi et al., 2015).

e FEl estado fisiologico de las plantas donantes. La frecuencia de la androgénesis
suele ser mayor en las anteras recogidas al comienzo del periodo de floracion, y
disminuye con la edad de la planta (Bhojwani et al.,1997).

e Los analisis de viabilidad celular han demostrado que hay un marcado aumento
en los niveles de muerte celular después de la extraccion y del tratamiento de
estrés térmico. Este estrés es otro factor muy importante ya que nada mas aislar
las microsporas ya hay porcentajes de muerte importantes, en torno al 46%, y
este porcentaje se incrementa exponencialmente después del estrés térmico
(Pérez-Pérez et al., 2019).

e Algunas hormonas, como el dcido salicilico, las auxinas, las citoquininas, el acido
abscisico (ABA) y el acido jasmonico, regulan la transduccion de sefiales
inductoras embriogénesis (Ahmadi et al., 2018).

1.4 Regulacién hormonal en la androgénesis

El desarrollo de la embriogénesis de microsporas implica una compleja alteracién de la
sefializacién hormonal, aunque su interaccion y funciones en su desarrollo adn no se
conocen con exactitud. Ademas, procesos como la autofagia y la actividad de proteasas
son cruciales en la respuesta al estrés, mientras que la reprogramacion celular y la
adquisicién de totipotencia estan reguladas por mecanismos hormonales y epigenéticos
(Testillano, 2019).

Las auxinas son posiblemente el grupo de hormonas mas estudiado en el desarrollo
general de la planta, ya que es un regulador clave de la divisidon celular y la diferenciacién
(Teale et al.,2006; Weijers et al.,2018). Se ha documentado que los factores de estrés
abidticos pueden afectar a la homeostasis de las auxinas produciendo una gran variedad
de respuestas en las células vegetales. En diferentes estudios se ha podido observar una
acumulacién de auxinas enddgenas en la reprogramacion de las microsporas in vitro en
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B. napus (Prem et al., 2012; Rodriguez-Sanz et al., 2015). Se han realizado tratamientos
farmacoldgicos con inhibidores de los transportadores de las auxinas y se ha llegado a la
conclusion de que perturban la induccion y la progresion de la embriogénesis, lo que
resulta en una menor produccién de embriones. De igual forma se ha visto que la
biosintesis de auxinas es necesaria para que se produzca la embriogénesis (Rodriguez-
Sanz et al., 2015).

Junto con las auxinas, las citoquininas son reguladores hormonales clave en la planta. El
equilibrio de estas dos hormonas, que generalmente actlan de manera antagdnica,
controla la divisién y la diferenciacién celular. El efecto de las citoquininas en el control
de la embriogénesis de microsporas, sin embargo, es mucho mas limitado. Sabemos
mucho menos sobre el papel de las citoquininas en el desarrollo general de la planta que
sobre la auxinas (Duran-Medina et al.,2017). Se ha visto de manera preliminar que las
auxinasy las citoquininas tienen patrones opuestos de distribucién en el desarrollo de las
microsporas para dar lugar a embriones, lo que sugiere que tienen una localizacion
espacio-temporal definida durante la embriogénesis (Testillano, 2019).

Por otro lado, el ABA juega un papel fundamental tras el estrés térmico en las
microsporas de genotipos de altay baja respuesta. La aplicacién de estrés por calor, como
el que se emplea para inducir la androgénesis en microsporas de colza, modula los niveles
enddgenos de hormonas asociadas al estrés, como el ABA, que es particularmente (til
para contrarrestar los efectos adversos generados (Wahid et al.,, 2007). Durante la
embriogénesis, gran parte del ABA parece provenir del suspensor, que puede suministrar
ABA o precursores metabdlicos de ABA al embrién (Hays et al.,2001). Se ha visto que la
adicion de ABA al medio de cultivo promueve la induccién y crecimiento de callos a partir
de microsporas aisladas de berenjena, debido a un aumento en la tasa de division y en la
velocidad de division de las microsporas (Corral-Martinez y Segui-Simarro, 2014).
Ademds, el ABA juega un importante papel en la respuesta frente a patdgenos,
promoviendo la resistencia mediante la inhibicién de la entrada a través del cierre
estomatico o mediante la induccion de depdsitos de calosa en las regiones de infeccién
(Cutler et al., 2010), proceso que es dependiente de ABA (Kaliff et al.,2007). De hecho, la
sintesis y deposiciéon de calosa se ha descrito como un evento diferencial entre
microsporas inducidas y no inducidas tras el estrés (Rivas-Sendra et al., 2019). El papel
del ABA en la deposicidn de calosa en microsporas inducidas, sin embargo, queda por
dilucidar.

1.5 Calosay la capa subintinal durante la embriogénesis de microsporas

Las microsporas inducidas a embriogénesis presentan tres envolturas celulares definidas
y distinguibles (Figura 5). Ademas de las dos capas tipicas, la exina (ex) en su parte mas
externa y la intina (in) en su parte mas interna, las microsporas presentan una capa
subintinal interior (sl), sobre la membrana plasmatica (pm) y por debajo de la intina. La
envoltura celular de las microsporas es una estructura dindmica cuya composicion
cambia drasticamente al entrar en la androgénesis. Durante el desarrollo de la
microspora se acumula calosa como un componente principal de la capa subintinal,
critica para el desarrollo adecuado de las microsporas embriogénicas (Rivas-Sendra et al.,
2019). Las propiedades de las moléculas de calosa la hacen adecuada para crear barreras
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fisicas y quimicas que pueden ejercer un efecto protector de las microsporas durante las
primeras etapas de su desarrollo embriogénico.

Figura 5. Imagen de microscopia
electrénica donde se aprecia la
envoltura externa de las microsporas
compuesta por una capa externa de
exina (ex), sequida de la intina (in), y la
capa interior subintinal (sl) en una
" microspora de Brassica napus. Barra de
escala 200 nm. (ct: citosol, mp:
membrana plasmdtica; ve: vesiculas
Adaptado de Parra-Vega, et al., 2015)

Con todo lo expuesto, nos planteamos la hipdtesis de que el ABA pueda ejercer un papel
inductor de la androgénesis por el aumento de la sintesis y acumulacion de calosa en la
capa subintinal de microsporas de colza, lo cual supondria una mayor proteccion de éstas,
y una mayor tasa de supervivencia durante su cultivo in vitro. No podemos descartar, sin
embargo, que el ABA pueda ejercer un papel directo en la regulacién transcripcional de
genes implicados en la formacidén de embriones.
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2 Objetivos

Estudiar el efecto de la aplicacién de ABA en la viabilidad de microsporas
vacuoladas y/o binucleadas aisladas de lineas de B. napus de alta (DH4079) y
de baja (DH12075) respuesta androgénica.

Estudiar los efectos de la aplicacion de ABA exdgeno sobre la respuesta
embriogénica de microsporas aisladas de lineas DHs de B. napus de alta

respuesta (DH4079) androgénica.

Observar por microscopia confocal la acumulacion de calosa de microsporas
aisladas en respuesta a la aplicacion de ABA.
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3 Materiales y métodos

3.1 Material vegetal

Se utilizaron dos lineas DHs de colza (Brassica napus Topas) de alta (DH4079) y baja
(DH12075) respuesta androgénica. Las plantas se cultivaron en cdmaras a 22°C y
fotoperiodo 16/8 hasta el momento de su floracion, tras lo cual se pasaron a condiciones
inductivas (15°C, luz continua). Estas plantas se aclimataron al menos dos semanas antes
de ser utilizadas. Alternativamente, en los meses de marzo a mayo se usaron plantas
crecidas en parcela bajo condiciones ambientales adecuadas (noches frias, dias
templados).

3.2 Meétodo de extraccion de microsporas de colza

Tras recolectar las yemas florales (Figura 6 A) se mantuvieron en frio hasta la extraccion
de las microsporas para evitar su degradacién e impedir que se aclimataran a una
temperatura mas alta para aplicar un estrés térmico de una forma mas efectiva. Se midid
la longitud de las yemas de forma individual, y se agruparon en intervalos de tamafio.
Para las plantas de alta respuesta del fitotron ya teniamos comprobados los intervalos
que mejor funcionaban de 3 a 3,2 mm, 3,3a 3,4 mmy 3,5a 3,6 mm. Para las plantas
crecidas en el exterior tanto de alta como de baja respuesta hubo que comprobar qué
longitud de yema tenian las microsporas en el estadio 6ptimo. Se realizd una seleccion
de intervalos. Para la linea de baja respuesta (DH12075) se consideraron los siguientes
intervalos: 2-2,4 mm; 2,5-2,7 mm; 2,8-3 mm;3,1-3,4 mm. Para la linea de alta respuesta
(DH4079) se consideraron los siguientes intervalos: 2,8-3,1 mm; 3,2-3,4 mm; 3,5-3,7 mm;
3,8-4 mm. Tras estudiar el estadio de las microsporas en las yemas, seleccionamos los
intervalos que contenian las microsporas en los estadios adecuados (vacuoladas y polen
bicelular). Para la variedad DH4079 los intervalos adecuados fueron de 3,1-3,4 mmy 3,5-
3,7 mm. En el caso de DH12075 los intervalos seleccionados fueron de 2,7-3 mm vy de
3,1-3,4 mm. Para evaluar su longitud se empled una lupa binocular con una escala
micromeétrica acoplada en uno de los oculares (Figura 6 B, C). Durante todo el proceso de
medicién las yemas se mantuvieron en frio para ralentizar el desarrollo de las
microsporas durante la extraccién e inducir mejor el estrés aplicado (Figura 6 D). Se
emplearon varios intervalos para asegurarnos que cogemos las microsporas en su estadio
6ptimo de desarrollo. El aislamiento de microsporas de yemas florales del tamafio
adecuado se realizd segun el protocolo propuesto en Corral-Martinez et al, 2018, con
ligeras modificaciones. Realizamos todo el experimento bajo condiciones estériles en
campana de flujo laminar. Las yemas florales de diferentes intervalos se mantuvieron
separadas durante todo el proceso de extraccion (Figura 6 E). Primero se desinfectaron
las yemas florales de manera superficial con una solucion de hipoclorito de sodio a 20 g/L
durante 10 minutos. Luego se realizaron tres lavados de 1, 5y 10 minutos con agua estéril
(Figura 6 F).

Tras desinfectar las yemas, se extrajeron las microsporas mecdnicamente por
aplastamiento con un émbolo de jeringuilla, esterilizado previamente en alcohol, en
medio NLN-13 (Tabla 3), previamente esterilizado por filtracion con filtros de tamafio de
poro de 0,2 uM de didmetro.
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Figura 6. Procedimiento para la diseccion y desinfeccion de yemas de colza. (A) Inflorescencia de colza crecida en
fitotrdn con yemas cerradas de diferentes tamafios. (B) Inflorescencia de donde se extrajeron individualmente las
yemas con las pinzas para colocarlas en la lupa para la medicién de su tamafio. (C) Yema de colza vista a la lupa
estereoscdpica con escala micrométrica acoplada en uno de sus objetivos. (D) Conjunto de yemas pertenecientes a
diferentes intervalos mantenidas en hielo. (E) Filtro de té utilizado en la esterilizacion para mantener juntas las
yemas de cada intervalo. (F) Proceso de esterilizacion superficial de las yemas agrupadas por intervalos.

NLN-13 de colza

NLN Salt mixture 0,39 g/L
NLN Vitamin mixture 1,04 g/L
Calcium nitrate 4H>0 0,5g/L
Sacarosa 130 g/L

Tabla 3. Componentes del medio de cultivo de
microsporas de colza, NLN-13

El extracto de microsporas se filtrd con filtros de nailon de 41 um de tamafio de poroy
se recogio el filtrado en tubos estériles de 14 ml (Figura 7 A). Este extracto inicial se llevd
a 10 ml de volumen. A continuacion, se realizaron 3 lavados con sacarosa al 13%. Para
cada lavado se centrifugd a 820 rpm durante 4 minutos en una centrifuga a 4°C, y se
resuspendié el precipitado obtenido en 10 ml de sacarosa al 13% (Figura 7 B, C). Tras la
Ultima centrifugacion se resuspendiod el precipitado en 1 ml con medio NLN-13. Las
microsporas aisladas se cuantificaron con una camara de Neubauer y un microscopio
Optico Nikon Eclipse E1000. Para ello se pipetearon 10 ul en cada una de las 2 cdmaras
de la cdmara de Neubauer (Figura 7 D), y se realizo el conteo por duplicado. Se considerd
un valor promedio de ambos conteos, siempre que la diferencia de éstos no fuera
superior al 20%. Finalmente se afiadio el volumen de medio NLN-13 necesario para llevar
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el preparado de microsporas a una concentracion de trabajo final de 40.000
microsporas/ml, segin la férmula matematica para calcular el volumen final:

N *FD

Volumen final = T Ve

Siendo N el numero de células resultante del promedio de dos conteos, FD el factor de
dilucién (en nuestro caso 1), C la concentracion de microsporas en la disolucién final
(40000 microsporas/ml) y VC el volumen de la camara (0,0001 ml). La suspensién de
microsporas a la concentracion deseada y para cada intervalo se plaqued en placas
multipocillo de 24 pocillos 0 en placas de 1 mLy 3 mL, seguin el experimento (Figura 7 E).
Se incubaron 72 horas a 33°C en oscuridad para inducir la embriogénesis, y
posteriormente se pasaron a temperatura ambiente en oscuridad el tiempo necesario,
segun el experimento (Figura 7 F).

Figura 7. Procedimiento para el aislamiento de microsporas de colza y posterior cultivo in vitro. (A) Filtro de nylon de
41 um sobre un embudo esterilizado previamente en autoclave. El Erlenmeyer sirve como soporte para el tubo conico.
(B) Centrifuga y condiciones empleadas para la sedimentacion de las microsporas. (C) Pellet obtenido tras la
centrifugacion de las microsporas. (D) microsporas en la cdmara de Neubauer para realizar el conteo celular. (E) Placas
de cultivo in vitro empleadas. Cada placa contiene un cultivo celular de 1 m/ con una densidad de 40000 microsporas
por ml. (F) Condiciones de incubacién de los cultivos de microsporas a 33 C.

3.3 Medida del PH en el medio con distintas concentraciones de ABA

En un vaso de precipitados se puso un volumen de 30 ml de medio NLN-13 filtrado,
idéntico al que se uso en las preparaciones de microsporas. Se preparé medio con tres
concentraciones diferentes de ABA, 0,5 nM, 500 nM ABA y 5000 nM ABA, ademas de la
preparacion control suplementado con la cantidad correspondiente de solvente (Tris-HCl
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pH 9). El pH fue medido con un pHmetro (Sartorius) previamente calibrado segun
instrucciones del fabricante.

3.4 Tincion vital de microsporas con FDA

Se ha utilizado la tincion con diacetato de fluoresceina (FDA) para medir la viabilidad de
las microsporas. El colorante penetra en las células y tanto las hidrolasas de las
membranas como las esterasas citoplasmaticas lo hidrolizan. El colorante hidrolizado
emite fluorescencia verde a 510 nm cuando es irradiado por luz azul de 493 nm. Se
empled una concentracion final de 0,001% de FDA a partir de un stock al 0,2% en acetona
mantenido a -20°C. Tras la adicién de la cantidad correspondiente de stock a la placa de
cultivo, esta se incubd 5 min a temperatura ambiente en oscuridad. La fluorescencia se
observd con un microscopio de fluorescencia Zeiss Axiovert 40 CFL.

3.5 Fijaciony tinciones de microsporas

La preparacion de microsporas se fijé en paraformaldehido al 4% en 1x TBS. Inicialmente
se diluyd por un lado 10x PBS pH 7 comercial a PBS 1x pH 7, y por otro una ampolla de
10 ml de paraformaldehido al 16% en 30 ml de tampdn PBS 1x pH 7. Esta preparacion se
alicuotod en eppendorf de 1,5 ml y se guardé a -20°C.

Para la fijacion se tomaron 2 ml del cultivo de microsporas, y se centrifugd a 8.000 rpm
durante 2 minutos. Se elimind el sobrenadante y se resuspendid el precipitado en
paraformaldehido 4%. La suspension de microsporas en fijador se incubd 24 horas a 4°C
en oscuridad. Después se realizaron tres lavados con PBS 1x, y en el dltimo lavado se
eliminé el sobrenadante. El precipitado resultante se resuspendioé finalmente en PBS +
0,1% paraformaldehido, y se almacend a 4°C hasta el momento de su tincion.

Las microsporas se tifieron inicialmente durante 10 min con yoduro de propidio (PI, Fluka)
en PBS, cuya interaccidon con las membranas lipidicas nos permite observar la periferia de
las microsporas, su citoplasma y dacidos nucleicos. A continuacion, se realizd una
contratincion con azul de anilina (AB, Fluka) durante 20 min a temperatura ambiente para
la observacion de la calosa. Tras cada tincién se realizaron tres lavados con PBS 1x.
Finalmente se resuspendieron las microsporas tefiidas en 10 pl de TBS 1x, y se montd la
preparacion en un portaobjetos para su visualizacién en microscopio confocal (Confocal
Zeiss 780). La sefial especifica del yoduro de propidio se observo recogiendo la luz emitida
a 617 nmy la de azul de anilina a 365 nm. Las imagenes se procesaron con el uso del
programa informatico Fiji/Image).

3.6 Andlisis estadisticos

El analisis de normalidad de los datos se realizé mediante el test de Shapiro-Wilks. La
significatividad estadistica de los datos con distribucion normal se realizé mediante la
prueba paramétrica de la ANOVA. La significatividad estadistica de los datos de
distribucién no normal se realizé con el test de Friedman. Estos calculos fueron llevados
a cabo con el programa Infostat y con Excel. Para la significatividad estadistica de datos
se escogid un p-valor de 0,05 en todos los casos.
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4 Resultados

4.1 Selecciéon de intervalos

La aplicacion de un estrés térmico sobre microsporas de colza puede activar una ruta de
desarrollo embriogénico, obteniéndose asi embriones haploides. Para este proceso es
fundamental que la microspora se encuentre en el estadio de microsporas vacuoladas
y/o polen bicelular joven. En este trabajo se ha empleado la longitud de las yemas florales
como una estimacion indirecta del estadio de las microsporas que contienen. El estadio
de desarrollo exacto de las microsporas, sin embargo, puede diferir ligeramente segun
genotipos y condiciones ambientales en el momento de la toma de muestras. Por esta
razon, con el fin de inferir a priori la relacidon entre longitud de yema y estadio de
desarrollo de las microsporas en nuestros genotipos y condiciones de cultivo, se observd
el estadio mas frecuente de las microsporas contenidas en yemas de diferentes rangos
de longitud. Para ello se analizd por tinciones DAPI el estadio de las microsporas
contenidas en cuatro intervalos de longitud de yema extraidas de plantas tanto de la linea
de baja respuesta DH12075 (2-2,4 mm; 2,5-2,7 mm; 2,8-3 mm; 3,1-3,4 mm), como de
alta respuesta DH4079 (2,8-3,1 mm; 3,2-3,4 mm; 3,5-3,7 mm; 3,8-4 mm).

La figura 8 muestra imagenes de contraste de fases (Figura 8 A, C, E, G) y fluorescencia
(Figura 8 B, D, F, H) de microsporas tefiidas con DAPI que han sido aisladas de yemas de
distintos intervalos de plantas de la linea de baja respuesta DH12075 crecidas en
condiciones ambientales naturales (plantas de exterior, PE). Las microsporas contenidas
en yemas de intervalos 2-2,4 mm (Figura 8 A, B) y 2,5-2,7 mm (Figura 8 C, D) presentan
un nucleo central de gran tamafio, lo cual indica que se trata de microsporas jovenes o
medias. Para longitudes de yema superiores, sin embargo, podemos observar algunos
nucleos desplazados lateralmente debido a la presencia de una vacuola de gran tamafio
en el centro de la célula (Figura 8 E, F, G y H). De este experimento concluimos que los
intervalos de longitudes 2,8-3 mm (Figura 8 E, F) y 3,1-3,4 mm (Figura 8 G, H) son los que
mas nos interesan para el estudio de la androgénesis en microsporas aisladas de yemas
de la linea DH12075 en condiciones ambientales de crecimiento.

De manera analoga hemos analizado las microsporas aisladas de yemas de la linea de alta
respuesta DH4079 crecidas en el exterior. La figura 9 Ay B muestran microsporas aisladas
de yemas de 2,8-3,1 mm, las cuales presentan el nicleo centrado caracteristico de un
estadio de microsporas medias. En las figuras 9 C y D, correspondientes a tamafios de
yema de 3,2-3,4 mm, las microsporas contienen nucleos desplazados lo cual indica que
se trata de microsporas vacuoladas. Esta morfologia se observé también en microsporas
aisladas de yemas de 3,5-3,7 mm (Figura 9 E, F). Por ultimo, las microsporas contenidas
en intervalos de tamafio de yema de 3,8-4 mm (Figura 9 G, H) se han desarrollado en
granos de polen maduros, los cuales son incapaces de desarrollar embriones, por lo que
quedan fuera de nuestro interés. Con esta informaciéon hemos observado que para la
variedad DH4079 los mejores intervalos de tamafio de yema para el estudio de la
androgénesis de microsporas son 3,2-3,4 mmy 3,5-3,7 mm (Figura9C, D, E, F).
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Figura 8. Imdgenes de los estadios de las microsporas de colza aisladas de la linea de baja respuesta androgénica
DH12075 tefiidas con DAPI. Las imdgenes se registraron con un microscopio de fluorescencia a 40X (A,E,G) con
contraste de fases, (C) en campo claro, y (B,D,F,H) con fluorescencia. Tamafios de yema comprendidos entre (A,B)
2-2,4mm, (C,D) 2,5-2,7 mm (E,F) 2,8-3 mmy (G,H) 3,1-3,4 mm. Barra de escala: 100 um.

Figura 9. Imdgenes de los estadios de las microsporas de colza aisladas de la linea de alta respuesta androgénica
DH4079 tefiidas con DAPI. Las imdgenes se registraron con un microscopio de fluorescencia a 40X (A,E,G) con contraste
de fases (C) en campo claro 'y (B,D,F,H) con fluorescencia. Tamafios de yema comprendidos entre (A,B) 2,8-3,1 mm,
(C,D) 3,2-3,4mm (E,F) 3,5-3,7 mm y (G,H) 3,8-4 mm. Barra de escala: 100 um.

4.2 Resultados medidas de pH

La adicion de un compuesto dcido como el ABA al medio ya formulado podria provocar
cambios en el pH que podrian alterar el desarrollo normal de las microsporas en el medio
de cultivo y, en definitiva, su potencial androgénico. El medio NLN-13 esta tamponado y
hemos afiadido un volumen relativamente pequefio de un acido débil, por lo que las
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posibilidades de modificacion de su pH en nuestras condiciones experimentales son
bajas. Sin embargo, dada la susceptibilidad del proceso de androgénesis a las condiciones
de cultivo in vitro, hemos realizado un analisis preliminar para corroborar la estabilidad
del pH en las distintas condiciones ensayadas en el trabajo. Para ello, hemos medido el
pH tras afiadir a un volumen determinado de medio de cultivo a temperatura ambiente,
los volumenes de stock de ABA para obtener las diferentes concentraciones finales de
experimentacion (Tabla 4).

Concentracion pH
5000 nM 5,96
500 nM 5,96
0,5nM 5,92
Control 5,91

Tabla 4. Mediciones de pH del medio
NLN-13 con distintas concentraciones
de ABA.

El pH, que estaba previamente ajustado a 5,8, se volvido a medir con 3 concentraciones
diferentes de ABA (0,5 nM, 500 nM y 5000 nM), ademas de una condicién control a la
que se afiadié el mayor volumen del tampdn correspondiente (Tris-HCl pH 9). Se
escogieron inicialmente las concentraciones tan elevadas para ver si en las condiciones
mas desfavorables la adicion de ABA alteraba el pH del medio. Este analisis muestra que,
para ambas concentraciones, 5000 nM y 500 nM, el valor del pH es de 5,96 y 5,96,
respectivamente, observdndose un cambio despreciable comparado con el valor del pH
del medio control, 5,91 (Tabla 4). Para la concentracién de 0,5 nM, el pH calculado fue
de 5,98 (Tabla 4), practicamente igual al del medio control. Los pequefios cambios
pueden atribuirse a la variabilidad de tomar distintas mediciones. La diferencia del valor
del pH obtenido con respecto al pH de 5,8 inicial puede deberse a que se quedaran
algunos componentes del medio en el filtro tras la esterilizacidn. En cualquier caso, estos
cambios de pH del medio filtrado ocurren en todas las condiciones ensayadas.

4.3 Estudio de la viabilidad de las microsporas

El proceso de extraccién y cultivo in vitro de las microsporas implica un estrés celular que
conlleva generalmente una alta tasa de mortalidad. La viabilidad de las microsporas, por
tanto, es un aspecto clave para su respuesta y afecta directamente a la eficacia del
proceso. Debido a la relacién reportada entre el ABA y la sintesis de calosa (Cutler et al.,
2010), pensamos que la adicién de ABA podria favorecer la acumulacion de este polimero
en la capa subintinal de las microsporas, favoreciendo su proteccién y aumentando su
viabilidad durante las primeras etapas de cultivo. Para analizar la viabilidad de las
microsporas contenidas en yemas de los diferentes intervalos de tamafio ensayados,
hemos usado la tincion vital con FDA a distintos tiempos de incubacién y concentraciones
de ABA. El ratio de viabilidad se midid como el nimero de microsporas vivas respecto al
total observado (n=80-300 microsporas por placa) a tres tiempos: en el momento de la
extraccion atiempo 0(T0), después del estrés por choque térmico 3 dias tras la extraccion
(T3), y en estadios mas desarrollados 10 dias después de la extraccién (T10), donde ya se
puede apreciar algun embrién.

-21 -



A tiempo O (Figura 10 A, B), tras el proceso de extraccién, independientemente de la
condicidn de cultivo de las plantas donantes y de la linea, las poblaciones de microsporas
presentaban valores similares de viabilidad. Los valores medios de viabilidad se
encontraban entre un 50% y un 72,7% (Figura 10 C). Por lo general, a este tiempo se
observd una mayor viabilidad en las microsporas extraidas de yemas de mayor longitud,
que se corresponde con microsporas mas desarrolladas. Se midié la viabilidad de las
microsporas provenientes de las plantas de exterior (PE) de las lineas DH12075, DH4079,
y plantas del fitotrén (PF) de la linea DH4079. En el caso de las microsporas obtenidas de
plantas de exterior de la linea DH12075 se puede ver que el intervalo 2 (3,1-3,4 mm) tiene
una viabilidad mayor que el intervalo 1 (2,7-3 mm).

Por otro lado, las microsporas aisladas de plantas de la linea DH4079 crecidas en exterior
presentan una mayor viabilidad para el intervalo 2 (3,5-3,7 mm) que para el intervalo 1
(3,2-3,4 mm). Sin embargo, para las microsporas extraidas de plantas crecidas en fitotron
de la linea DH4079 se observa que el intervalo 1 (3-3,2mm) tiene una viabilidad
ligeramente mayor al intervalo 2 (3,3-3,4 mm), si bien los datos de viabilidad registrados
para las microsporas del intervalo 3 (3,5-3,7 mm) muestran que éstas son las que mayor
viabilidad celular presentan.
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Figura 10. Ensayos de viabilidad de microsporas a tiempo 0. (AY B) Observacion al microscopio de microsporas
tefiidas con FDA en (A) campo claro, y (B) con fluorescencia a (TO). Barra de escala: 100 um. (C) Viabilidad
media inicial de las microsporas en plantas de exterior (PE) de las lineas DH12075 y DH4079, y plantas del
fitotron (PF) de la linea DH4079, segun se indica en cada caso. Las barras de error muestran el error tipico.
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Figura 11. Efecto de la adicion de ABA al medio de cultivo sobre la viabilidad de las microsporas. Imdgenes de
microscopio de (A, C) campo claro, y (B, D) su correspondiente fluorescencia, de microsporas de colza tras (A, B) 3,y
(C, D) 10 dias de cultivo in vitro. Las microsporas fueron extraidas de plantas crecidas en fitotrdn (PF). Barra de escala:
100 um. (E) Representacion grdfica de los datos obtenidos de viabilidad de microsporas aisladas de yemas de plantas
de la linea de baja respuesta androgénica crecidas en condiciones de exterior (PE DH12075), y de la linea de alta
respuesta androgénica crecidas en condiciones de exterior (PE DH4079) y en fitotron (PF DH4079) a T3 (gris oscuro) y
T10 (gris claro). Las barras de error muestran el error estdndar. Las letras indican diferencias significativas segun lo
determinado por el test de Friedman (a<0.05).

De igual forma se realizaron tinciones con FDA para medir la viabilidad tras el estrés (T3,
Figura 11 A, B), y tras un tiempo en cultivo in vitro (T10, Figura 11 C, D). Como preveiamos,
a tiempos mas largos (T10) se registrd una reduccion mayor de la viabilidad de las
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microsporas con respecto a T3 en todas las condiciones ensayadas (Figura 11 E). De forma
global se puede inferir a partir de los resultados obtenidos que para todas las condiciones
ensayadas no se aprecia una diferencia significativa de viabilidad de las microsporas por
la adicion de diferentes concentraciones de ABA al medio de cultivo (Figura 11 E). Se
observd cémo a T10 la mayor parte de las células estaban muertas, y de las que quedaban
vivas en las placas, unas se habian desarrollado a embriones inmaduros, y otras a granos
de polen que acabaran muriendo en las condiciones de cultivo del ensayo. De esta
observacién se puede deducir que parte de las microsporas que se adaptan
satisfactoriamente al estrés generado durante el proceso generan embriones haploides
0 DHs.

4.4 Efecto del ABA en la respuesta embriogénica de microsporas de colza

Se ha observado previamente que en la respuesta androgénica de microsporas de
berenjena, el ABA promueve la induccién de callos y su crecimiento (Corral-Martinez y
Segui-Simarro, 2014). Si bien la respuesta androgénica de microsporas de colza es
diferente a la de berenjena en cuanto a la produccion de embriones, y no de callos,
hemos analizado la eficacia de ésta, medida como numero de embriones por ml a
tiempos de saturacion (1-2 meses, Figura 14 A, B, C, D), bajo condiciones control y de
tratamiento con ABA a diferentes concentraciones. Para ello, se han usado yemas
aisladas de plantas de la linea de alta respuesta DH4079 crecidas en condiciones
controladas de fitotrdn. Interesantemente, la adicion de 0.5 y 5 nM de ABA provoca un
incremento significativo del 150 y 280% de la respuesta androgénica de las microsporas,
respectivamente (Figura 12, réplica 1). Una tendencia similar fue observada en otras dos
réplicas independientes (Figura 12, réplicas 2 y 3), si bien las diferencias obtenidas no
fueron tan notorias. Los datos de respuesta androgénica obtenidos para las microsporas
cultivadas en condiciones control, sin embargo, no fueron los esperados, ya que hubo en
general una respuesta mucho mas baja de la esperada. En cualquier caso, la adicién de
ABA al medio tuvo consistentemente un efecto inductor de la respuesta androgénica en
microsporas de colza, de forma similar a lo observado previamente en microsporas de
berenjena (Corral-Martinez y Segui-Simarro, 2014).
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Figura 12. Efecto de diferentes concentraciones de ABA en la respuesta androgénica de microsporas de colza
aisladas de yemas de plantas de la linea de alta respuesta DH4079 crecidas en condiciones controladas de fitotrdn.
Los datos se obtuvieron de tres réplicas independientes (réplica 1, 2, y 3). Los datos para cada réplica y condicion
provienen del conteo de tres placas independientes. Las barras de error muestran el error estdndar. Las letras
indican diferencias significativas segun lo determinado por el ANOVA (a<0.05).

Un mayor tiempo de estrés podria suponer una mayor respuesta androgéncia, si bien se
sabe que la calidad de los embriones obtenidos, y su potencial para regenerar una planta
completa, es menor (Figura 14 C, D). Por esta razdn, se repitid el experimento
aumentando el tiempo de estrés de 3 a 6 dias a 33°C. De igual forma que antes, se ensayd
el efecto del ABA con este protocolo alternativo con yemas aisladas de plantas de la linea
de alta respuesta DH4079 crecidas en condiciones controladas de fitotrén. Los datos
obtenidos muestran que, efectivamente, un mayor tiempo de estrés supone una mayor
respuesta androgénica, obteniéndose un nimero de embriones en condiciones control
bastante mayor al que se obtiene a tres dias de estrés. Sin embargo, de manera
sorprendente podemos ver que cuando se aumenta el periodo de estrés desaparecen las
diferencias entre el control y las condiciones de tratamiento con ABA, tanto con 0,5 como
con 5 nM (Figura 13). Lo Unico que se mantuvo fue que con 50 nM hubo una caida
significativa en la respuesta embriogénica.
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Figura 13. Estudio de la respuesta embriogénica de microsporas sometidas a 6 dias de estrés por calor a 33 C.
Las barras de error muestran el error estdndar. Las letras indican diferencias significativas segun lo determinado
por el test de Friedman (a<0.05).

Figura 14. (A) Placas de cultivo de microsporas con embriones obtenidos a partir de microsporas de colza en diferentes
condiciones de cultivo in vitro. (B, C, D) Detalle de los embriones obtenidos en estas condiciones. Barra de escala (B, D)
500 um (C) 300 um.

4.5 Efecto del ABA en la sintesis y acumulacion de calosa en las microsporas

La calosa es un polimero cuyas caracteristicas fisico-quimicas pueden aportar proteccion
a las células, y cuya sintesis esta regulada por el ABA (Cutler et al., 2010). Ademas, se ha
descrito que las microsporas acumulan calosa en su capa subintinal cuando entran en un
programa de desarrollo embriogénico (Rivas-Sendra et al., 2019). Por esta razén se ha
estudiado la deposicién de calosa en las microsporas de alta respuesta DH4079 cultivadas
durante 10 dias. Para ello se realizé una tincién con yoduro de propidio para poder
observar el citoplasma y los acidos nucleicos de las microsporas que en las imagenes se
ve como un tenue fondo rojizo, y lo que mas destaca es la exina por la autofluorescencia
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(Figura 15 A, D, G). A continuacion, la preparacion de microsporas fue tefiida con azul de
anilina para observar la acumulacién de calosa (Figura 15 B, E, H). En ambas tinciones se
observd una fuerte sefial emitida por la autofluorescencia de la exina, que es inespecifica
de ambas tinciones. En las microsporas cultivadas en medio control se observd una sefial
heterogénea en algunas zonas del borde de las microsporas (Figura 15 C). Cuando se
suplementd el medio de cultivo con las distintas concentraciones de ABA ensayadas, se
observé una mayor sefial especifica para la calosa, tanto con 0,5 nM de ABA (Figura 15
F), como con 5 nM de ABA (Figura 15 I). El hecho de no observar la sefial especifica de la
calosa justo por debajo de la intina puede deberse a que la sefial de cada microspora esta
registrada de zonas de ésta alejadas del ecuador celular, ya sea por su parte superior,
como por la inferior. En cualquier caso, se ha observado una mayor acumulacién de
calosa en las microsporas cultivadas en medios con ABA (Figura 15 F, I) que en las
cultivadas en medios control (Figura 15 C).

Control

0.5 nM ABA

5 nM ABA

Figura 15. Imdgenes de microsporas tefiidas obtenidas mediante microscopia confocal. (A, D,
G) Sefial registrada por la emision de fluorescencia especifica por yoduro de propidio que nos
muestra el citoplasma, los acidos nucleicos y la autofluorescencia de la exina. (B, E, H) Sefial
registrada por la emision de fluorescencia especifica por azul de anilina que nos muestra la
acumulacion de calosa en las microsporas. (C, F, 1) Imagen compuesta de las dos tinciones.
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5 Discusion

5.1 Medidas de pH

En el presente trabajo hemos observado que la adicion de distintas concentraciones de
ABA al medio de cultivo provocan un cambio de pH despreciable y no significativo si lo
comparamos con el del medio control (Tabla 4). Los pequefios cambios observados
pueden atribuirse a la variabilidad de tomar distintas mediciones. La diferencia observada
de pH para todas las condiciones con respecto al pH inicial de 5,8 puede deberse a que
se quedaran algunos componentes del medio en el filtro tras la esterilizacién.
Alternativamente, la adicion de ABA diluido en el solvente utilizado (Tris-HCL pH 9), o de
un volumen de tampdn correspondiente en el caso del medio control, podria suponer el
ligero aumento del pH observado en los diferentes medios, comparado con el pH inicial
de 5,8. En cualquier caso, los valores de pH en medio control y en medios con diferentes
concentraciones de ABA son similares, y por tanto los resultados obtenidos en el presente
trabajo podemos considerarlos independientes del pH del medio.

5.2 Efecto del ABA en la viabilidad de microsporas

Hemos analizado en este proyecto el efecto que tiene la adicién de la hormona vegetal
ABA en la respuesta embriogénica de microsporas aisladas de colza. Para ello hemos
medido varios parametros, como la viabilidad de las microsporas y nimero de embriones
por ml en medios de cultivo con distintas concentraciones crecientes de ABA, asi como
la deposicién de calosa en la capa subintinal.

La viabilidad de las microsporas en condiciones de cultivo in vitro es un aspecto
fundamental en la eficacia del proceso androgénico. El propio proceso de extraccién
mecanica de microsporas de la antera y su posterior cultivo en condiciones de laboratorio
supone un estrés para éstas que conlleva una alta tasa de mortalidad. Se ha observado
una importante mortalidad inicial, ya que el nimero inicial de microsporas aisladas y
cultivadas se ve reducido entre un 27,3% y un 51% (Figura 10 Cy 11 E). En general no se
han observado diferencias de viabilidad entre las plantas de la linea de baja respuesta
DH12075 cultivadas en condiciones del exterior, y las de alta respuesta DH4079
cultivadas tanto en condiciones ambientales como en condiciones controladas en
camaras de cultivo. Sin embargo, se ha observado una menor viabilidad de las
microsporas mas inmaduras extraidas de yemas de menor tamafio, si las comparamos
con la viabilidad de microsporas con mayor grado de desarrollo, provenientes de yemas
de mayor tamafio.

El sometimiento a un estrés térmico de las microsporas de colza aisladas puede
desencadenar la activacién de un programa de desarrollo embriogénico. Sin embargo,
este estrés conlleva una caida de su viabilidad de mas de un 50%. La caida de viabilidad
aumenta con el tiempo de cultivo de forma progresiva (Figura 11 E). Se ha reportado un
porcentaje promedio inicial de viabilidad celular después del aislamiento de
microesporas de las anteras (antes del estrés) de 53,16 + 1.45 (Pérez-Pérez et al., 2019),
un porcentaje similar al obtenido en este estudio (entre un 72,7% y un 49%, Figura 10 C).
El ratio de letalidad de microsporas tras el estrés térmico aplicado aumenta
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considerablemente, obteniéndose ratios de viabilidad de hasta un 44,36 + 2.49 (Pérez-
Pérez et al.,, 2019). Estos valores, sin embargo, son muy superiores a lo que hemos
observado en nuestras condiciones experimentales. Estas discrepancias pueden deberse
al tiempo de aplicacién del estrés, que puede ser de un dia (Pérez-Pérez et al., 2019), o
de 3 a 6 dias, como es el caso de nuestras condiciones de experimentacién. Un mayor
tiempo de estrés conlleva, por tanto, una mayor mortalidad de las microsporas aisladas,
si bien también aumenta la eficacia de formacion de embriones (comparar Figuras 12 y
13). En cualquier caso, las microsporas vivas tras el sometimiento de estrés contintdan su
camino de desarrollo original formando granos de polen, y unas pocas entran en el
desarrollo no embriogénico seguido de pocas divisiones esporofiticas. S6lo una pequefia
fraccidon de éstas da lugar a embriones con o sin un suspensor (Ahmadi et al., 2018).

El segundo objetivo de este experimento era determinar si el ABA protegia de alguna
manera a las microsporas, y si éstas tenian una mayor viabilidad en las condiciones de
cultivo in vitro. Los resultados obtenidos muestran que ninguna de las concentraciones
de ABA ensayadas proporciona una mayor viabilidad tras 3 y 10 dias de cultivo en
microsporas aisladas de yemas, tanto en la linea de baja respuesta DH12075, como en la
de alta respuesta DH4079, en condiciones de cultivo ambientales y controladas, respecto
a las microsporas cultivadas en medio control (Figura 11 E).

Como conclusién de este apartado podemos decir que el ABA no tiene un efecto
termoprotector de las microsporas cultivadas in vitro, o que si lo tiene es demasiado sutil
para ser detectado en nuestras condiciones de experimentacién. Alternativamente, el
potencial efecto termoprotector del ABA en las microsporas podria verse encubierto por
las elevadas tasas de mortalidad celular que hemos obtenido tras el tratamiento de estrés
térmico a las que las microsporas han sido sometidas. El andlisis de viabilidad en
condiciones de estrés mas suaves, un dia a 33 °C, podria elucidar este Ultimo aspecto. En
cualquier caso, en el caso de que ABA tenga un mecanismo termoprotector sobre las
microsporas aisladas, éste sera mdas complejo de lo que en un primer momento
pensamos y estara influido por varios factores.

5.3 Efecto del ABA en la embriogénesis de microsporas

La aplicacién de ABA en cultivos de microsporas de berenjena conlleva un aumento de la
formacion de callos, que en determinadas condiciones pueden producir plantas
haploides o DHs (Corral-Martinez y Segui-Simarro, 2014). Ademas, se han reportado
algunos compuestos que especificamente mejoran la embriogénesis en microsporas de
colza. Por ejemplo, la adicién de 0.1 pg/ml de bleomicina, un glucopéptido antimicdtico,
mejora la embriogénesis (Zeng et al., 2010), si bien su adicion a altas dosis tiene un efecto
inhibidor sobre la respuesta. Los compuestos de tipo brasinoesteroides 2,4-
epibrassinolide (EBR) y brassinolide, también tienen un efecto inductor de la respuesta
androgénica sobre microsporas de B. napus (Ferrie et al.,2005). Algunas modificaciones
del medio de cultivo, como la adicion de nitrato de plata y carbdn activado, produce un
incremento de la embriogénesis (Prem y Gupta, 2008). La adicién de anti-auxina, acido
p-clorofenoxiisobutirico (PCIB) aumenta la embriogénesis (Agarwal et al.,2006). Por
ultimo, la sustitucion de polietilenglicol por sacarosa también tiene efectos positivos
sobre la embriogénesis (Ferrie y Keller, 2007).
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En el presente proyecto nos hemos planteado la hipotesis de que al ABA pueda ejercer
un papel inductor de la embriogénesis de microsporas de colza, como se ha descrito
previamente para berenjena (Corral-Martinez y Segui-Simarro, 2014). En nuestras
condiciones de experimentacion se ha observado que bajas dosis de ABA (0.5 y 5 nM)
tienen un efecto inductor sobre la capacidad androgénica, y que ésta se ve reducida a los
niveles control cuando se aplica una concentracion mayor de ABA (50 nM). Este efecto
se ha observado en tres réplicas independientes, si bien la magnitud de las diferencias
obtenidas entre estas ha sido diferente (Figura 12). En nuestras condiciones de
experimentacion, sin embargo, y a pesar de la alta respuesta androgénica reportada para
la linea DH4079 (Ferrie y Mollers, 2011), la respuesta androgénica obtenida para
microsporas crecidas en condiciones control ha sido muy baja, siendo nula en algunos
casos. En cualquier caso, de los experimentos realizados podemos concluir que de forma
consistente, la adicion de ABA al medio de cultivo de microsporas de colza conlleva una
mayor respuesta androgénica en condiciones de estrés térmico moderado (3 dias a 33°C).
El mecanismo por el cual el ABA puede ejercer un papel inductor de la androgénesis
queda por dilucidar. En el escenario planteado en este proyecto, parece ser que el ABA
no afecta a la viabilidad de las microsporas a dias cortos de cultivo. Hay estudios que
proponen que el ABA puede estar implicado en la reprogramacién del desarrollo de
microsporas, si bien los resultados no son del todo esclarecedores (Zur et al., 2012). Otra
posible explicacion para este aumento de embriones es que el ABA limite el dafio
oxidativo inducido por el estrés osmoético, hecho que se basa en que ABA es un
blogueador clave de la produccion de perdxido de hidrégeno, H,0, (Ozfidan et al., 2012).
La posibilidad de que elevadas concentraciones (50 nM) de ABA tenga efectos nocivos
para las microsporas o produzca cambios de acidez en el medio queda descartada, ya que
no hemos observado una mayor mortalidad de las microsporas en estas condiciones
(Figura 11), ni un cambio en el pH del medio (Tabla 4), respectivamente. Una posible
explicacién para este resultado es que una dosis elevada de ABA provoque cambios en la
ruta a nivel metabdlico, con la consecuente alteracion de los niveles de hormonas
enddgenas asociadas al estrés (Wahid et al., 2007).

Hemos observado una mayor respuesta androgénica general de las microsporas que
fueron sometidas a un estrés de mayor intensidad (6 dias a 33°C). En estas condiciones,
la viabilidad de las microsporas a los diferentes dias no fue analizada, si bien se espera
gue un mayor estrés tenga un mayor efecto letal sobre las microsporas, a pesar de la
mayor capacidad de inducir androgénesis observada. Este experimento, a diferencia de
lo observado anteriormente, no muestra diferencias significativas entre las condiciones
analizadas (Figura 13). Esta observacion nos indica que el ABA podria tener un efecto
promotor de la androgénesis en condiciones de crecimiento que generen un estrés
moderado, pero no en las condiciones de mayor estrés, donde se activan rutas
metabdlicas y moleculares que camuflan o reducen el efecto de la adicion de ABA.
Alternativamente, el ABA afiadido al medio y sometido a 33°C durante 6 dias podria sufrir
algln proceso de modificacion o degradacion que impediria que éste tenga efecto sobre
los cultivos. Una alternativa experimental que se puede plantear seria cambiar el medio
con medio fresco tras la aplicacion del estrés.

-30 -



5.4 Efecto del ABA en la sintesis y acumulacién de calosa en las microsporas

Se sabe que la calosa se acumula en la capa subintinal durante la reprogramacion
embriogénica de las microsporas, rodeando el protoplasma. En la figura 15 C vemos como
la calosa se acumula en la capa subintinal, que es la capa mas interior que queda por
debajo de la exina (magenta) y de la intina (espacio sin tefiir). La sefial obtenida en
microsporas cultivadas en medio control muestra una distribucion heterogénea en la
capa subintinal. En la figura 15 F (0,5 nM de ABA) y | (5 nM de ABA) se observa una mayor
dispersién de la sefial especifica de la calosa por la zona media de la microspora, lo cual
seria concorde con una mayor deposicion de calosa en las microsporas tratadas con ABA.

En las imagenes obtenidas por microscopia confocal se observa una fuerte emisién de
autofluorescencia de la exina, fundamentalmente en el canal especifico del yoduro de
propidio (Figura 15 A, D, G), que es recogida ademas por el canal del azul de anilina
especifico de la calosa (Figura 15 B, E, H). Esta sefial perturba de alguna manera la
observacién de la acumulacidon de calosa en capas interiores de la microspora. Ademas,
la resolucién del microscopio no nos permite observar por separado las diferentes capas
de la microspora con el mismo detalle que otras técnicas de microscopia, como la
microscopia electrénica. Finalmente, la microscopia confocal puede tener la limitacion
de registrar la sefial de un plano Z concreto de la célula, por lo que la sefial registrada en
las imagenes podria proceder de planos inferiores o superiores de la célula, diferentes al
plano medio que se pretende captar. En cualquier caso, se ha observado una mayor
expansion de la sefial especifica que se corresponderia con una mayor acumulacién de
calosa en las microsporas en condiciones de cultivo in vitro enriquecidas con distintas
concentraciones de ABA.

El mecanismo de accién del ABA exdgeno en las microsporas se desconoce. Sin embargo,
una hipdtesis plausible es que estimula los genes responsables de la activacion de rutas
embriogénicas, de manera similar al mecanismo molecular desencadenado por el
sometimiento de las microsporas a estrés térmico. Esto tendria sentido ya que explicaria
el aumento de embriones en condiciones normales, y no tras aumentar la intensidad del
estrés. Una forma de corroborar esta hipdtesis seria por andlisis de la actividad
transcripcional de genes relacionados con la embriogénesis por RT-gPCR en microsporas
cultivadas en diferentes concentraciones de ABA.
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6 Conclusiones
Las conclusiones de los resultados obtenidos en este trabajo son:

e Las concentraciones de acido abscisico ensayadas en este trabajo no afectan al
pH del medio.

e FEl tamafio de las yemas que contienen las microsporas puede ser usado como
medida indirecta del estadio de desarrollo de éstas. Los intervalos de tamafio de
yema mas adecuados para el estudio de la androgénesis de microsporas de colza
en condiciones ambientales de crecimiento son 2,7-3 mm vy 3,1-3,4 mm, para la
linea de baja respuesta DH12075, vy 3,1-3,4 mmy 3,5-3,7 mm, para la linea de alta
respuesta DH4079.

e La adicidon de ABA al medio de cultivo de las microsporas no tiene efectos sobre
su viabilidad en ninguna de las condiciones ensayadas.

e FEl ABA afadido de manera exdgena promueve de manera llamativa la
embriogénesis a bajas concentraciones. Sin embargo, en concentraciones
superiores no parece haber diferencias con el control.

e La aplicacién de ABA en cultivos de microsporas parece aumentar la deposicion
de calosa en la capa subintinal.
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