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Resumen

RESUMEN

El olivo (Olea europaea L.) constituye uno de los cultivos mas antiguos y de mayor
relevancia de la cuenca mediterranea, tanto por su importancia econémica como por su papel
medioambiental. La importancia del olivo justifica el desarrollo de programas de mejora con el
fin de resolver algunos de los problemas que limitan la produccion de este cultivo. Sin embargo,
caracteristicas tales como su elevado nivel de heterocigosis, bajo nivel de cuajado de fruto,
dificultades en la germinacion de las semillas o largo periodo juvenil, retrasan de forma
importante la obtencion de cultivares superiores a través de métodos clasicos de mejora. Esto
hace que la mejora dependa en gran medida de la Biologia Molecular y la Biotecnologia.

La aplicacién de herramientas biotecnoldgicas requiere la disponibilidad de un protocolo
de regeneracion eficiente que permita la obtencion de plantas a partir de una sola célula. Al
igual que en otras especies lefiosas, la embriogénesis somatica es el método de regeneracion
normalmente utilizado en olivo.

Cuando se utilizan en programas de mejora, los cultivos embriogénicos deben ser
mantenidos durante periodos prolongados de tiempo, mientras se llevan a cabo los ensayos
biotecnoldgicos y los andlisis en campo. Sin embargo, el mantenimiento in vitro a largo plazo de
cultivos embriogénicos conlleva una serie de inconvenientes tales como el riesgo de pérdida del
material por contaminacién o error humano, la pérdida del potencial embriogénico o la aparicion
de variacién somaclonal. La crioconservacion se considera el Unico método efectivo y seguro
para la conservacion a largo plazo de germoplasma vegetal.

El objetivo general de esta Tesis ha sido estudiar la aplicabilidad en programas de mejora
genética de olivo de la embriogénesis somética a largo plazo y la crioconservacion.

En una primera fase se evalud el efecto del mantenimiento a largo plazo de cultivos
embriogénicos sobre la eficiencia de la embriogénesis somatica y el establecimiento ex vitro de
las plantas regeneradas. Para ello se utilizaron diez lineas embriogénicas distintas mantenidas
mediante subcultivos repetitivos durante dos y ocho afios. Independientemente del efecto del
genotipo, que en algunas fases de la embriogénesis somatica tuvo una influencia determinante,
los resultados obtenidos pusieron de manifiesto un aumento de la tasa de proliferacién con la
edad de los cultivos asi como una alteracion del patrén de proliferaciéon, presentando las lineas
antiguas un crecimiento mas rapido y desorganizado. En las fases de maduracion y
germinacién se observo una disminucion de la eficiencia que tuvo como consecuencia un
descenso significativo del potencial de regeneracién. Aunque en las lineas antiguas se obtuvo
un mayor numero de brotes por embridon somatico germinado, estos fueron significativamente
mas cortos. Las plantulas obtenidas no presentaron diferencias significativas durante las fases
de multiplicaciéon y enraizamiento y fueron transferidas con éxito a condiciones ex vitro. No
obstante, los tallos procedentes de las lineas embriogénicas mas jovenes mostraron mayor
vigor durante la etapa de elongacion, dando lugar a brotes axilares de longitud mas elevada.

En segundo lugar se abord6 la puesta a punto de un protocolo de crioconservacion
eficiente para embriones somaticos de olivo. Con este propésito, se llevd a cabo una serie de
experimentos encaminados a optimizar el método de vitrificacion en gota sobre tiras de
aluminio, desarrollado para apices de banana. Los resultados obtenidos permitieron establecer
las variables basicas del protocolo. Asimismo se comprobé que las condiciones previas de
cultivo determinan la respuesta de los embriones somaticos a la crioconservacion,
observandose un efecto significativo del método de cultivo, en medio sélido o liquido, y de la
fase de crecimiento en la que fueron recolectados los explantos. EI método de crioconservacion
no afecté de forma negativa al proceso de embriogénesis somatica en ninguna de las tres
lineas testadas. No obstante, el estudio de su aplicabilidad a un nimero elevado de lineas puso
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Resumen

de manifiesto la necesidad de una optimizacion adicional del mismo, ya que en la mayoria de
los casos no se alcanzd el 40% de recuperacion del cultivo recomendado. Con este fin se
probaron diferentes precultivos con sacarosa. Los mejores resultados se obtuvieron con un
tratamiento de 7 dias en medio ECO solido suplementado con sacarosa 0,2 M, con el que se
consiguieron tasas de recuperacion del cultivo superiores al 40% en el 90% de las lineas
testadas. La incorporacion al protocolo de crioconservacion de este pretratamiento no afectd
negativamente al proceso de embriogénesis somdtica ni al establecimiento ex vitro de las
plantas regeneradas.

Finalmente, se evalué el efecto de la embriogénesis somatica a largo plazo y la
crioconservacion sobre la estabilidad de las plantas obtenidas. Para ello, se evalué la fidelidad
al tipo de plantas desarrolladas a partir de lineas embriogénicas distintas mantenidas in vitro
mediante subcultivos repetitivos durante dos y ocho afios. Las plantas fueron analizadas
fenotipicamente, por comparacion de diferentes caracteres morfolégicos con los de plantas
control procedentes de semilla, y genéticamente, utilizando marcadores RAPDs. Todos los
parametros evaluados en el analisis morfoldgico se vieron afectados de forma significativa por
el genotipo y la edad del cultivo. El andlisis biométrico puso de manifiesto la existencia de
individuos con héabitos de crecimiento variantes. El andlisis mediante marcadores moleculares
permitid detectar variacion genética entre individuos regenerados a partir de la misma linea.
Esta diversidad aparecié en mayor grado en las lineas mantenidas durante mas tiempo. La
crioconservacion, con o sin tratamiento previo con sacarosa, no dio lugar a la aparicién de
nuevos fenotipos variantes, ni afecté de forma significativa a ninguno de los parametros
morfologicos testados. El andlisis con RAPDs puso de manifiesto la existencia de individuos
con variacion genética.
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Summary

SUMMARY

The olive (Olea europaea L.) is one of the oldest and more relevant crops of the
Mediterranean basin due to its economic and environmental importance. The importance of this
species justifies the development of breeding programmes to overcome some of the problems
limiting the productivity of this crop. However, olive features such as its high level of
heterozygosity, low fruit set, difficulties in seed germination and long juvenile period, significantly
delay the obtaining of superior cultivars through classical breeding methods. Due to these
factors, olive breeding largely depends on Molecular Biology and Biotechnology.

The application of biotechnological tools requires the availability of an efficient
regeneration protocol allowing plant regeneration from a single cell. Like in other woody species,
somatic embryogenesis is the regeneration method normally used in olive.

When used in breeding programmes, embryogenic cultures must be maintained for
prolonged time periods, while carrying out biotechnological tests and field analysis. However,
long-term in vitro maintenance of embryogenic cultures involves a series of drawbacks such as
risk of loss of material by contamination or human error, loss of embryogenic potential or
occurrence of somaclonal variation. Cryopreservation is considered the only effective and safe
method for long-term conservation of plant germplasm.

The main objective of this thesis was to study the applicability of long-term somatic
embryogenesis and cryopreservation in olive breeding programmes.

In a first phase, the effect of long-term maintenance of embryogenic cultures on the
efficiency of somatic embryogenesis and the ex vitro establishment of the regenerated plants
was evaluated. For this purpose, ten different embryogenic lines maintained by repetitive
subcultures during two and eight years were used. Regardless of the genotype effect, that in
some phases of the somatic embryogenesis process showed a decisive influence, the results
revealed an increase of the proliferation rate with culture age as well as a modification of the
proliferation pattern, presenting the oldest lines a faster and more disorganized growth. In both
the maturation and germination phases, a decrease in efficiency was observed and,
consequently, a significant decrease of the regeneration potential was found. Although in the
oldest lines more shoots were obtained per germinated somatic embryo, these shoots were
significantly shorter. Plantlets behaviour did not significantly differ during the multiplication and
rooting phases and were successfully transferred to ex vitro conditions. Nevertheless, shoots
derived from young embryogenic lines grew more vigorously during the elongation step, leading
to longer axillary shoots.

Secondly, the development of an efficient cryopreservation protocol for olive somatic
embryos was addressed. For this purpose, a series of experiments were carried out to optimize
the droplet vitrification method on aluminium foil strips, developed for banana shoot apices. The
results obtained permitted to establish the fundamental variables of the protocol. It was also
found that previous culture conditions largely determine the response of olive somatic embryos
to cryopreservation, being observed a significant effect of the culture method, in solid or liquid
medium, and the growth phase of culture at which the explants were harvested. The
cryopreservation method didn’t negatively affect somatic embryogenesis in any of the three lines
tested. Nevertheless, the study of its applicability to a high number of lines revealed the
necessity of further optimization of this method, since in most cases, the recommended 40% of
culture recovery was not reached. With this aim, different sucrose precultures were tested. The
best results were obtained with a treatment in solid ECO medium supplemented with 0.2 M
sucrose for 7 days, in which culture recovery rates higher than 40% were obtained in the 90% of
the lines tested. Incorporation of this pretreatment to the cryopreservation protocol didn’t affect
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adversely to the somatic embryogenesis process or the ex vitro establishment of regenerated
plants.

Finally, the effect of long-term somatic embryogenesis and cryopreservation was
evaluated on the stability of the plants obtained. For this purpose, fidelity to type was assessed
in plants regenerated from different embryogenic lines maintained in vitro by repeated
subculturing for two and eight years. Plants were phenotypically analysed by morphological
comparison of different features with those of control plants developed from seeds. All the
parameters evaluated in the morphological analysis were significantly affected by both genotype
and culture age. The biometric analysis revealed the existence of individuals showing variant
growth habits. Genetic analysis by using RAPD markers allowed detecting the existence of
genetic variation among plants regenerated from the same line, with greater diversity appearing
in lines maintained for longer time. Cryopreservation, with or without sucrose preculture, did not
give rise to new phenotypic variants or significantly affect any of the morphological parameters
tested. Nevertheless, RAPD analysis revealed the existence of genetically variant individuals.
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I.1. Botanica y taxonomia

El olivo (Olea europaea L.) pertenece a la familia Oleaceae, género Olea. Este género se
divide en tres subgéneros: Tetrapilus, Paniculatae y Olea, que se encuentran en Asia, Australia
y Asia, y Africa y Europa, respectivamente. En el subgénero Olea se distinguen dos secciones:
Ligustroides, con aproximadamente 10 especies, y Olea, con una sola especie, O. europaea L.,
gue se extiende por el oeste del Sahara, las islas macaronésicas (Canarias y Madeira) y la
cuenca mediterranea (Rugini et al. 2011).

De acuerdo con Green (2002), la especie Olea europaea L. puede dividirse en seis
subespecies en base a sus caracteristicas morfologicas, distribucion geografica y caracteres
moleculares: subsp. europaea (cuenca mediterranea), subsp. cuspidata (Asia, peninsula
ardbiga y este y sur de Africa), subsp. laperrinei (regién del Sahara), subsp. maroccana
(Marruecos), subsp. cerasiformis (islas Madeira) y subsp. guanchica (islas Canarias) (Fig. 1).

Figura 1. Distribucién mundial de las principales especies y subespecies del género Olea (tomada
de Rugini et al. (2011)).

Olea europaea subsp. europaea esta presente en dos formas que constituyen dos
variedades distintas: el olivo cultivado (Olea europaea subsp. europaea var. europaea) y el olivo
silvestre (Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris). El olivo cultivado incluye mas de
1000 cultivares, aunque muchos de ellos pueden ser solo variedades locales con el mismo
origen genético. También se ha propuesto que el olivo cultivado no es una especie sino un
conjunto de diferentes ecotipos adaptados elevados al rango de subespecie, los cuales se
originaron a través de mutaciones e hibridaciones naturales (Rugini et al. 2011).

El olivo es un arbol con una altura de 4 a 8 m, segun la variedad (Fig. 2). El tronco es
grueso y nudoso, con una corteza de color gris a verde grisaceo. La copa es redondeada o0 mas
0 menos lobulada. Las hojas persisten en el arbol durante 2-3 afios. Son simples,
estrechamente lanceoladas o elipticas a ovaladas y con bordes enteros. Son de color verde
oscuro por el haz y blanquecinas por el envés. La longitud del limbo oscila entre 3-9 cm y la
anchura entre 1-1,8 cm. El nervio central es muy marcado y los secundarios muy poco
aparentes. El peciolo es muy corto. En cada nudo aparecen dos hojas opuestas y los planos de
distribucién de las hojas de dos nudos consecutivos se disponen formando un angulo de 90°




Capitulo I. Introduccion general

(Rapoport 1997). Las flores son pequefias y actinomorfas (Rapoport 1997). Se disponen
formando inflorescencias axilares o terminales, denominadas paniculas, que agrupan flores
hermafroditas o andromonoicas (Green 2002). El fruto es una drupa de forma elipsoidal a
globular de longitud (1-4 cm) y calibre (0,6-2 cm) variables. El color del fruto es inicialmente
verde y en la madurez se vuelve negro, negro-violaceo o rojizo (Rapoport 1997). También se
forman frutos partenocarpicos, que se conocen como zofairones o azofairones y que no tienen
valor econdmico (Rapoport 1997).

Figura 2. Arbol de olivo.

El olivo es una especie diploide con 23 pares de cromosomas (2n = 2x = 46) (Loureiro et
al. 2007). Su gran diversidad, asi como los estudios citogenéticos, hacen suponer que se trata
de un alopoliploide que proviene del cruzamiento entre diferentes especies del genero Olea con
nameros basicos de cromosomas 11y 12 y posterior duplicacion (Acevedo-Couthinho 1956). La
falta de homologia entre los 23 pares de cromosomas que forman su cariotipo también indica
una naturaleza hibrida (Falistocco y Tosti 1996).

El tamafio del genoma del olivo varia entre distintos cultivares. Mientras que en cultivares
portugueses oscila entre 2,90 y 3,07 pg/2C (Loureiro et al. 2007), en cultivares italianos fluctia
entre 3,90 y 4,66 pg/2C (Rugini et al. 1996; Bitonti et al. 1999).

I.2. Origen y distribucion geogréfica

El origen del cultivo del olivo se sitla en Palestina (Barranco et al. 2008) y se remonta, de
acuerdo con Liphschitz et al. (1991), a la edad del Bronce (5200 afios a.C.). La continua
domesticacion del olivo en los ultimos 6000 afios a través de la hibridacion local de arboles
cultivados con poblaciones naturales ha dado lugar a la alta diversidad genética que se observa
entre los arboles cultivados en la cuenca mediterranea (Rugini et al. 2011).

Desde su lugar de origen, el olivo cultivado se propagd a otros zonas de la cuenca
mediterranea acompafiando las migraciones de diferentes civilizaciones (egipcios, fenicios,
griegos, etruscos, romanos y arabes) (Rugini et al. 2011). De esta forma, se extendié por
Chipre hacia Anatolia y, atravesando Creta, hacia Egipto; hasta poblar todos los paises
riberefios del Mediterraneo (Zohary 1994).

En el siglo XV, el olivo se expandi6 a Africa del Sur, China, Japén y Australia (Barranco et
al. 2008). Con el descubrimiento de América, pas6 el Océano Atlantico, extendiéndose hasta el
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Nuevo Mundo. En los ultimos 30-40 afios del pasado siglo ha aumentado su area de
distribucién y se han introducido olivos cultivados en paises como EE.UU., Australia, Sudéfrica,
China, Corea y otros paises asiaticos (Rugini 1995). En la actualidad, el olivo se concentra
entre los 30° y 45° de latitud, tanto en el hemisferio Norte como en el hemisferio Sur,
principalmente en las regiones de tipo mediterraneo, caracterizadas por un verano calido y seco
(Barranco et al. 2008).

I.3. Importancia econémica

El olivo constituye uno de los cultivos mas antiguos y de mayor importancia de la cuenca
mediterranea, tanto por su importancia social y econdmica como por su papel medioambiental.
Con el aumento en los ultimos afios de su area de distribucién, este cultivo ha adquirido gran
importancia econdémica a nivel mundial.

La produccién mundial y el consumo de aceite de oliva han aumentado significativamente
en los Udltimos 30 afios y se espera que continlen haciéndolo, considerando la reciente
introduccion de este cultivo en Japén, EE.UU., Australia, China, Sudamérica y Sudafrica (Rugini
et al. 2011).

El patrimonio oleicola mundial se estima en aproximadamente 1000 millones de olivos. El
90% del total se sitta en los paises del Mediterraneo, un 1,2% en el continente americano, un
0,4% en Asia oriental y otro 0,4% en Oceania.

Segun las estadisticas de la FAO (2011), la producciéon mundial de aceituna es de 19 845
300 toneladas, obtenidas en 9 634 576 ha. El 90% se destina a la extraccion de aceite y el 10%
se consume como aceitunas de mesa (Barranco et al. 2008).

Los paises del sur de Europa constituyen los principales productores de aceite de oliva
con un 75% de la produccion total mundial, siendo Espafia el principal productor (38,7%)
seqguido de Italia (21%) y Grecia (12,9%). Otros productores de aceite de oliva importantes son
Turquia, Tunez y Siria, con un 17,1%, asi como Jordania, Marruecos y Argelia (Baldoni y Belaj
2009).

La produccion de aceitunas en Espafia se ha estimado en 7 875 800 toneladas, obtenidas
en una superficie de 2 500 000 ha (FAO 2013). Este cultivo se concentra mayoritariamente en
la comunidad auténoma andaluza, con 2 914 286 toneladas de aceitunas producidas en una
superficie de 1 542 640 ha (magrama 2012). Andalucia representa la tercera parte del olivar
europeo, produciendo el 40% del aceite y el 20% de la aceituna de mesa en el mundo. Debido
a su importancia economica y al papel del olivar como elemento de cohesion social, territorial y
con un alto valor medioambiental, se ha desarrollado la ley del olivar de Andalucia (Ley 5/2011,
de 6 octubre, del olivar de Andalucia), con el fin de mejorar y modernizar la produccion del
olivar, desarrollar las zonas olivareras para el mantenimiento de la poblacién en el territorio y
mejorar la calidad del aceite de oliva.

Aunque el principal uso del olivo es el alimentario, tanto para la produccion de aceite de
oliva como de aceituna de mesa, también se utiliza para otros fines tales como la produccién de
madera, la elaboracion de productos cosméticos o el ornamental, en espacios publicos y
privados (Dominguez-Garcia 2012).

I.4. Mejora genética

En la mejora del olivo se han planteado diferentes objetivos con el fin de superar
diferentes inconvenientes que limitan la produccién de este cultivo.
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Los programas de mejora genética llevados a cabo en olivo han estado enfocados hacia
el desarrollo de nuevos cultivares, con pocos estudios dirigidos a la seleccién de patrones.
Entre los objetivos relacionados directamente con la produccién se encuentran acortar el
periodo no productivo, reduciendo el periodo juvenil, reducir la alternancia o veceria y aumentar
el nimero y tamafio de los frutos obtenidos. Los programas de mejora de olivo también han ido
encaminados a la autofertilidad y a modificar la arquitectura del arbol para adaptarlo a los
sistemas de cultivo intensivos que estan siendo aplicados actualmente, potenciando el
enanismo y la adaptacion a la recogida mecanica. Otros programas de mejora han estado
enfocados en aumentar el contenido en aceite del fruto y mejorar la calidad del aceite de oliva
(composicion de acidos grasos, contenido en fenoles, etc.) (Rugini y Baldoni 2005).

Las enfermedades y plagas provocan importantes pérdidas econdmicas. De ahi la
importancia de desarrollar genotipos resistentes a patdogenos tales como el repilo, causado por
el hongo Spilocaea oleagina, la verticilosis, causada por el hongo Verticilium dahliae, o la
tuberculosis, causada por la bacteria Pseudomonas savastanoi. La plaga mas importante es la
causada por la mosca del olivo, que ataca exclusivamente al fruto.

Distintos tipos de estrés abidtico también pueden afectar al rendimiento del cultivo por lo
gue dentro de los programas de mejora también se han incluido objetivos como la tolerancia al
frio, a la sequia o a la salinidad.

Sin embargo, la mejora genética del olivo es complicada (Bellini 1990; Rugini et al. 1995;
Fontanazza y Bartolozzi 1998). Entre las causas de esta dificultad se encuentran su alto nivel
de heterocigosis (Carboni 2000; Rugini y Gutiérrez-Pesce 2006) y el que las flores de algunos
cultivares muestren esterilidad masculina (Tombesi 1978; Fontanazza 1993; Bartolini vy
Guerriero 1995) o autofertiidad (Fontanazza et al. 1990), lo que exige una emasculacion
fastidiosa. También se incluyen un bajo nivel de cuajado del fruto (1-4%), tanto en la naturaleza
(Morettini 1972; Griggs et al. 1975) como después de una polinizacion controlada (Lavee y Datt
1978), o dificultades en la germinaciéon de las semillas, que en muchos cultivares es lenta y
tiene lugar con tasas muy bajas (Acebedo et al. 1997). No obstante, el factor que mas ha
condicionado la mejora genética de esta especie ha sido su largo periodo juvenil, que depende
del genotipo y en términos generales supera los 10 afios (Rugini y Baldoni 2005), pero que
puede prolongarse hasta mas de 15 afios (Bellini 1993). Ademas, el control genético de los
principales caracteres en seleccion todavia no se conoce (De la Rosa et al. 2003). Aspectos
como el vigor del arbol, el tamafio de la hoja y la forma del fruto parecen estar controlados por
genes principales que muestran dominancia (Bellini et al. 2002a), mientras que la herencia de
otros caracteres, como el tamafio del fruto, la intensidad de la floracion, el cuajado del fruto, el
tiempo de maduracién o el rendimiento, aun se desconoce (Parlati et al. 1994; Bellini et al.
2002a).

A pesar de estos inconvenientes, que hacen problematica la aplicaciéon en olivo de los
métodos de mejora convencionales, se han llevado a cabo programas de mejora clasica por
cruzamiento intervarietal en diferentes paises como Turquia (Arsel y Cirik 1994), Marruecos
(Rallo 1995; Leon et al. 2004a, 2007), Tunez (Trigui 1996), Israel (Lavee et al. 1999; 2003),
Grecia (Prista et al. 2003), Italia (Fontanazza et al. 1998; Bellini et al. 2002a) e Iran. En muchos
casos el proceso de seleccién sigue todavia en curso y son pocos los nuevos genotipos que se
han obtenido (Baldoni y Belaj 2009). Entre las nuevas variedades generadas se encuentran
‘Maalot’, seleccionada por su resistencia a Spilocaea oleagina (Lavee et al. 1999); ‘Barnea’,
seleccionada por su crecimiento vigoroso; ‘Askal’, seleccionada por su adaptacion y buen
rendimiento en olivares de alta densidad (Lavee et al. 2003), y ‘Kadeshon’, ‘Sepoka’ y ‘Masepo’
seleccionadas para produccion de aceituna de mesa (Lavee et al. 2004). También se han
seleccionado los cultivares italianos ‘Arno’, ‘Tevere’' y ‘Basento’ por su vigor, produccion,
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rendimiento y caracteristicas del fruto (Bellini et al. 2002).

En Espafia se inici6 en 1992 un programa de mejora de olivo con dos objetivos
principales: la precocidad de la produccion y la productividad de aceite (Rallo 1995).
Recientemente se ha descrito un nuevo cultivar, ‘Chiquitita’, obtenido a partir del cruzamiento
entre ‘Picual’ y ‘Arbequina’. Este cultivar se caracteriza por su producciéon temprana, alto
contenido en aceite y elevado rendimiento, ademas de por su bajo vigor, copa compacta y
ramas pendulares, que lo hacen adecuado para sistemas de cultivo intensivo (Rallo et al. 2008).
Posteriormente se inicié6 un programa de mejora de olivo para la obtencion de variedades
resistentes a la verticilosis, enfermedad que supone la mayor amenaza fitosanitaria para el
olivar (Ledn et al. 2013). Cuatro de los genotipos evaluados mostraron el mismo nivel de
resistencia que ‘Frantoio’, cultivar resistente a este patdgeno, y dieron resultados prometedores
en la evaluacion agronémica en campo. El nivel de resistencia y comportamiento agrondmico
de estos genotipos deberéa ser confirmado en trabajos futuros.

En definitiva, hoy dia hay mas de 1000 cultivares en uso, la mayor parte de los cuales se
han originado a partir de selecciones llevadas a cabo durante siglos por los agricultores. Sélo
algunos cultivares han sido desarrollados por mejora genética y la mayoria de ellos estan en
fase de ensayo o apenas han iniciado su difusion comercial (Rugini y Baldoni 2005).

I.5. Aplicacion de herramientas biotecnolégicas en la mejora

En el olivo, el largo periodo de generacidn retrasa la obtencién de cultivares superiores a
través de métodos clasicos de mejora por lo que, al igual que en otras especies, la mejora
depende en gran medida de la Biotecnologia y la Biologia Molecular (Baldoni y Belaj 2009).

En lo que se refiere a las herramientas de Biologia Molecular, los marcadores
moleculares que ponen de manifiesto polimorfismos en el ADN son herramientas Utiles en
estudios genéticos y en la mejora de plantas. Asi, la seleccidn asistida por marcadores permite
una evaluacion temprana de la progenie y, por lo tanto, acelerar el desarrollo de nuevos
cultivares (Rallo et al. 2008).

En olivo, los marcadores basados en el ADN han sido ampliamente utilizados, tanto en
estudios tedricos como aplicados (Bracci et al. 2011). No obstante, y a pesar de los avances
obtenidos, el conocimiento de la base genética de los caracteres de interés es escaso,
habiéndose publicado pocos mapas genéticos de esta especie (Dominguez-Garcia et al. 2012).
El primer mapa de ligamiento de Olea europaea fue elaborado por De la Rosa et al. (2003) con
la progenie del cruzamiento entre ‘Leccino’ y ‘Dolge Agogia’, dos cultivares altamente
heterozig6ticos, utilizando marcadores dominantes basados en la PCR (reaccion en cadena de
la polimerasa), tales como RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA) y AFLPs (Amplified
Fragment Length Polymorphism), y marcadores codominantes, tales como RFLPs (Restriction
Fragment Length Polymorphism) y SSRs (Simple Sequence Repeats). Posteriormente se
construyeron otros mapas utilizando RAPDs, SSRs y SCARs (Sequence Characterized
Amplified Region) con la progenie obtenida del cruce de ‘Frantoio’ x ‘Kalamata’ (Wu et al. 2004)
0 utilizando los marcadores SSRs y AFLPs con la progenie del cruzamiento de ‘Picholine
marocaine’ x ‘Picholine du Languedoc’ (El Abidine et al. 2010). Recientemente se ha descrito un
nuevo mapa, construido con la progenie del cruzamiento entre los cultivares ‘Oliviere’ y
‘Arbequina’, en el que se han detectado QTLs (Quantitative Trait Loci) con pocos efectos,
poniendo de manifiesto el control multigénico de los caracteres de comportamiento de
reproduccion. En este trabajo, se identificaron progenies con poca alternancia, que podrian
constituir un material interesante para los programas de seleccion (Sadok et al. 2013).

El desarrollo del proyecto OLEAGEN (https://chirimoyo.ac.uma.es/oleagen/) ha
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permitido avances importantes en el estudio del genoma y la mejora genética de olivo. El primer
objetivo de este proyecto ha sido el desarrollo de un mapa de ligamiento de la progenie
obtenida del cruzamiento ‘Picual’ x ‘Arbequina’ y el establecimiento de una coleccion nuclear
del Banco del Germoplasma Mundial de Olivo (IFAPA Centro de Coérdoba) basada en el analisis
genético usando marcadores moleculares. Durante la realizacion del mismo, Dominguez-Garcia
et al. (2012) desarrollaron el uso de marcadores DArT (Diversity Array Technology) en olivo,
demostrando que tenian una gran calidad y reproducibilidad y que podian constituir una
herramienta muy Util en los estudios de diversidad, descubrimiento de QTLs y mapeo en esta
especie. El segundo objetivo del proyecto fue el desarrollo de herramientas genémicas en olivo
y el establecimiento de una base de datos gendmica y agrondémica y de una plataforma
bioinformatica asociada. Finalmente, el tercer objetivo fue la identificacion de genes asociados
a la calidad del fruto y del aceite y a otros caracteres agronémicos.

En los ultimos afios también se han hecho esfuerzos en la identificacion de ESTs
(Expressed Sequence Tags), con interés especial en las secuencias expresadas durante el
desarrollo del fruto y en alérgenos del polen. Muy recientemente, la secuenciacién del genoma
de cloroplastos ha suministrado informacién novedosa sobre la secuencia de nucleotidos del
olivo (Bracci et al. 2011).

En lo que se refiere a las herramientas biotecnolégicas, la transformacién genética
representa una alternativa poderosa para acelerar el desarrollo de cultivares superiores.

En olivo, la transferencia de genes se ha llevado a cabo tanto mediante cultivo con
Agrobacterium tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes como a través del bombardeo con
particulas cubiertas de ADN (Rugini et al. 2011). En 1999, Lambardi et al. (1999) probaron
diferentes dispositivos y condiciones de bombardeo para la transformacién genética de
embriones somaticos (ES) del cultivar ‘Canino’. Paralelamente, Mencuccini et al. (1999) usaron
A. tumefaciens para introducir los genes rolABC en el cultivar ‘Dolce Agogia’ utilizando peciolos
como explantos iniciales. Posteriormente se describié la transformacion genética de ES del
cultivar ‘Canino’ con los genes rolABC de A. rhizogenes, para modificar el crecimiento vegetal, y
el gen osmoatin, para incrementar la resistencia al estrés biotico (Rugini et al. 2000; Rugini y
Gutiérrez-Pesce 2006; D"Angeli y Altamura 2007).

Utilizando ES de olivo obtenidos a partir de radiculas del cultivar ‘Picual’, Pérez-Barranco
et al. (2009) intentaron poner a punto un protocolo de transformacidon genética mediante
biobalistica empleando el sistema PDS-1000/He. No obstante, utilizando estd aproximacion no
se consiguio la transformacion estable de los tejidos embriogénicos. Mas adelante, Torreblanca
et al. (2010) desarrollaron un protocolo eficiente y reproducible de transformacion genética de
ES de olivo utilizando la cepa AGL1 de A. tumefaciens.

Ademas de su utilizacion para la aplicacion de técnicas como la transformacién genética,
el cultivo de tejidos ha contribuido de forma importante a la mejora de cultivos de interés
agronémico a través de otras aproximaciones tales como la produccién de dihaploides, la
variacion somaclonal, la mutaciéon in vitro, la seleccién in vitro, el rescate de embriones o la
micropropagaciéon de material vegetal con caracteristicas mejoradas.

La produccion de plantas de olivo homocigéticas por autofertilizacion parece muy
improbable teniendo en cuenta la caracteristica autoesterilidad y el largo periodo juvenil de la
especie. Sin embargo, las plantas homocigéticas son de gran interés para el aislamiento de
mutantes y de caracteres recesivos. El cultivo de polen y évulos se ha llevado a cabo con el
objetivo de producir plantas dihaploides por duplicacién del nimero de cromosomas. Asi, Mulé
et al. (1992) y Perri et al. (1994b) hicieron esfuerzos importantes para obtener haploides en
olivo pero los resultados obtenidos no fueron claros. Posteriormente, se aplicaron nuevos
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métodos de cultivo de microsporas aisladas conseguiendo division celular y formacién de
proembriones en el cultivar ‘Arbequina’ (Bueno et al. 2006).

El cultivo de protoplastos es (til para intentar la fusion de los mismos con el objetivo de
producir hibridos a partir de especies o variedades de cruzamiento incompatible. Ademas, los
protoplastos permiten llevar a cabo modificaciones genéticas mediante la introduccion de ADN
exdgeno por liposomas u organulos celulares (Rugini et al. 2011). En olivo, se han aislado y
cultivado protoplastos viables a partir de hipocétilos, cotiledones y hojas de brotes
micropropagados y en algunos casos se han obtenido resultados positivos (Rugini 1986; Cafas
et al. 1987; Mencuccini 1991; Perri et al. 1994a). No obstante, esta tecnologia no puede ser
aplicada por el momento porque aun no se ha conseguido la regeneracion de plantas a partir de
callo procedente de protoplastos.

El término variacion somaclonal describe la variacion genética que ocurre en células,
tejidos y plantas cultivadas in vitro asi como en las plantas regeneradas a partir de los mismos y
en su progenie (Larkin y Scowcroft 1981). Esta posibilidad de cambio hace de la variacién
somaclonal una fuente de variabilidad genética que puede ser aprovechada en programas de
mejora de cultivos. En este sentido, la variacibn somaclonal supone una alternativa para la
ampliacion de la base genética frente a métodos convencionales u otros biotecnoldgicos mas
controvertidos, como la transformacién genética. De hecho, la evaluacion y seleccién de
variantes puede resultar en el desarrollo de nuevos cultivares (Skirvin et al. 1994; Mohan 2001;
Chen et al. 2003). Analizando caracteres morfoldgicos y marcadores RAPDs, Leva y Petruccelli
(2012) describieron la aparicion de variantes somaclonales en plantas de olivo del cultivar
‘Frangivento’ regeneradas via embriogénesis soméatica a partir de cotiledones inmaduros.

La frecuencia de la variacion somaclonal se puede incrementar a través de
modificaciones en las condiciones del cultivo in vitro o mediante la utilizacibn de agentes
mutagénicos. En olivo, la irradiacion de plantulas de los cultivares ‘Leccino’ y ‘Frantoio’ dio lugar
a plantas enanas, autoestériles y con floracion tardia (Pannelli et al. 1990).

Ademads, se pueden crear condiciones de presion selectiva con agentes tanto de origen
biético como abidtico, como el filtrado de hongos, toxinas purificadas de patégenos, alta presion
osmodtica, etc.

Recientemente se ha utilizado la técnica del rescate de embriones con buenos resultados
en plantas hibridas obtenidas del cultivar ‘Mary’ y una variedad irani local (Hossein Ava y
Hajnajari 2006).

El cultivo de tejidos también permite la multiplicacion vegetativa a gran escala de plantas
de interés agronémico (Altman y Hasegawa 2012).

I.6. Métodos de regeneracion

La capacidad de una sola célula para dividirse y dar lugar a una planta completa,
conocida como totipotencia celular, es la base tebrica y experimental de la biotecnologia
vegetal moderna. La aplicacién de herramientas biotecnoldgicas requiere disponer de un
método de regeneracion eficiente que permita la obtencién de plantas a partir de una sola
célula. Este proceso de regeneracion se puede conseguir a través de dos vias: organogénesis
adventicia o embriogénesis somatica.

La organogénesis es el proceso por el cual células y tejidos son forzados a sufrir una
serie de cambios que tienen como resultado final la produccion de una estructura unipolar, que
puede ser un primordio de tallo o de raiz, cuyo sistema vascular esta a menudo conectado con
el tejido madre (Thorpe 1990). Los nuevos meritemos adventicios tienen deseablemente un
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origen unicelular, aunque hay casos en los que varias células pueden participar en la formacién
de los mismos (Marcotrigiano 1986).

En el olivo, la regeneracion de brotes via organogénesis se obtuvo por primera vez de
forma directa a partir de secciones de hipocotilo (Bao et al. 1980). Posteriormente, Cafas y
Benbadis (1988) consiguieron una alta tasa de regeneracion de brotes a partir de callos
derivados de fragmentos de cotiledones maduros de los cultivares ‘Tanche’ y ‘Picual’ (Cafas y
Benbadis 1988). Marquez et al. (1999) también describieron resultados positivos usando
cotiledones de embriones maduros del cultivar ‘Picual’. Mencuccini y Rugini (1993) y Rugini y
Caricato (1995) consiguieron obtener plantas a partir de peciolos de plantas adultas
propagadas in vitro. A pesar de esto, en la actualidad, la via organogénica no constituye un
método eficiente para regenerar plantas de olivo, aunque algunos autores la consideran una
primera etapa esencial para la induccién de embriogénesis somatica a partir de explantos de
origen adulto (Rugini et al. 2011).

La embriogénesis somatica es el proceso por el cual células somaticas se desarrollan a
través de estados de la embriogenia para dar lugar a plantas completas sin fusion gamética.
Esta técnica presenta una serie de ventajas respecto a la organogénesis adventicia entre las
gue se encuentran el origen unicelular del embrién, la ausencia de conexiones vasculares con
el tejido de origen, la produccion simultanea de apice y raiz, indices de multiplicacién elevados
y facilidad para la mecanizacién (Mathews y Wetzstein 1993).

Al igual que en otras especies lefiosas (Gupta et al. 1993), la embriogénesis somética es
el método de regeneracion normalmente utilizado en olivo (Baldoni y Belaj 2009). De hecho, en
la mayoria de las investigaciones llevadas a cabo en los Ultimos afios, los cultivos
embriogénicos constituyen los tejidos diana para la aplicacion de herramientas biotecnoldgicas.

Cuando se utilizan en programas de mejora, los cultivos embriogénicos deben ser
mantenidos durante periodos prolongados de tiempo, mientras se llevan a cabo los ensayos
biotecnolégicos y los analisis en campo. Aunque en teoria los cultivos embriogénicos pueden
ser mantenidos durante tiempo ilimitado, distintos inconvenientes pueden surgir durante el
mantenimiento prolongado mediante subcultivos repetitivos tales como la pérdida de la
capacidad regenerativa y la variacién somaclonal.

En olivo se ha conseguido la regeneracion de plantas via embriogénesis somatica con
tasas aceptables utilizando diferentes protocolos (Cerezo et al. 2011; Benzekri y Sanchez-
Romero 2012). Sin embargo, en ninguno de ellos se ha evaluado el efecto del tiempo de
mantenimiento en proliferacion sobre la eficiencia de la embriogénesis somatica o la estabilidad
genética de las plantas obtenidas.

|.7. Crioconservaciéon de ES de olivo

Ademas de los problemas expuestos anteriormente, el mantenimiento in vitro a largo
plazo de cultivos embriogénicos presenta otros inconvenientes como el consumo importante de
tiempo y el riesgo de pérdida del material por contaminacion o error humano (Teresa et al.
2010; Yin y Hong 2010).

Las técnicas de cultivo in vitro a baja temperatura (4°C) son de gran interés para la
coleccion y el almacenamiento de germoplasma vegetal pero la conservacion a largo plazo en
estas condiciones también presenta el riesgo de la variacién somaclonal (Larkin y Scowcroft
1981) y la pérdida por contaminacion (Engelmann 1997).

La crioconservacion se considera el Unico método efectivo y seguro para la conservacion
a largo plazo de germoplasma vegetal (Engelmann 2004). Este método requiere un espacio
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pequefio, un mantenimiento limitado, los cultivos estan protegidos de la contaminacion y
pueden ser almacenados sin alteraciones o modificaciones genéticas durante un periodo de
tiempo tedricamente ilimitado (Engelmann 2004). Ademas, en cultivos embriogénicos, evita la
disminucion o pérdida de competencia embriogénica que tiene lugar con el tiempo (Reed 2008).

Los cultivos embriogénicos de olivo pueden ser muy heterogéneos. Algunas lineas
celulares proliferan como callo mientras que otras estan compuestas principalmente por ES en
diferentes estadios de desarrollo (Sanchez-Romero et al. 2009).

Inicialmente en olivo, se utilizaron indistintamente callo embriogénico y ES como tejidos
diana para la aplicacién de herramientas biotecnoldgicas (Lambardi et al. 1999; Pérez-Barranco
et al. 2007; Pérez-Barranco et al. 2009). Sin embargo, en los ultimos afos, los ES se han
convertido en los explantos principalmente utilizados para la transformacién genética de esta
especie (Torreblanca et al. 2010; Jafarzadeh-Bajestani et al. 2011).

Aungue, en general, los cultivos embriogénicos son considerados tejidos apropiados para
la crioconservacion, ES y callo embriogénico son estructuralmente muy diferentes. Mientras que
el callo embriogénico usualmente consiste en una poblacién homogénea de células pequefias,
poco vacuoladas y en divisidn activa, los ES son estructuras complejas con una composicion
celular heterogénea (Gonzalez-Arnao et al. 2008) en la que predominan las células grandes,
diferenciadas y altamente vacuoladas. La composicion celular determina significativamente la
respuesta de los explantos a la crioconservacion debido a la diferente tolerancia a los procesos
de desecacion y congelacion (Van den Houwe y Panis 2000). En general, las caracteristicas
celulares del callo embriogénico hacen a este tejido mas apropiado para superar la
crioconservacion que los ES. En olivo, el callo embriogénico ha sido crioconservado con éxito
usando el método de vitrificacion en gota (Sanchez-Romero et al. 2009). Sin embargo, ninguno
de los protocolos testados en ES de esta especie han dado lugar a tasas de recuperacion del
cultivo superiores al 40%, minimo requerido para un almacenamiento seguro de germoplasma
(Reed 2001), lo que revela la necesidad de continuar investigando en esta linea.

1.8. Estabilidad genética

La obtencién de plantas a través de técnicas de cultivo in vitro como la embriogénesis
somatica deberia producir, en teoria, individuos genéticamente idénticos al material de partida.
Sin embargo, existe el riesgo de aparicion de variacion somaclonal, que es de naturaleza
imprevisible (Jain et al. 1998) y puede provocar cambios a distintos niveles: morfolégicos,
bioquimicos, genéticos y/o epigenéticos (Rahman y Rajora 2001; Etienne y Bertrand 2003;
Peredo et al. 2006; El-Dougdoug et al. 2007). Investigaciones llevadas a cabo en diferentes
sistemas experimentales han sefialado que dichos cambios pueden ocurrir tanto durante el
proceso de embriogénesis somatica (Isabel et al. 1996; Fourré et al. 1997; Burg et al. 2007),
como durante la crioconservacion de tejidos vegetales (De Verno et al. 1999; Harding 2004;
Marum et al. 2009).

Este fenbmeno constituye un grave problema, no solo en los sistemas de propagacion
clonal, sino también en los programas de mejora basados en aproximaciones biotecnoldgicas,
en los que la obtencidn de genotipos élite requiere una inversion importante de tiempo y dinero.
El desastre econdmico debido a la variacion somaclonal es especialmente importante en las
plantas lefiosas, en las que los ensayos de campo se prolongan durante afios. Esto pone de
manifiesto la necesidad de determinar la posible aparicion de variacién somaclonal debida a los
distintos procesos a los que se someten los cultivos embriogénicos durante su utilizacién en los
programas de mejora de cultivos.
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis ha sido estudiar la aplicabilidad en programas de mejora
genética de olivo de la embriogénesis somatica a largo plazo y la crioconservacion. Este
objetivo se ha dividido en los siguientes objetivos parciales:

1. Evaluar el efecto del mantenimiento a largo plazo de cultivos embriogénicos sobre la
eficiencia de la embriogénesis somatica y el establecimiento ex vitro de las plantas
regeneradas.

2. Desarrollar un protocolo eficiente de crioconservacion de ES de olivo.

3. Evaluar el efecto de la embriogénesis somética a largo plazo y la crioconservacion sobre la
estabilidad genética de las plantas regeneradas.
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Capitulo 1l. Embriogénesis somatica a largo plazo

I1.1. Introduccién

La embriogénesis somatica se debe al fendmeno de “totipotencia celular” segun el cual
las células soméaticas de una planta, aunque estén diferenciadas, contienen toda la informacion
necesaria para regenerar una planta completa.

La embriogénesis somatica ha sido utilizada como método de regeneracion, para la
propagacion masiva de cultivos de interés comercial y como sistema modelo para estudiar la
regulacion del desarrollo embriogénico en plantas (Kiyosue et al. 1993; Zimmerman 1993).

I1.1.1. Fases del proceso de embriogénesis somatica

La regeneracion de plantas via embriogénesis somética tiene lugar a través de una
secuencia variable de etapas. Normalmente, el proceso incluye las fases de inicio de cultivos
embriogénicos, proliferacion de cultivos embriogénicos, maduracién de ES y germinacion. Para
ejecutar este patron de forma eficiente se deben aplicar una serie de tratamientos fisicos y
guimicos en el momento apropiado (von Arnold 2008). A pesar de esta separacion en fases, las
modificaciones o factores aplicados en una etapa determinada pueden tener repercusiones en
fases posteriores (Bozhkov et al. 2002).

11.1.1.1. Inicio de cultivos embriogénicos

La induccién de embriogénesis somatica consiste en la supresion del patrén de expresion
génica existente en una célula diferenciada y su reemplazamiento por un programa de
expresion génica embriogénica (von Arnold et al. 2002) bajo los estimulos apropiados (Merkle
et al. 1995; Mujib et al. 2005). De esta forma, tiene lugar una desdiferenciacion celular y las
células sométicas se convertiran en células embriogénicas (Namasivayam 2007).

El inicio de la embriogénesis somética esta restringido a células que tienen un potencial
de activacion de genes responsables de la formacion de células embriogénicas a nivel del
explanto. De entrada, pocas células son competentes para el inicio de callos embriogénicos
(von Arnold 2008).

La induccién de embriogénesis somatica puede ser directa o indirecta, dependiendo de si
el embrién somatico se inicia directamente sobre el explanto o si se requiere cierta proliferacion
celular no organizada, tipo callo (Evans et al. 1981; Sharp et al. 1982). La embriogénesis
somatica directa es la aproximacibn mas deseable para la regeneracion de plantas
genéticamente estables ya que la formacién de callo puede causar variacion somaclonal
(Mizukami et al. 2008). No obstante, la mayoria de los sistemas de embriogénesis somatica
presentan una fase de formacion de callo, a partir del cual se formaran posteriormente los ES.

El proceso de induccién es dependiente del genotipo y en la mayoria de los casos solo
tiene lugar a partir de explantos juveniles (Neumann 2000; Fehér 2005), limitando el uso de
esta técnica en plantas de interés agronémico.

11.1.1.2. Proliferacidon de cultivos embriogénicos

Uno de los aspectos mas importantes de la embriogénesis somatica radica en la
capacidad de los cultivos para proliferar indefinidamente, o que hace de esta técnica una
herramienta muy util en la regeneracion y propagacion de especies vegetales (Merkle 1995).

Una vez que se han inducido las células embriogénicas, la proliferacion de las mismas
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normalmente da lugar a masas proembriogénicas (PEMs) constituidas por células pequefas
(400-800 pm?), angulares, conectadas entre si por numerosos plasmodesmos (2-4 por pm3),
con vacuolas pequefias (30% del volumen celular), numerosos granulos de almidén (5-25 por
célula), alta densidad de ribosomas y numerosos filamentos de reticulo endoplasmatico rugoso,
entre otras caracteristicas (McWilliam et al. 1974; Emons et al. 1992; Emons 1994).

En general, los cultivos embriogénicos se mantienen en un medio de cultivo similar al
utilizado para la induccion de los mismos, aunque en algunos casos se incorporan ligeras
variaciones. El control de los niveles de auxinas es un aspecto importante para conseguir la
proliferaciéon continua e indefinida de los cultivos. Una reduccién excesiva de la concentracion
de esta hormona puede dar lugar a la histodiferenciacién de ES, limitando la proliferacion del
cultivo. Niveles altos de auxinas pueden resultar en una embriogénesis repetitiva (Merkle et al.
1995), pero su continua presencia puede favorecer la elongacion celular y la disgregacion de
las PEMSs. Asi, si la concentracion de auxina es demasiado alta o los subcultivos se hacen con
demasiada frecuencia eventualmente se puede perder el potencial embriogénico de los cultivos
(Bhojwani y Razdan 1996).

Los cultivos pueden ser mantenidos en medio sélido. Sin embargo, para la multiplicacion
a gran escala generalmente se establecen cultivos en medio liquido debido a su mayor tasa de
proliferacion y a la sincronizacién de los mismos. En los cultivos en suspension, las células se
desarrollan individualmente y, en consecuencia, pueden ser separadas facilmente por filtracion
o centrifugacion antes de su cultivo o0 manipulacion.

[1.1.1.3. Desarrollo y maduraciéon de ES

La auxina, necesaria para la proliferaciéon de las PEMs, inhibe al mismo tiempo el
desarrollo de ES a partir de estas estructuras (Nomura y Komamine 1985; De Vries et al. 1988;
Filonova et al. 2000a). En general, la histodiferenciacién completa de los ES se logra tras la
eliminacion total de la auxina exégena del medio de cultivo. La transicion de PEM a embridn
juega un papel importante en el proceso de embriogénesis somética como enlace entre la
proliferacion de PEMs y el desarrollo embriogénico organizado. La incapacidad de muchas
lineas embriogénicas para formar ES bien desarrollados parece asociada a una transicion
PEM-embrién defectuosa o blogueada. De acuerdo con Zimmerman (1993), con la retirada de
la auxina se elimina el bloqueo en la expresién de los genes responsables de la transicion a la
etapa corazoén por lo que para estimular el desarrollo de ES es necesario transferir los cultivos
embriogénicos a un medio sin esta hormona (von Arnold 2002).

Durante el desarrollo del embrion, después de la histodiferenciacion se inicia la fase de
maduracion, en la que las células dejan de dividirse, extendiéndose y acumulando sustancias
de reserva (Bewley y Black 1985). Durante este proceso, los ES sufren cambios morfolégicos y
bioquimicos importantes. La obtencion de ES de calidad depende en gran medida de una
acumulacién correcta de los productos de reserva y de un aumento considerable del peso de
los embriones durante la fase de maduracion (Merkle et al. 1995).

Los productos de reserva acumulados en ES presentan las mismas caracteristicas que
los de embriones zigoéticos (EZ) (Merkle et al. 1995). No obstante, estudios sobre la
acumulacion de reservas en el desarrollo de ES han puesto de manifiesto tanto similitudes
como diferencias remarcables en relacion con los EZ. Asi, tanto la cantidad de productos de
reserva como el momento en el que se acumulan, pueden ser diferentes en ambos tipos de
embriones. Estas diferencias pueden deberse a las condiciones utilizadas para la maduracion in
vitro. La optimizacion de las condiciones de cultivo puede probablemente aumentar la similitud
observada entre EZ y ES. Para la mayoria de las especies, la desecacion y el tratamiento con
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acido abscisico (ABA) favorecen la maduracion de los embriones.

Este aspecto es fundamental ya que solo aquellos embriones maduros que hayan
acumulado suficientes sustancias de reserva y adquirido tolerancia a la desecacion al final de la
maduracion, se desarrollaran como plantas.

La monitorizacion de marcadores tales como los niveles de transcripcion de proteinas de
reserva o los propios compuestos de reserva, puede proporcionar los medios para estimar el
grado de maduracién. Esto puede permitir determinar el momento apropiado para cambiar los
ES de tratamientos de maduracién a tratamientos de germinacion (Merkle et al. 1995).

En general, la maduracion constituye la fase mas dificil y critica del proceso de
embriogénesis somatica (Litz et al. 1998), dependiendo la calidad de los ES obtenidos y su
conversion en plantas del explanto inicial y el genotipo (Stasolla y Yeung 2003).

11.L1.1.4. Germinacion de ES

Al igual que los EZ, los ES deben tener meristemos funcionales capaces de dar lugar a
brotes y raices durante el proceso de germinacién (Jain et al. 2002). En la mayoria de los
trabajos no se diferencia entre germinacién y conversion en planta (Merkle et al. 1995). Sin
embargo, la germinacién consiste en el desarrollo de brote y/o raiz mientras que la conversién
hace referencia a la supervivencia y el desarrollo de la planta en condiciones ambientales ex
vitro. La capacidad para obtener plantas in vitro no es necesariamente un indicador de que el
crecimiento continle con vigor después de la aclimatacion a condiciones ex vitro (Anandarajah
y Mckersie 1990a, b; Fujii et al. 1990; Senaratna et al. 1990), de ahi la necesidad de distinguir
entre ambos parametros.

La germinacidon de ES normalmente tiene lugar en medios de cultivo sélidos o en medios
liquidos con diferentes tipos de suportes. Las diferentes formulas minerales utilizadas son
muchas veces diluidas a la mitad, lo que implica que las diferentes etapas del proceso de
embriogénesis exigen concentraciones diferentes de sales (Merkle et al. 1995). En el cultivo de
los EZ también se ha observado que los medios con bajas concentraciones de sales aumentan
los porcentajes de germinacién y favorecen la formacién de las raices (Emershad y Ramming
1994). El medio de germinacion debe contener una fuente de carbono, normalmente sacarosa.
A pesar de su germinacion, los ES no son capaces de desarrollar un comportamiento autétrofo
y necesitan concentraciones de sacarosa al menos del orden del 2% para desarrollar un
sistema radicular adecuado (Roberts et al. 1993).

La germinacion puede producirse en medios de cultivo sin hormonas (Stasolla y Yeung
2003), aunque la adicion de citoquininas favorece la elongacién del brote apical y puede
contrarrestar el efecto negativo de las auxinas aplicadas durante la fase de histodiferenciacion
(Merkle et al. 1995). En general, esta fase se lleva a cabo en condiciones de luz (Webster et al.
1990).

11.1.2. Embriogénesis somatica en olivo

11.1.2.1. Inicio de cultivos embriogénicos

En olivo, al igual que en otras especies lefiosas (Neumann 2000; Fehér 2005), el éxito en
la induccion de cultivos embriogénicos ha estado, hasta hace pocos afos, restringida al uso de
explantos de origen juvenil. En 1988, Rugini (1988) describi6 la obtencion de cultivos
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embriogénicos a partir de EZ inmaduros de los cultivares ‘Dulce Agogia’, ‘Leccino’, ‘Frantoio’ y
‘Moraiolo’. Leva et al. (1995), Leitao y Fevereiro (1998) y Maalej et al. (2002) también utilizaron
EZ, aunque en distintos estadios de desarrollo. En la mayoria de los explantos, la
embriogénesis somatica tuvo lugar de forma directa, sin formacion previa de callo. Trabajando
con olivos silvestres y cultivados, Orinos y Mitrakos (1991) y Mitrakos et al. (1992)
recomendaron la utilizacién de radiculas aisladas de embriones maduros. También se han
obtenido resultados positivos usando la raiz principal de semillas germinadas in vitro (Rugini
1995). Por su parte, Shibli et al. (2001) probaron diferentes explantos de origen juvenil tales
como secciones de hoja, peciolos o segmentos de hipocétilo o de raiz, obteniendo los mejores
resultados de formacion de callo embriogénico con segmentos de raices.

La induccion de embriogénesis somética a partir de material adulto ha sido descrita en los
cultivares ‘Canino’ y ‘Moraiolo’ utilizando hojas enteras no expandidas y peciolos procedentes
de brotes regenerados via organogénesis adventicia (Rugini y Caricato 1995). El aumento de la
capacidad morfogenética por regeneracion recurrente se ha apuntado que es esencial en
algunas especies para la induccién de embriogénesis soméatica a partir de explantos de origen
adulto (Rugini y Caricato 1995). Recientemente, Capelo et al. (2010) consiguieron iniciar
cultivos embriogénicos a partir de peciolos y hojas procedentes de plantas adultas de olivo
silvestre. Trabelsi et al. (2011) también han descrito la induccién de embriogénesis somatica
utilizando hojas adultas del cultivar ‘Chetoui’ cultivadas in vitro.

Las sales utilizadas para inducir embriogénesis somatica en olivo dependen del tipo de
explanto y del genotipo, aunque en la mayoria de los casos se han utilizado variaciones del
medio de olivo (OM) (Rugini 1984). Los medios de cultivo para la induccién de embriogénesis
somatica en olivo normalmente se suplementan con auxinas y citoquininas. Asi, Orinos y
Mitrakos (1991) y Mitrakos et al. (1992) utilizaron para la inducciéon de callo embriogénico a
partir de secciones de radiculas, el medio OMc (Cafias y Benbadis 1988) suplementado con
acido indol-3-butirico (IBA) (25 uM) y 6-y-y(dimetilalilamino)purina (2iP) (2,5 uM).

11.1.2.2. Proliferacién de cultivos embriogénicos

En lo que se refiere a la proliferacion y mantenimiento de cultivos embriogénicos de olivo,
estos pueden ser cultivados sobre papel filtro humedecido con medio OMc liquido y, después
del subcultivo a medio OMc sdlido sin hormonas y con carboén activo al 0,1% (p/v), pueden ser
mantenidos con subcultivos mensuales durante afios, a través de ciclos de embriogénesis
secundaria (Rugini y Baldoni 2005). Shibli et al. (2001) mantuvieron callos embriogénicos de
olivo en medio CCM, consistente en la formulacion MS (Murashige y Skoog 1962)
suplementada con 5,0 yM 6-bencilaminopurina (BAP), 0,5 uM acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) y 5,0 uM &cido naftalenacético (ANA).

Cerezo et al. (2011) probaron dos medios basales con diferente fuerza iénica para el
mantenimiento de callo embriogénico: OMc y ECO (Pérez-Barranco et al. 2009). Aunque no
observaron diferencias significativas en el incremento de peso medio por subcultivo, el aspecto
de los cultivos varié considerablemente. En medio OMc una gran cantidad de los ES formados
se oscurecian al final del subcultivo y las estructuras globulares desaparecian, mientras que en
el medio ECO las masas proembriogénicas continuaban dando lugar a estructuras globulares.

[1.1.2.3. Desarrollo y maduracién de ES

Al igual que en otros sistemas de embriogénesis somatica, la maduraciéon también ha
constituido la fase critica del proceso en olivo. A pesar de que Benelli et al. (2001) obtuvieron
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tasas de produccion de embriones elevadas, una alta proporcién de los mismos no llegaba a
convertirse en plantas. Trabelsi et al. (2003) probaron diferentes carbohidratos y formas de
nitrogeno en el medio de maduracion y llegaron a la conclusién de que era mejor utilizar
sacarosa y emplear diferentes fuentes de nitrégeno. El ABA ha sido utilizado para sincronizar la
formacion de embriones de olivo (Rugini y Baldoni 2005), aunque también se ha descrito la
maduracion de ES en medio sin reguladores de crecimiento (Benelli et al. 2001).

Pocos estudios sistematicos se habian realizado sobre la maduracion de ES de olivo
(Rugini y Baldoni 2005). Recientemente, Benzekri y Sanchez-Romero (2012) estudiaron el
efecto de diferentes factores sobre la maduracién y posterior capacidad de germinacion de ES
de esta especie. Utillizando como base el medio ECO, testaron la influencia del tipo de
recipiente de cultivo y de diferentes concentraciones de sacarosa, ABA y phytagel, en presencia
0 ausencia de carbdn activo. Los mejores resultados se obtuvieron en placas de Petri con
medio basal de maduracién y concentracién estandar de sacarosa (20 g I'). En estas
condiciones se mejord significativamente la produccion de ES, consiguiendo un potencial de
regeneracién de 3,75 embriones por cultivo iniciado en la fase de maduracién que daban lugar
atallo o tallo y raiz.

Cerezo et al. (2011) cultivaron embriones globulares de 1-3 mm sobre membranas de
didlisis de acetato de celulosa colocadas sobre medio ECO. Dicho tratamiento se aplico en la
primera o la segunda mitad de un periodo de maduracién de 8 semanas. Los tratamientos con
membrana disminuyeron significativamente la formacién de embriones maduros, aunque
aumentaron su conversion en plantas.

11.11.2.4. Germinacion de ES

Rugini y Baldoni (2005) germinaron ES de olivo en medio OMc liquido con agitacion
orbital a 80 rpm. La tasa de conversion disminuyé con el tiempo, aunque la elongacién de la
raiz ocurrié rapidamente en medio liquido con 1,36 uM de zeatina.

Para la germinacién de ES de olivo también se ha utilizado medio MS (Murashige y Skoog
1962) suplementado con 2,5 uM zeatina y 20 g I sacarosa, aunque los resultados obtenidos
fueron pobres en todos los casos (Rugini 1995; Marquez et al. 1999). Intentos para aumentar la
tasa de conversion mediante tratamientos de frio o con inhibidores de reguladores de
crecimiento, se han mostrados ineficientes (Rugini y Baldoni 2005).

Diferentes autores han utilizado el medio de Clavero-Ramirez (1994), consistente en el
medio MS con los macronutrientes reducidos a un tercio y 10 g I'* de sacarosa (Benzekri 2007,
Pérez-Barranco et al. 2009; Torreblanca et al. (2009); Cerezo et al. 2011).

11.1.3. Efecto del tiempo de cultivo sobre el proceso de embriogénesis somética

Como se indicé anteriormente, los cultivos embriogénicos pueden ser subcultivados y
mantenidos en medio con reguladores de crecimiento de forma tedricamente indefinida. Sin
embargo, periodos prolongados de tiempo pueden afectar al potencial morfogénico de los
cultivos, provocando una pérdida de su potencial de regeneracion (von Arnold 2008).
Generalmente, existe un periodo corto, consistente en uno o varios subcultivos, durante el cual
aumenta la regeneracion (Reinert y Backs 1968; Reinert et al. 1971). A este le sigue una etapa
de alta capacidad regenerativa, después de la cual esta generalmente disminuye (von Arnold
2008), aunque algunos cultivos mantienen su capacidad de regeneracion a lo largo del tiempo.

El genotipo tiene una influencia importante sobre la pérdida de la capacidad regenerativa
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de un cultivo, ya que determina la naturaleza de la embriogénesis repetitiva. La mayoria de los
efectos dependientes del genotipo son causados por la interaccion de este factor con el
ambiente de cultivo. Debido a la especificidad genotipica, los medios y condiciones culturales
habitualmente necesitan ser puestos a punto para cada género, especie o cultivar (von Arnold
2008).
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I1.2. Material y métodos

11.2.1. Material vegetal

El material vegetal utilizado consistié en cultivos embriogénicos de olivo (Olea europaea
L.) iniciados a partir de radiculas de EZ maduros del cultivar ‘Picual’. Se utilizaron 10 lineas
embriogénicas distintas mantenidas mediante subcultivos repetitivos durante 2 (T1, T2, T3, T4y
T5) y 8 afios (P1, P2, P3, P4y P5).

11.2.2. Medios de cultivo
Durante los experimentos se utilizaron los siguientes medios de cultivo (Tabla 1):

- Medio de mantenimiento ECO (Pérez-Barranco et al. 2009) consistente en el medio
OMe de Cafias y Benbadis (1988), con sustitucién de los microelementos OM (Rugini 1984) por
los de la formulacién MS y suplementado, de acuerdo con Rugini y Caricato (1995) con 0,25 uM
de IBA, 0,44 pM de BAP, 0,5 uM de 2iP, 200 mg I de cefotaxima y 1 g I* de caseina
hidrolizada. Como agente gelificante se utilizé phytagel (3 g I').

- Medio de produccién de ES ECO consistente en el medio ECO (Pérez-Barranco et al.
2009) sin reguladores de crecimiento ni cefotaxima.

- Medio de germinacion de Clavero-Ramirez (1994) consistente en la formulacion MS con
los macroelementos y la sacarosa reducidos a un tercio y solidificado con 6 g I'* de agar.

- Medio de multiplicaciéon y elongacién de brotes consistente en el medio DKW (Driver y
Kuniyuki 1984) con IBA 0,05 puM y BAP 4,40 uM (Revilla et al. 1996).

- Medio de enraizamiento consistente en las sales del medio DKW a la mitad, con
sacarosa al 2% e IBA 0,50 uM, sin vitaminas ni aminoacidos (Revilla et al. 1996).

El pH de todos los medios de cultivo se ajustd a 5,74 con NaOH (0,1 y IN) y HCI (0,1y
1N), tras lo cual se afiadié el agente gelificante consistente en phytagel (3 g I'') o agar (6 g I'%).

Los medios de mantenimiento de cultivos embriogénicos (ECO) y de produccion de ES
(ECO") se esterilizaron en autoclave durante 20 min a 121°C y 0,1 MPa. Posteriormente, en
una cabina de flujo laminar, se distribuyeron en alicuotas de 25 ml en tubos de 25 x 150 mm
estériles (Bellco Glass) o placas de Petri de 90 x 16 mm o de 50 ml en placas de Petri de 90 x
25 mm. Los tubos se cubrieron con tapones de polipropileno (Bellco Glass INC. Kaputs) y las
placas se sellaron con Parafilm.

La cefotaxima se esterilizd utilizando unidades de filtracion para jeringuillas con un
tamafio de poro de 0,22 um (Millex-Millipore). Posteriormente, se afiadié en condiciones de
esterilidad al medio de cultivo previamente esterilizado y enfriado, antes de su distribucién en
recipientes de cultivo.

En los medios de germinacion de ES, multiplicacion y enraizamiento, se afiadi6 el agente
gelificante al medio totalmente preparado y se licué durante 7 minutos en autoclave a 121°C y
0,1 MPa. A continuacion, los medios se repartieron en alicuotas de 50 ml en frascos de 85 x 80
mm (Sigma), de 40 ml en frascos de 95 x 60 mm (Sigma) o de 25 ml en tubos de 25 x 150 mm
(Bellco Glass). Los frascos se cubrieron con tapaderas de plastico y los tubos con tapones de
polipropileno. Finalmente, los frascos se esterilizaron durante 20 min y los tubos durante 15 min
en las mismas condiciones de presién y temperatura indicadas anteriormente.
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Tabla 1. Composicién de los medios de cultivo utilizados.

Componentes Medio de
manteni-
miento
Macroelementos
(mM)
NH4NO3 1,28
KNO3 2,71
CaClz-2H20 0,75
MgSOa4-7H20 1,50
KH2PO4 0,62
Ca(NOgz)2:4H20 0,62
KCI 1,68

NaH2PO4-H20 -

Microelementos

(UM)

H3BO3 25,07
MnSQO4-4H20 25,00
ZnS04-7H20 7,48
NazMoO4-2H20 0,26
CuSQ04-5H20 0,025
CoClz-6H20 0,028
Kil 1,25
FeS0O4-7H.0O 25,00
Naz EDTA 25,00
Zn(NOs)2-6H20 -
Vitaminas

(UM)

Tiamina.HCI 0,74
Piridoxina.HCI 1,22
Acido nicotinico 2,31
Glicina 13,32
Acido félico 0,57
D-Biotina 0,10
Polialcoholes

(mM)

mio-inositol 0,28

Reguladores
de crecimiento

(HM)
IBA 0,25
2iP 0,50

Medio de
produccién
de ES

1,28
2,71
0,75
1,50
0,62
0,62
1,68

25,07
25,00
7,48
0,26
0,025
0,028
1,25
25,00
25,00

0,74
1,22
2,31
13,32
0,57
0,10

0,28

Medio de
germinacion

6,87
6,26
1,00
0,50
0,42

100,27
100,00
29,91
1,03
0,10
0,11
5,00
100,00
100,00

0,30
2,43
4,06
26,64

0,55

Medio de

elongacion

1,75

0,98

3,00

3,90
4,99

77,63
195,24

1,57

0,96

136,5
139,5
57,15

5,90

8,04
26,50

5,55

0,05

Medio de
enraiza-
miento

8,76

0,49
1,50
1,95
4,15

38,82
97,62

0,79
0,48

70,03
69,74
28,57

5,55

0,5
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BAP 0,44 - - 2,9 -
Otros

componentes

(mg 1)

Glutamina 550 550 - - -
Caseina - -
hidrolizada 1000 1000 -

Cefotaxima 200 - - - -
AzUcares

(mM)

Sacarosa 58,43 58,43 29,21 87,64 58,43

11.2.3. Condiciones ambientales

La cdmara de cultivo se mantuvo a una temperatura constante de 25 + 1°C, dia y noche.
La irradiancia fue de 40 umol m2 s proporcionada por lamparas Grolux de Sylvania de
espectro regular, con un fotoperiodo de 16 horas de luz al dia. La humedad relativa fue del 60-
70%.

[1.2.4. Inicio de cultivos embriogénicos

La induccién de cultivos embriogénicos se llevd a cabo a partir de radiculas de EZ
maduros siguiendo el protocolo de Orinos y Mitrakos (1991). Las radiculas aisladas se
cultivaron durante 3 semanas en placas de Petri con medio OMc (Cafias y Benbadis 1988)
suplementado con IBA 25 pM y 2iP 2,5 uM. Posteriormente, se transfirieron a medio OMc sin
hormonas, donde se mantuvieron con recultivos mensuales a medio fresco hasta la aparicion
de callo embriogénico. Los callos se transfirieron a medio ECO de mantenimiento.

[1.2.5. Proliferaciéon de cultivos embriogénicos

El mantenimiento de cultivos embriogénicos se llevd a cabo en medio ECO en
condiciones de oscuridad. El subcultivo se realiz6 cada 5-6 semanas seleccionando material
con caracteristicas embriogénicas, consistente en callo de color beige o amarillento, traslicido y
de consistencia granular y friable, y ES en estadios tempranos de desarrollo.

Se estudio6 la proliferacion de lineas embriogénicas de olivo mantenidas en medio ECO
durante diferentes periodos de tiempo. Para ello, se utilizaron 10 lineas embriogénicas de dos
edades diferentes: 2 (T1, T2, T3, T4, T5) y 8 afios (P1, P2, P3, P4, P5). Se iniciaron 20 tubos
por linea embriogénica y el experimento se repitié dos veces.

El experimento inici6 con 0,2 g de callo procedente de medio ECO. Los cultivos se
mantuvieron durante 6 semanas en las condiciones indicadas anteriormente y posteriormente
se evaluaron tomando datos de incremento de peso, aspecto (color, estado de agregacion y
tamarfio de las estructuras) y presencia de ES en diferentes estadios de desarrollo (nimero de
ES traslacidos inferiores a 5 mm (ESTr < 5 mm) (3-4 mm), numero de ES traslicidos iguales o
superiores a 5 mm (ESTr 2 5 mm), nimero de ES blanco-opacos inferiores a 5 mm (ESBO <
5mm) (3-4 mm) y nimero de ES blanco-opacos iguales o superiores a 5 mm (ESBO = 5 mm)
(Fig. 3). Los ES de 1y 2 mm no se contabilizaron en ningtn caso.
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Figura 3. ES de olivo obtenidos en medio ECO: A) ESTr <
5mm, B) ESTr 2 5mm, C) ESBO < 5mm y D) ES BO 2
5mm.

[1.2.6. Desarrollo y maduracion de ES

De acuerdo con Benzekri y Sanchez-Romero (2012), el desarrollo y maduracién de ES de
olivo se realiz6 en placas de Petri de 90 x 25 mm con 50 ml de medio medio ECO sin
reguladores de crecimiento ni cefotaxima (ECQO"), en condiciones de oscuridad.

Se estudid el efecto de la edad del cultivo sobre su capacidad para producir ES en
estadios avanzados de desarrollo. Para ello, se utilizaron las lineas P1, P2, P3, P4y P5y T1,
T2, T3, T4y T5, de 8 y 2 afos, respectivamente. Se iniciaron 20 cultivos por linea embriogénica
y el experimento se repitié dos veces.

La produccién de ES se inicié con 0,1 g de estructuras embriogénicas con un tamario
igual o inferior a 2 mm. Después de 8 semanas en condiciones de desarrollo, se evalu6 el
aspecto general del cultivo, numero de ESTr < 5 mm, nimero de ESTr =2 5 mm, nimero de
ESBO <5 mm y nimero de ESBO =25 mm. Los ES de 1y 2 mm no se contabilizaron ya que su
pequefio tamafio hacia muy poco probable su germinacion y conversion en planta.

[1.2.7. Germinacién de ES

Para inducir la germinacion, ES procedentes de la fase de desarrollo con un tamafio igual
o superior a 3 mm fueron cultivados de forma aislada en frascos de 85 x 80 mm con 50 ml de
medio de Clavero-Ramirez (1994). La germinacion se llevé a cabo en condiciones estdndar de
iluminacién durante 2 recultivos de 6 semanas cada uno.

Se evalud la capacidad de germinacion de ES obtenidos a partir de cultivos
embriogénicos de edades diferentes. Para ello, se utilizaron ES desarrollados a partir de las
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lineas P1, P2, P3, P4y P5y T1, T2, T3, T4y T5, de 8 y 2 afios, respectivamente. El nimero de
ES transferidos por linea a medio de germinacion fue variable dependiendo del resultado de la
fase de produccion. El experimento se repitié en dos ocasiones.

Los ES se consideraron germinados cuando el desarrollo del tallo y/o la raiz fue igual o
superior a 2 mm. Al final de cada recultivo, se tomaron datos de porcentaje de ES germinados,
tipo de germinacion (desarrollo de tallo y/o raiz), numero de tallos por embrién germinado y
calidad de las plantas obtenidas (longitud del tallo).

11.2.8. Potencial de regeneracion

Para evaluar el resultado global del proceso de embriogénesis somatica, se calcul6 el
potencial de regeneracion de cada una de las lineas embriogénicas utilizadas en este estudio
(P1, P2, P3, P4, P5, T1, T2, T3, T4 y T5). Se consideré como potencial de regeneracion, el
namero de ES por cultivo iniciado en la fase de maduraciéon que al final de la fase de
germinacién daban lugar a plantas con tallo o tallo y raiz.

[1.2.9. Multiplicacion de brotes

Los brotes obtenidos en la germinacion de ES se multiplicaron siguiendo el protocolo de
Revilla et al. (1996). Secciones nodales de 1,0-1,4 cm de longitud con 2 yemas laterales fueron
cultivadas en frascos de 95 x 60 mm con 40 ml de medio. La fase de multiplicacion se llevé a
cabo en condiciones estandar de iluminacion con subcultivos a medio fresco a intervalos de 6
semanas.

Se realizé un experimento para comparar la capacidad de multiplicacién de secciones
nodales procedentes de ES obtenidos a partir de 3 lineas jovenes (T2, T4 y T5) y 3 lineas
antiguas (P2, P3 y P5). Se cultivaron 11-12 secciones nodales por linea embriogénica y el
experimento se repitid 3 veces.

Al final de cada subcultivo, se tomaron datos de numero de brotes axilares, longitud de los
brotes axilares y aspecto general de los cultivos (presencia o ausencia de callo, oxidacién del
cultivo e hiperhidricidad).

11.2.10. Enraizamiento de brotes

El enraizamiento se llevé a cabo utilizando brotes apicales con un tamafio igual o superior
a 1,5 cm procedentes de la fase de multiplicacion. Estos se cultivaron individualmente en tubos
con 25 ml con medio de enraizamiento (Revilla et al. 1996). Los cultivos se incubaron durante 1
semana en oscuridad y posteriormente fueron transferidos a condiciones estdndar de
iluminacion. Después de 8 semanas, se tomaron datos de porcentaje de brotes enraizados,
numero de raices desarrolladas por brote, longitud de las raices y aspecto general de los
cultivos (presencia o ausencia de callo, oxidacién del cultivo e hiperhidricidad).

La capacidad de enraizamiento de brotes procedentes de cultivos jovenes y antiguos se
evalud utilizando 3 lineas en cada caso (T2, T4y T5y P2, P3 y P5). Se pusieron a enraizar 4-5
brotes por linea embriogénica y el experimento se repitié 3 veces.

11.2.11. Aclimatacion

Después de 8 semanas en medio de enraizamiento, los brotes enraizados se pasaron a la
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fase de aclimatacion para su adaptacion a las condiciones ex vitro. Las plantulas se lavaron con
agua corriente para eliminar los restos de medio de cultivo y se transplantaron a semilleros de
polietileno de 5,5 x 5,5 x 10 cm con una mezcla humedecida de mantillo y perlita en proporcion
1:1 (Fig. 4). El semillero se coloc6 en el interior de una bandeja y se cubrié con una pelicula de
plastico transparente. Tras una semana, el plastico comenzo a abrirse de forma progresiva.

La fase de aclimatacion se llevé a cabo en una camara de crecimiento con una
temperatura constante de 25°C, una humedad relativa del 60% y una irradiancia de 65 pmol m=2
st

Figura 4. Plantulas procedentes de ES durante la fase de aclimatacion. Barra =5 cm.

Se comparo la aclimatacion de plantulas procedentes de cultivos embriogénicos jovenes y
antiguos. En cada caso se utilizaron 3 lineas embriogénicas (T2, T4 y T5 y P2, P3 y P5,
respectivamente). Se aclimataron 4-5 plantas por linea embriogénica y el experimento se repitio
3 veces.

Después de 8 semanas, se tomaron datos de porcentaje de plantas supervivientes y
aspecto general de las plantas aclimatadas.

11.2.12. Analisis estadistico

Los datos del porcentaje se analizaron mediante andlisis de frecuencias utilizando el test
de independencia RxC. Para el resto de datos se realizaron andlisis de la varianza (ANOVA) y
las medias se separaron mediante el test de diferencia minima significativa (DMS) (Sokal y
Rohlf 2003). El nivel de significacion fue 0,05 en todos los casos.
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I1.3. Resultados

11.3.1. Proliferacion de cultivos embriogénicos

Al final de un ciclo de cultivo en medio de mantenimiento, las lineas embriogénicas
utilizadas en este estudio presentaron aspectos claramente diferentes (Fig. 5). Mientras algunas
proliferaron mediante formacién continua de PEMs y ES en estadios tempranos de desarrollo,

Figura 5. Aspecto general de distintas lineas embriogénicas de olivo después de 6 semanas en
medio de proliferacién: A) P1, B) P2, C) P3, D) P4, E) P5, F) T1, G) T2, H) T3, ) T4 y L) T5. Barra
=1cm.
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en otros casos los ES fueron las estructuras principalmente formadas. Aunque menos
frecuentemente, también se apreciaron lineas en las que practicamente solo se formé callo
embriogénico. En algunos casos se observd embriogénesis secundaria, caracterizada por la
formacion de nuevos embriones a partir de un ES primario (Fig. 6).

A\

B /

Figura 6. Embriogénesis secundaria. A) Embrién primario, B) embriones
secundarios. Barra = 0,5 cm.

La tasa de proliferacién de los cultivos se vio afectada significativamente tanto por el
genotipo (P = 0,0000) como por la edad de la linea (P = 0,0000) (Fig. 7). Los valores de
incremento de peso obtenidos después de 6 semanas en medio de mantenimiento variaron
ampliamente entre lineas, con valores que oscilaron entre 0,39 y 0,85 g. Respecto a la edad del
cultivo, las lineas mas antiguas presentaron tasas de proliferacién significativamente mas
elevadas (0,76 g) que las jovenes (0,63 g).

Flp1 [Ep2 HEpP3 [EDpr4 Eps HBET1I [ET2 T3 ET4 [ETS

0,9

a ab

0,8

ab

04 -~

0,3

Incremento de peso fresco (g)

Edad de lalinea (aiios)

Figura 7. Proliferacion en medio de mantenimiento de lineas embriogénicas de olivo de edades
diferentes.

El desarrollo de ES en medio de mantenimiento vari6 de forma significativa entre las
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distintas lineas (P = 0,0000), obteniéndose los valores mas elevados en la linea P5, con 4,47
embriones/cultivo, y los mas bajos en las lineas P3, P4 y T3, con menos de 2 embriones/cultivo

(Fig. 8).

Ep1 E@p2 HP3 P4 EP5 ET1I [ET2 3 ET4 HETS

abc

Numero de ES/cultivo

Edad de la linea (afios)

Figura 8. Efecto de la edad de la linea sobre el nimero de ES obtenidos en medio de
proliferacion.

Aunque no se aprecié un efecto de la edad del cultivo sobre la produccion total de
embriones, cuando se evalué la formacién de ES en diferentes estadios de desarrollo se
detectaron diferencias importantes debidas a este factor (Tabla 2). Asi, los cultivos mas
antiguos se caracterizaron por una produccion significativamente (P = 0,0019) mas alta de ESTr
<5 mm (1,87 vs. 1,27) y una produccion significativamente (P = 0,0000) mas baja de ESTr = 5
mm (0,99 vs. 1,62). No se encontraron diferencias significativas en el desarrollo de ESBO,
probablemente debido a la baja produccion de este tipo de estructuras en ambos tipos de
lineas. No obstante, la formacion de ESBO = 5 mm estuvo restringida a las lineas jovenes.

El genotipo solo tuvo una influencia significativa sobre la producciéon de ESTr (P = 0,0082
y P =0,0000, para ESTr <5 mm y ESTr =25 mm, respectivamente).

En definitiva, los resultados obtenidos pusieron de manifiesto un efecto significativo del
genotipo y de la edad del cultivo sobre la forma de proliferacion de los cultivos embriogénicos
de olivo. En general, las lineas mas antiguas presentaron un crecimiento mas rapido y
desorganizado, caracterizado por una mayor proporcion de callo embriogénico y ES en estadios
tempranos de desarrollo. En las lineas jévenes fue mas frecuente la formacién de ES en
estadios de desarrollo avanzados.
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Tabla 2. Efecto de la edad de la linea sobre la produccion en medio de mantenimiento de ES en
diferentes estadios de desarrollo.

Tratamiento N° de ES en diferentes estadios de desarrollo
Edad Linea Tr<5mm [Tr25mm | BO<5mm | BO2Z5mm
(afios) lembriogénica

P1 1,63bc 1,95a 0,00a 0,00a

8 P2 2,20ab 0,43b 0,00a 0,00a
P3 1,50bc 0,35b 0,03a 0,00a

P4 1,50bc 0,38b 0,00a 0,00a

P5 2,58a 1,89a 0,00a 0,00a

Media 1,87a 0,99b 0,01la 0,00a

T1 1,40bc 0,90b 0,03a 0,03a

5 T2 1,28¢ 2,20a 0,00a 0,03a
T3 1,03c 0,70b 0,05a 0,03a

T4 1,60bc 2,03a 0,05a 0,00a

T5 1,03c 2,25a 0,00a 0,00a

Media 1,27b 1,62a 0,03a 0,02a

[1.3.2. Desarrollo y maduracion de ES

Durante la fase de desarrollo y maduracion, la producciéon de ES tuvo lugar de forma
asincrénica, con formacion de embriones en diferentes estadios de desarrollo (globular,
corazoén, torpedo y cotiledonar) (Fig. 9). Durante el cultivo en medio ECO™ también se aprecio
la aparicion de embriones con hipocétilo extendido y crecimiento de los cotiledones sobre los
que tenia lugar, en algunos casos, la formacién de nuevos embriones o la proliferacién de callo.

Los resultados de produccién de ES pusieron de manifiesto un efecto significativo de la
linea (P = 0,0000) (Fig. 10). Mientras que en las lineas P1, T4 y T5 se obtuvieron mas de 12
ES/cultivo, en la linea T3 sélo se desarrollaron 2,08 ES/cultivo. La edad de la linea también
influy6é de forma significativa (P = 0,0205) sobre el rendimiento de esta fase, obteniéndose mas
embriones en las lineas jovenes (9,33 ES/cultivo) que en las mantenidas en cultivo durante 8
afios (8,07 ES/cultivo).
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Figura 9. Aspecto general en medio de desarrollo de ES de A) una linea embriogénica mantenida
durante 8 afios (P1) y B) otra mantenida durante 2 afios (T4). Barra= 1 cm.
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Figura 10. Efecto de la edad de la linea sobre el nimero de ES obtenidos en medio de desarrollo.

El genotipo determiné la produccion de todos los tipos de embriones formados en medio
de desarrollo, excepto en el caso de los ESBO <5 mm (P = 0,0000, P = 0,0000 y P = 0,0035
para ESTr <5 mm, ESTr 25 mm y ESBO = 5 mm, respectivamente) (Tabla 3).

La edad del cultivo solo afect6 la formacién de ESTr =5 mm (P = 0,0003) y ESBO <5 mm
(P = 0,0180) (Tabla 3). En ambos casos, la producciéon fue mayor en las lineas jovenes, con
4,35 ESTr 2 5 mm/cultivo y 0,09 ESBO < 5 mm/cultivo frente a 3,25 ESTr = 5 mm/cultivo y 0,02
ESBO < 5 mm/cultivo obtenidos en las lineas antiguas. Por lo tanto, la mayor produccion de ES
observada en las lineas jovenes se debié fundamentalmente a un mayor desarrollo de ESTr =5
mm. Aunque la produccién de ESBO fue muy baja en todos los casos, se vio favorecida en los
cultivos mas jévenes. Ademas, mientras que todas las lineas mantenidas en proliferacién
durante 2 afios fueron capaces de producir este tipo de embriones, algunas lineas antiguas,
como P1y P4, fueron incapaces de hacerlo (Tabla 3).
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Tabla 3. Efecto de la edad de la linea sobre la produccion en medio de desarrollo de ES en
diferentes estadios de desarrollo.

Tratamiento N° de ES en diferentes estadios de desarrollo

Edad Linea Tr<5mm| Tr25mm [BO<5mm|BO25mm
(afios) | embriogénica

P1 5,95ab 5,58a 0,00c 0,00b

8 P2 4,35d 2,93bc 0,03bc 0,03b

P3 2,63e 2,00cd 0,03bc 0,00b

P4 5,50bcd 2,75bc 0,00c 0,00b

P5 4,75cd 2,93bc 0,03bc 0,00b

Media 4,76a 3,25b 0,02b 0,00a

T1 4,23d 3,563b 0,03bc 0,03b

2 T2 4,49d 5,44a 0,15ab 0,10a

T3 1,08e 1,00d 0,03bc 0,00b

T4 7,55a 5,50a 0,20a 0,00b

T5 6,17abc 6,53a 0,03bc 0,00b

Media 4,76a 4,35a 0,09a 0,03a

11.3.3. Germinacién de ES

La figura 11 muestra la germinacion de ES procedentes de cultivos embriogénicos
mantenidos en medio de proliferacion durante 2 y 8 afios.

Los resultados obtenidos mostraron una gran variabilidad en la capacidad de germinacion
de los ES obtenidos a partir de lineas diferentes (P = 0,0000), con valores que oscilaron entre el
10,45% vy el 78,93% (Fig. 12). La edad de los cultivos también tuvo una influencia significativa
(P = 0,0000) sobre esta fase del proceso, con porcentajes de germinacion mas elevados en las
lineas jovenes (69,51%) que en las antiguas (40,91%).

La determinacion de la tasa de germinacion en cada uno de los tipos de embriones
obtenidos en la fase de desarrollo permitié establecer diferencias importantes (Tabla 4). En los
ESBO no se apreciaron diferencias significativas debidas al genotipo o a la edad de la linea ya
gue todos los embriones de este tipo germinaron independientemente de su procedencia, salvo
los obtenidos a partir de la linea T3. En los ESTr, sin embargo, se observaron diferencias
significativas debidas a ambos factores, genotipo (P = 0,0000 para ESTr<5mmy ESTr =2 5
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mm) y edad del cultivo (P = 0,0000 para ESTr<5 mmy ESTr = 5 mm). Tanto los ESTr <5 mm
como los ESTr =2 5 mm presentaron porcentajes de germinacion mas elevados cuando
procedian de lineas jovenes (69,57% vs. 42,24% para los ESTr <5 mm y 70,92% vs. 33,10%
paralos ESTr =5 mm).

Figura 11. Plantulas de olivo procedentes de la germinacion de ES desarrollados a partir de A)
una linea antigua (P5) y B) una linea joven (T5). Barra =1 cm.
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Figura 12. Efecto de la edad de la linea embriogénica sobre el porcentaje de germinacion de los
ES.

37



Capitulo 1l. Embriogénesis somatica a largo plazo

Tabla 4. Efecto de la edad de la linea sobre el porcentaje de germinacion de ES en diferentes
estadios de desarrollo.

Tratamiento Germinacion (%) de ES en diferentes estadios de
desarrollo
Edad Linea Tr<5mm | Tr25mm | BO<5mm |BOZ5mm
(afos) | embriogénica
P1 29,71h 20,00hgil _ _
8 P2 52,86bcdefg 34,62h 100,00a _
P3 66,97bcde 50,799 _ _
P4 10,47hi 10,42m _ _
P5 67,75bcd 69,31bcd 100,00a _
Media 42,24b 33,10b 100,00a _
T1 63,29bcdef 70b _ 100,00a
5 T2 70,86b 66,84bcdef 100,00a 100,00a
T3 22,50hi 32,43hgi _ 00,00
T4 69,58bc 67,49bcde 100,00a _
T5 82,76a 84,38a 100,00a _
Media 69,57a 70,92a 100,00a 66,70

A pesar de los valores elevados de germinacion obtenidos en ESBO, la germinacion
global obtenida en cada una de las lineas estuvo fundamentalmente determinada por el
comportamiento de los ESTr, mucho mas numerosos que los ESBO, que en todas las lineas
presentaron producciones my bajas.

11.3.4. Potencial de regeneracion

Durante la fase de germinacion, los embriones desarrollaron plantas con brotes y/o
raices. Aunque la formacién de raices constituye una parte de la respuesta de los ES a las
condiciones de germinacién, los embriones que Unicamente forman este tipo de estructuras no
son realmente Utiles para la obtencion final de plantas. Con el objetivo de determinar el
rendimiento real del proceso de embriogénesis somatica, se determind en cada una de las
lineas el potencial de regeneracion, asi como otros parametros relacionados con la calidad de
las plantulas obtenidas.

El genotipo tuvo una influencia significativa sobre el potencial de regeneracién (P =
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0,0000) (Fig. 13). La variabilidad observada fue muy alta, con valores que oscilaron entre 0,83 y
8,30 ES que dieron lugar a plantas con tallo o tallo y raiz por cultivo iniciado en la fase de
maduracion. Los valores mas elevados se consiguieron en las lineas T4 y T5 mientras que los
mas bajos se obtuvieron en las lineas P4y T3.
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Figura 13. Efecto de la edad de la linea sobre el potencial de regeneracion.

La edad del cultivo también tuvo un efecto significativo (P = 0,0000) sobre el rendimiento
del proceso, con valores mas elevados en las lineas jévenes (5,53) que en las mantenidas en
proliferacion durante mas tiempo (3,16).

Ademas, tanto el genotipo como la edad de la linea tuvieron una influencia significativa
sobre dos aspectos importantes relacionados con la calidad de las plantulas obtenidas: el
numero de brotes desarrollados por embrién germinado y la longitud de los tallos obtenidos
(Tabla. 5). Independientemente del efecto de la linea (P = 0,0079), el nimero de brotes
desarrollados por embriéon germinado fue significativamente (P = 0,0391) mas elevado en las
lineas antiguas, con una media de 1,91 brotes frente a 1,74 obtenidos en embriones
procedentes de lineas jovenes (Tabla. 5) (Fig. 14). Respecto a la longitud de los tallos formados
durante la germinacioén, se obtuvieron resultados significativamente (P = 0,0000) mejores en las
lineas jovenes, con plantulas con una longitud media de 9,70 mm frente a 7,01 mm en las
obtenidas a partir de lineas antiguas (Tabla. 5). El genotipo tuvo también una influencia
importante (P = 0,0000). De hecho, la longitud méas elevada obtenida en las lineas jovenes
estuvo determinada en gran medida por los resultados obtenidos en las lineas T4 y T5, que
presentaron tallos significativamente mas largos que el resto de lineas, incluidas las otras de 2
afios.

Por consiguiente, se puede concluir que, durante el proceso de germinacién, los ES
obtenidos a partir de cultivos mantenidos durante mas tiempo dieron lugar a un nimero mayor
de brotes pero significativamente mas pequefios.
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Tabla 5. Efecto de la edad de la linea sobre el nimero de brotes formados por ES germinado y la
longitud de los mismos.

[ N® de brotes/ES Longitud de los
Edad (afios) Linea germinado brotes (mm)
embriogénica

P1 1,54b 6,80a

8 P2 2,04a 6,14a
P3 2,10a 6,80a

P4 1,26b 5,74a

PS5 2,06a 8,14abc

Media 1,91a 7,01b

Tl 1,78ab 7,29ab

2 T2 1,64b 6,32a
T3 1,90ab 6.07a

T4 1,83ab 12,03c

s 1,71b 11,26bc

Media 1,74b 9.70a

Figura 14. Brotes formados en medio de germinacion a partir de ES procedentes de A) lineas
antiguas (P5) y B) lineas jovenes (T4). Barra =1 cm.
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11.3.5. Multiplicacién de brotes

Las plantas presentaron buen aspecto en medio de multiplicacién, no observandose
diferencias importantes debidas a la procedencia del brote, desarrollado a partir de ES 0 EZ, o
a la edad del cultivo embriogénico. No obstante, se apreciaron diferencias en el vigor de las
secciones nodales dependiendo de la linea de procedencia, especialmente entre P2 y T5 (Fig.
15).

Figura 15. Aspecto general de plantas en medio de multiplicacién: plantas procedentes de A)
semillas y de las lineas B) P2, C) T5y D) P5. Barra=1 cm.

A lo largo de subcultivos sucesivos en medio de multiplicacién fueron dandose casos de
necrosis, fundamentalmente en la linea P5, que llegaron a provocar, en algunos casos, la
pérdida de la planta (Fig. 15).

A pesar de la baja concentracion de auxina utilizada en el medio de multiplicacion, se
observé en algunos casos la formacion de callo y/o raices. Este hecho fue mucho mas
frecuente en los brotes procedentes de lineas antiguas que en los obtenidos a partir de lineas
jovenes.

El numero de brotes axilares formados estuvo determinado por el genotipo (P = 0,0017)
pero no por el tiempo que la linea se habia sido mantenida en medio de proliferacion (Fig. 16).

La longitud de los brotes axilares formados fue el Gnico pardmetro evaluado en la fase de
multiplicaciéon que se vio influenciado de forma significativa por la edad del cultivo (P = 0,0022)
ademas de por el genotipo (P = 0,0000) (Fig. 17). Los brotes axilares desarrollados a partir de
secciones de lineas jévenes fueron significativamente mas largos (4,35 mm) que los obtenidos
a partir de secciones de lineas antiguas (2,29 mm). La variabilidad entre lineas fue muy grande
con longitudes que oscilaron entre 7,13 mm, en la linea T5, y 1,05 mm, en la linea P5.
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Figura 16. Efecto de la edad de la linea sobre el nimero de brotes axilares formados por cultivo
en medio de elongacién. Comparacion con plantas control procedentes de EZ.
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Figura 17. Efecto de la edad de la linea sobre la longitud de los brotes axilares obtenidos en
medio de elongacién. Comparacion con plantas control procedentes de EZ.

Los resultados obtenidos permitieron diferenciar lineas con diferente vigor en la fase de
multiplicaciéon. Mientras que las plantas obtenidas a partir de la linea T5 presentaron mayor
cantidad de brotes axilares, que ademas eran de mayor longitud, las lineas P5 y T2 se
caracterizaron por presentar menos brotes y de menor longitud. P5 y T2 presentaron también
tallos de mayor grosor y entrenudos mas cortos que T5, que se caracterizé por presentar tallos
finos y entrenudos largos.
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11.3.6. Enraizamiento de brotes

En este experimento se estudié el efecto del genotipo y la edad del cultivo sobre la
capacidad de enraizamiento de los brotes obtenidos durante la fase de germinacion.

Las primeras raices aparecieron después de 8-10 dias en medio de enraizamiento,
aunque pudo observarse que los brotes procedentes de lineas antiguas enraizaron un poco
mas tarde que los obtenidos a partir de lineas jévenes o semillas. Durante el proceso de
enraizamiento se aprecio en algunos casos la formacién de callo en la base del tallo (Fig. 18).
No obstante, todas las plantas mostraron buen aspecto, con formacién de un sistema radicular
bien desarrollado (Fig. 19).

Los porcentajes de enraizamiento oscilaron entre el 83,33 y el 100%, no observandose
diferencias significativas entre las lineas testadas, ni respecto a las plantas control, procedentes
de semillas (datos no mostrados). Tampoco pudo observarse un efecto significativo de la edad
del cultivo, con una tasa de enraizamiento del 87,88% para las lineas jovenes y del 92,59%
para las mas antiguas. Las plantas procedentes de EZ enraizaron en el 100% de los casos.

Figura 18. Formacion de callo en una planta somatica en medio de enraizamiento. Barra = 1 cm.

Figura 19. Aspecto general de plantas de olivo en medio de enraizamiento: A) Planta control
procedente de semilla, B) planta obtenida a partir de una linea antigua (P5) y C) planta obtenida a
partir de una linea joven (T4). Barra =1 cm.

El numero de raices tampoco se vio afectado de forma significativa por el genotipo o la
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edad del cultivo (datos no mostrados). En los brotes procedentes de ES, el nUmero de raices
oscilé entre 2,11 y 3,00, mientras que en los procedentes de EZ se obtuvieron valores
intermedios (2,62).

En lo que se refiere a la longitud de las raices, tampoco se apreciaron diferencias
significativas entre las lineas embriogénicas testadas, con valores comprendidos entre 23,50 y
50,70 mm (Fig. 20). No obstante, las raices desarrolladas a partir de brotes procedentes de ES
fueron siempre mas cortas que las obtenidas a partir de tallos procedentes de semillas (81,21
mm).
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Figura 20. Efecto de la edad de la linea sobre la longitud de las raices desarrolladas en medio de
enraizamiento. Comparacion con plantas control procedentes de EZ.

11.3.7. Aclimatacion

Durante la fase de aclimatacion las plantas procedentes de ES mostraron buen aspecto y
un crecimiento similar al de las plantas procedentes de EZ (Fig. 21).

En lo que se refiere a la tasa de supervivencia después de 8 semanas, el analisis
estadistico no puso de manifiesto la existencia de diferencias significativas entre genotipos
diferentes. Las plantas de todas las lineas, independientemente también de la edad de las
mismas, se adaptaron bien a las condiciones ex vitro, con tasas de supervivencia muy elevadas
(80-100%), similares a las obtenidas en las plantas control (100%) (datos no mostrados).
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Figura 21. Aspecto general de plantas de olivo en fase de aclimatacion. A) Plantas controles
procedentes de EZ. B) y C) plantas procedentes de ES. Barra =5 cm.
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[1.4. Discusién

11.4.1. Proliferacidon de cultivos embriogénicos

Durante la fase de proliferacion, las células embriogénicas deben mostrar una capacidad
continua de proliferacién, que permitird el mantenimiento de los cultivos.

Los cultivos embriogénicos de olivo presentaron diferencias morfolégicas importantes
dependiendo de la linea. Resultados similares han sido descritos en otras especies como
aguacate (Witjaksono et al. 1999) y pino maritimo (Breton et al. 2006). El genotipo es uno de los
factores que no solo determina si un cultivo continla siendo embriogénico o no, sino que
también afecta a las caracteristicas de los ciclos repetitivos (Merkle 1995). Ademas, parece ser
responsable de controlar el estado de desarrollo del ES en el que tiene lugar la proliferacién de
nuevo material embriogénico (Merkle 1995). En general, los genotipos de olivo estudiados
mostraron una forma de proliferacién basada en la formacion de callo embriogénico y ES de
diferente tamafio, observdndose una forma de embriogénesis secundaria repetitiva,
caracterizada por la proliferacién de nuevo material embriogénico sobre embriones primarios,
similar a la descrita en otras especies (Witjaksono y Litz 1999).

La morfologia de los cultivos parecié verse afectada por el tiempo en proliferaciéon. En
general, el mantenimiento de lineas embriogénicas de olivo en proliferacién continua durante un
periodo prolongado de tiempo provoco un deterioro de la calidad del tejido, aunque el efecto fue
variable dependiendo del genotipo. Estos resultados estan de acuerdo con estudios previos en
los que también se observé un cambio en el aspecto de los cultivos embriogénicos a lo largo
del tiempo. En palma de aceite (Konan et al. 2010) y zanahoria (Molle et al. 1993), el
mantenimiento de los cultivos a largo plazo mediante subcultivos repetitivos condujo a una
reduccién gradual de la calidad de los mismos. En aguacate, Peran-Quesada (2001) observo
qgue el mantenimiento de los cultivos a largo plazo daba lugar a un aumento del crecimiento
desorganizado y a una pérdida del potencial de regeneracion. Los cultivos embriogénicos de
pino maritimo también cambiaron de morfotipo y color con el tiempo. Observaciones a nivel
microscopico pusieron de manifiesto que en cultivos jovenes las masas embridn-suspensor
estaban compuestas por grandes agrupaciones de células pequefias e intensamente tefidas,
que formaban cabezas embrionarias bien definidas o masas lobuladas como resultado de
procesos de rotura o proliferacion. La organizacién celular de las masas embrién-suspensor se
deterior6 con el tiempo de manera que los embriones bien formados fueron progresivamente
reemplazados por pequefias agrupaciones de células meristematicas laxamente unidas (Breton
et al. 2006). En olivo, también se ha descrito un aumento de la desorganizacién de las PEMs
después de un afio de proliferacién (Shibli et al. 2001).

En lo que se refiere a la tasa de proliferacion de los cultivos, los resultados obtenidos
pusieron de manifiesto un efecto significativo tanto del genotipo como de la edad del cultivo,
con incrementos de peso mas elevados en los cultivos mantenidos durante mas tiempo.

Estudios previos sefialaron al genotipo como uno de los factores que determinan la tasa
de proliferacion de los cultivos (Merkle 1995). Resultados que corroboran esta afirmacion se
han obtenido en diferentes especies como abeto rojo (Becwar et al. 1987), pino maritimo
(Breton et al. 2005) o Kalopanax septemlobus (Park et al. 2011).

El efecto de la edad del cultivo sobre la tasa de crecimiento también ha sido descrito en
otras especies como Kalopanax septemlobus (Park et al. (2011) o Persea americana (Marquez-
Martin 2007), en las que se observaron tasas de proliferacion mas elevadas en los cultivos
mantenidos durante mas tiempo.
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A pesar de que el mantenimiento de los cultivos embriogénicos de olivo se llevé a cabo en
medio con auxina, se observé la produccién de ES en distintos estados de desarrollo. La auxina
es una hormona indispensable para la proliferacion de cultivos embriogénicos, pero también es
un inhibidor de la formacion de ES (Nomura y Komamine 1985; De Vries et al. 1988; Filonova et
al. 2000). Segun von Arnold (2008), el agotamiento de la auxina en el medio de cultivo
comienza algunos dias después del inicio del cultivo. Como consecuencia, si los cultivos no son
transferidos a medio fresco semanalmente, los ES pueden comenzar a desarrollarse.

Al igual que en Glycine max (Bailey et al. 1993), el desarrollo de ES en medio de
mantenimiento se vio significativamente afectado por la linea embriogénica. Sin embargo, no se
observé un efecto del tiempo de cultivo sobre el nimero total de ES producidos por cultivo.

No obstante, los resultados de produccién de ES en diferentes etapas de desarrollo
pusieron de manifiesto diferencias en el patrén de proliferacion de los cultivos embriogénicos de
olivo como consecuencia del tiempo en proliferacion, con mayor produccién de embriones en
estadios avanzados en los cultivos que habian sido mantenidos en proliferacion durante menos
tiempo. Estos resultados estan de acuerdo con Molle et al. (1993) quienes, en cultivos
embriogénicos de zanahoria, observaron una disminucion de la calidad de los embriones en
funcion del tiempo de cultivo. En palma de aceite también se aprecié una reduccion gradual de
la calidad de los ES después de nueve afos de cultivo (Konan et al. 2010). No obstante, el
deterioro en la calidad de los tejidos no afecté por igual a todos los clones testados,
manteniendo algunas lineas intactos su potencial de multiplicacion y de regeneracion de
plantas (Konan et al. 2010).

Los datos de formacion de ES obtenidos en la presente investigacion junto con los de
crecimiento podrian poner de manifiesto, tal como propusieron Breton et al. (2005), una
asociacion entre una organizacion compleja de los cultivos y una baja tasa de crecimiento.
Ademas, los resultados revelan que el mantenimiento in vitro de cultivos embriogénicos
mediante subcultivos repetitivos durante periodos de tiempo prolongados provoca un descenso
gradual de la organizacién celular del cultivo, aumentando asi, como propone von Arnold
(2008), la posibilidad de una disminucién del potencial embriogénico.

11.4.2. Desarrollo y maduracion de ES

La produccion de ES durante la fase de desarrollo vari6 dependiendo de la linea
embriogénica, con algunos genotipos que produjeron un numero elevado de embriones
mientras que en otros la produccion fue muy baja. En general, el genotipo representa uno de
los factores responsables de las variaciones observadas durante el desarrollo y maduracion de
ES (Merkle et al. 1995). Resultados similares se han observado en otras especies como el
aguacate. En este cultivo, mientras que las lineas tipo SE responden positivamente a los
tratamientos de maduracion, las lineas tipo PEM raramente se diferencian en ESBO en las
condiciones estandar de maduracién (Marquez-Martin et al. 2012). En coniferas como Pinus
pinaster (Lelu-Walter et al. 2006) o Picea abies (Egertsdotter y von Arnold 1998) también se
han descrito diferencias en la produccidén de embriones debidas al genotipo.

El tiempo de cultivo afectd de forma negativa a la formacion en medio de desarrollo de ES
de olivo. De acuerdo con von Arnold (2008), los cultivos embriogénicos de algunos genotipos
pueden ser subcultivados y mantenidos en medio con reguladores de crecimiento durante un
periodo prolongado de tiempo manteniendo su capacidad de producir ES maduros. Sin
embargo, el riesgo de disminucion del potencial de regeneracion aumenta con el tiempo de
cultivo en medio de mantenimiento.

En general, después del inicio del cultivo, existe un periodo corto (uno o varios
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subcultivos) durante el cual la tasa de regeneracion aumenta (Reinert y Backs 1968; Reinert et
al. 1971). A este le sigue un periodo de alta capacidad regenerativa, después del cual, la
capacidad de los tejidos para regenerar embriones maduros generalmente disminuye (von
Arnold, 2008).

En cultivos nucelares de Citrus sinensis se observé una disminucion del potencial
embriogénico a lo largo de subcultivos sucesivos (Kochba et al. 1972; Bhojwani et al. 1996).
Esta pérdida de la capacidad morfogénica al aumentar el tiempo de cultivo ha sido descrita
también en pino maritimo por Breton et al. (2005) y Klimaszewska et al. (2009), quienes
apreciaron un descenso en la produccion de ES maduros en tejidos embriogénicos cultivados
durante mas de un afio.

En coniferas se ha demostrado que la composicion celular y la presencia de ES en
estadios tempranos de desarrollo pueden variar con la duracién del cultivo (Breton et al. 2005).
La pérdida de potencial morfogénico de una linea inicialmente productiva se ha asociado en
este caso con un cambio en la morfologia de los ES y en la composicién y organizacion de los
cultivos (Breton et al. 2005).

En Kalopanax septemlobus también disminuy6é considerablemente la capacidad para
formar ES en medio de maduracion con la edad del callo, aunque los cultivos mantuvieron una
apariencia embriogénica en todos los casos. Segun Park et al. (2011), seria necesario
investigar si estas diferencias estan relacionadas con un descenso de la actividad metabdlica
del cultivo.

Breton et al. (2006) describieron en sus trabajos un efecto negativo de los subcultivos
repetitivos sobre el desarrollo de embriones en estado cotiledonar. Segun estos autores, este
efecto era consecuencia de una parada o asincronia en el desarrollo del embrién o a haber
seguido un patrén de diferenciacion erréneo.

En general, las razones para la pérdida de capacidad regenerativa son todavia inciertas y
pueden variar dependiendo de las circunstancias. No obstante, diferentes hipétesis se han
planteado para intentar explicar este hecho (Gahan y George 2008):

- Variacion genética en la poblacién celular: Una teoria muy extendida es que durante los
subcultivos, las células son preferentemente seleccionadas por su habilidad para proliferar mas
rapidamente bajo las condiciones de cultivo elegidas y que este atributo es incompatible con la
capacidad de regeneracion (Sacristan y Melchers 1969; Smith y Street 1974; Orton 1980).

- Presencia de sustancias que provocan la regeneracion, que estan presente en el
explanto fresco y disminuyen lentamente durante el mantenimiento in vitro (Reinert y Backs
1968). La hipétesis opuesta podria ser la presencia de un inhibidor de la regeneracion, que va
acumulandose con el tiempo.

- Cambios epigenéticos en los cultivos celulares: El genotipo de estas células
esencialmente se conserva, pero los mecanismos reguladores de la informacién genética, que
gobiernan la regeneracion, se vuelven inoperantes o se pierden durante los subcultivos (Rice et
al. 1979).

De acuerdo con Gahan y George (2008), estas hipotesis representan dos ideas: que las
células no competentes han perdido permanentemente su totipotencia o que la competencia
morfogenética se ha visto dafada.

Segun William y Maheswaran (1986), el patron observado en la embriogénesis somatica
depende de si un grupo de células mantiene un funcionamiento coordinado como una unidad
embriogénica y, en consecuencia, es afectado por factores que infuyen en la comunicacion
intercelular. En alfalfa, Cvikrova et al. (1991) encontraron que una caracteristica de los cultivos
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después de la pérdida de potencial embriogénico era un aumento en los niveles de &cidos
fendlicos con grupos metilo. En cultivos de callo de arroz mantenidos a largo plazo, la
regeneracion se vio afectada por la acumulacién de poliaminas (Bajaj y Rajam 1996).

Ademas de en el numero total de embriones producidos, en el presente trabajo también
se observaron diferencias en el tipo de embriones desarrollados a partir de lineas de edades
diferentes. Los resultados mostraron que la mayor produccion de ES observada en los cultivos
jovenes se debid principalmente a un mayor desarrollo de ESTr 25 mm y ESBO < 5 mm.
Globalmente, las lineas jovenes parecen tener un potencial morfogénico mayor, siendo capaces
de producir embriones en estadios de desarrollo mas avanzados.

El paso de una fase de proliferacion no organizada a otra de desarrollo embriogénico
organizado, se ha propuesto que juega un papel fundamental en la embriogénesis somética
(Filonova et al. 2000), con experimentos de desarrollo dindmicos realizados con cultivos
embriogénicos de abeto rojo que refuerzan la importancia de la transicion PEM-embrion
(Bozhkov et al. 2002). En los cultivos antiguos de olivo, sin embargo, no se observa una
disminucion en el desarrollo de embriones en estadios tempranos de desarrollo. Los cambios
en la produccion de ES solo afectan a los estadios mas avanzados.

11.4.3. Germinacion de ES

Los resultados obtenidos mostraron una influencia significativa del genotipo sobre la
capacidad de germinacion de los ES de olivo. En Psidium guajava, Akhtar (1997) también
observé una variacién en la capacidad de germinaciéon de embriones procedentes de cultivos
embriogénicos genéticamente distintos.

El tiempo de cultivo de las lineas embriogénicas también tuvo un efecto significativo sobre
la capacidad de germinacion de los ES obtenidos, con tasas mas elevadas en los embriones
procedentes de las lineas jovenes. Estos resultados estan de acuerdo con estudios previos en
pino maritimo en los que también se aprecié una influencia negativa de los subcultivos
repetidos en el tiempo sobre la tasa de germinacion de los embriones (Breton et al. 2006). En
lineas embriogénicas de la misma edad, Park et al. (2011) encontraron una correlacion directa
entre la formacion de ES y la conversion de estos en plantulas. Sin embargo, cuando
compararon la obtencién de plantulas a partir ES procedentes de cultivos del mismo genotipo
mantenidos durante dos periodos de tiempo diferentes (6 meses y 2,5 afios), observaron que la
tasa de conversion mas elevada se obtenia en los ES procedentes de los cultivos mas jovenes,
lo que ponia de manifiesto que no solo la produccion de ES disminuia con la edad, sino también
la conversion de estos en plantas.

Ademas, los embriones procedentes de cultivos mantenidos durante periodos
prolongados a menudo dieron lugar a una germinacién aberrante (Parrot et al. 1988; Roberts et
al. 1990; Senaratna et al. 1990). La capacidad de germinaciéon de un embrion depende de un
desarrollo embrionario correcto, de manera que el embrion formado no presente
malformaciones anatomicas que impidan su posterior conversion en planta, y de que la
acumulacién de sustancias de reserva haya sido adecuada, para que durante la germinacion el
embrién disponga de los compuestos necesarios para la formacién de la plantula, hasta el
desarrollo de la autotrofia (Sanchez-Romero et al. 2002). Estos procesos, que tienen lugar
durante el desarrollo y maduracién del embrion, no parecen ocurrir del mismo modo en lineas
de edades diferentes, ya que los embriones desarrollados a partir de lineas mantenidas en
proliferacién durante mas tiempo germinaron con tasas significativamente mas bajas. Estudios
adicionales podrian ayudar a esclarecer qué mecanismos 0 procesos no ocurren de forma
correcta en los cultivos procedentes de lineas antiguas.
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I1.4.4. Potencial de regeneracion

Tanto el genotipo como la edad del cultivo mostraron una influencia significativa sobre el
potencial de regeneracion de cultivos embriogénicos de olivo. El genotipo también tuvo en
Glycine max una influencia importante en la eficiencia de regeneracion via embriogénesis
somatica (Komatsuda y Ohyama 1988; Komatsuda et al. 1992). De acuerdo con Bailey et al.
(1993), el genotipo puede tener una influencia decisiva en la aplicabilidad de la embriogénesis
somatica como método de regeneracion de plantas. No obstante, el efecto del genotipo puede
ser parcialmente superado mediante modificaciones del protocolo de partida.

En general, el tiempo de cultivo en medio de mantenimiento mediante subcultivos
repetitivos afecta de forma negativa al potencial de regeneracion de los cultivos (Breton et al.
2006), como consecuencia normalmente de deficiencias durante las fases de desarrollo y
maduracion del embrién. Las plantuntas obtenidas también fueron significativamente diferentes
dependiendo de la edad del cultivo. En general, los ES procedentes de cultivos mantenidos en
proliferacion durante 8 afios dieron lugar a mas tallos por ES germinado, pero de menor
longitud que los embriones procedentes de lineas jévenes. Estos resultados estan de acuerdo
con observaciones previas en las que embriones procedentes de cultivos mantenidos durante
periodos prolongados de tiempo a menudo dieron lugar a una germinacion aberrante, asi como
a un crecimiento poco vigoroso (Parrot et al. 1988; Roberts et al. 1990; Senaratna et al. 1990).
Segun Merkle et al. (1995), la menor longitud del hipocétilo observada en las lineas antiguas
puede ser debida a un agotamiento rapido de las reservas presentes en los ES.

[1.4.5. Multiplicacion de brotes

La multiplicacion in vitro de las plantas obtenidas de la germinacion de ES se vio afectada
de forma importante por el genotipo, con algunas lineas en las que este proceso tenia lugar
muy eficientemente y otras en las que la tasa de multiplicacion fue muy baja.

Estudios previos llevados a cabo en olivo han puesto de manifiesto la existencia de
dificultades en la multiplicacién in vitro de esta especie y heterogeneidad en la respuesta de
diferentes cultivares (Rugini y Fontanazza, 1981; Bartolini et al., 1990; Leva et al., 1992; Garcia-
Férriz et al., 2002). Las diferencias observadas entre las lineas testadas podria deberse a que
el medio de cultivo (Revilla et al. 1996) y las condiciones utilizadas para la multiplicacién no se
adecuen a todos los genotipos, limitando asi la multiplicacién in vitro de las plantas obtenidas
via embriogénesis somética a partir de lineas de origen diferente. Una optimizacion de las
condiciones de micropropagacion de forma especifica para los casos mas probleméticos podria
ayudar a superar este inconveniente.

La edad de los cultivos a partir de los cuales se regeneraron las plantas solo influyé en la
longitud de los brotes obtenidos, con tallos significativamente mas largos en las plantas
procedentes de lineas jovenes. Este efecto podria estar relacionado con el vigor de las
plantulas obtenidas durante la germinacion de los ES, significativamente mayor cuando estos
proceden de cultivos mantenidos durante menos tiempo. Este resultado estd de acuerdo con
Rugini y Baldoni (2005), quienes apuntan que el éxito de la multiplicacion in vitro de olivo esta
relacionado con el vigor del crecimiento de la planta madre.

I1.4.6. Enraizamiento de brotes

El enraizamiento de los brotes obtenidos durante la fase de multiplicacién tuvo lugar con
éxito, con porcentajes que oscilaron entre el 83,33 y el 100%. Ni el genotipo ni la edad del
cultivo tuvieron un efecto significativo sobre la capacidad de enraizamiento. Sin embargo, la
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formacion de raices adventicias in vitro es todavia dificil en muchos cultivares de olivo (Briccoli-
Bati et al., 1999; Rugini et al., 1999). De hecho, Rugini (1984), Fiorino y Leva (1986) y Rama y
Pontikis (1991), obtuvieron tasas de enraizamiento in vitro que oscilaron entre el 25 y el 85%,
dependiendo del cultivar utilizado.

El nimero de raices y la longitud de las mismas tampoco se vieron afectados por el
genotipo o la edad del cultivo, obteniéndose normalmente un sistema radicular adecuado. No
obstante, la capacidad para obtener plantas enraizadas in vitro no es siempre un indicador de
que el crecimiento va a continuar en el tiempo (Anandarajah et al. 1990a, b; Fujii et al. 1990;
Senaratna et al. 1990) o de que va a tener lugar con éxito en condiciones ex vitro. Esto debe
ser evaluado durante la fase de aclimatacion.

[1.4.7. Aclimatacién

Durante la fase de aclimatacion, las plantas obtenidas via embriogénesis somatica
mostraron un aspecto normal y un crecimiento rapido, a pesar de perder las primeras hojas. En
muchas especies vegetales, las hojas formadas in vitro son incapaces de continuar
desarrollandose en condiciones ex vitro y son reemplazadas por hojas formadas en estas
nuevas condiciones (Preece y Sutter 1991; Diettrich et al. 1992). Segun Grout y Millam (1985),
esto puede ser debido a que las sales y sustancias organicas almacenadas en las primeras
hojas, no funcionales, son utilizadas para el crecimiento y desarrollo de nuevos 6rganos durante
la fase de aclimatacién. Las hojas formadas después de la aclimatacion suelen mostrar un
aspecto y una funcién fotosintética normales (Deng y Donnelly 1993).

Estadisticamente, la tasa de supervivencia de las plantas en la fase de aclimatacion fue
alta y no se vio afectada por el genotipo ni por la edad de la linea. Resultados similares se han
obtenido en olivo en otros casos. Asi, Cafias y Benbadis (1988) describieron tasas de
supervivencia del orden del 75-80% en plantas de olivo regeneradas via organogénesis
adventicia a partir de callos inducidos de fragmentos de cotiledones. Menuccini y Rugini (1993)
también aclimataron plantas de olivo obtenidas via organogénesis adventicia a partir de
peciolos de hojas. En lo que se refiere a plantas obtenidas via embriogénesis somatica, Shibli
et al. (2001) obtuvieron un porcentaje de supervivencia elevado (95%) en plantas de olivo
regeneradas de callos inducidos a partir de diferentes tipos de explantos (hojas, peciolos,
hipocoétilo y raices de semillas germinadas).

51






CAPITULO lll. CRIOCONSERVACION DE
EMBRIONES SOMATICOS






Capitulo Ill. Crioconservaciéon de embriones somaticos

[11.1. Introduccién

La crioconservacion se considera el Unico método disponible para el almacenamiento a
largo plazo seguro de material vegetal (Engelmann 2011). Esta técnica consiste en el
almacenamiento de material biolégico a una temperatura muy baja, como la del nitrogéno
liguido (NL) (-196°C) (Withers y Engelmann 1997). A esta temperatura ultrabaja todos los
procesos metabdlicos y la mayoria de los procesos fisicos se detienen, permitiendo la
conservacion del material vegetal durante un periodo de tiempo tedricamente ilimitado
(Engelmann 2004), evitando las desventajas del mantenimiento in vitro (Reed 2008).

El uso integrado de la embriogénesis somatica y la crioconservacién permite la
conservacion eficiente de clones de interés, genotipos élite, lineas celulares con atributos
especiales y material transgénico hasta que los resultados de los experimentos de campo estén
disponibles (Engelmann 1992; Lynch 2000). En definitiva, la crioconservacion constituye un
medio para facilitar el manejo de material de interés biotecnoldgico.

[11.1.1. Técnicas de crioconservacion

Durante la crioconservacion, al igual que en cualquier proceso de congelacion, se originan
cristales de hielo, que son considerados la principal causa de muerte celular debido al dafio
fisico que causan en las membranas (Helliot et al. 2003).

La mayoria de los sistemas experimentales empleados en crioconservacion contienen
grandes cantidades de agua celular libre y son extremadamente sensibles a los dafios por
congelacién, ya que la mayoria de ellos no toleran este proceso de manera innata. Para
mantener la viabilidad celular es importante evitar la congelacion intracelular (Sakai y Yoshida
1967). Por lo tanto, las células necesitan ser suficientemente deshidratadas artificialmente
antes de su inmersion en NL. Las técnicas empleadas y los mecanismos fisicos en los que
estas se basan son diferentes dependiendo del método de crioconservacion (Withers y
Engelmann 1998). Mientras que las técnicas clasicas implican la deshidratacion inducida por
congelacién, las mas modernas estan basadas en la vitrificacion (Engelmann 2004).

I11.1.1.1. Técnicas clasicas

Los métodos clasicos, también conocidos como congelacién en dos fases, congelacion
lenta o congelacion a velocidad controlada, fueron los primeros que se desarrollaron. Estos
métodos consisten en el enfriamiento lento de los explantos hasta una temperatura de
precongelacién determinada, seguido de inmersion rapida en NL. De forma general, las
muestras son pretratadas con soluciones crioprotectoras compuestas por una o0 varias
sustancias quimicas, las cuales usualmente se afiaden de forma progresiva hasta una
concentracion final. Este pretratamiento retira parte del agua de las células. Sin embargo, la
mayoria del agua se retira durante el primer paso de enfriamiento, es decir, durante la
congelacion lenta hasta -35 6 -40°C. En el punto de congelacion de la solucidn crioprotectora se
inicia la nucleacion del hielo, formandose hielo en la solucién crioprotectora y en los espacios
intercelulares. Ya que solo una parte del agua que contribuye a la solucion extracelular sufre la
transicion a hielo, la solucién se vuelve cada vez mas concentrada. Para restaurar el equilibrio
osmotico, el agua abandona el protoplasto, lo que da lugar a una reduccién del agua
intracelular congelable y a un aumento de la concentracion de solutos en el interior de la célula.
Esto ultimo provoca una disminucién de la temperatura de cristalizacion de la solucion
intracelular residual, que formara hielo a una temperatura mas baja o, si esta suficientemente
concentrada, formara un cristal vitreo en contacto con el NL (Panis 1995; Reed y Uchendu
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2008). Asi, el citoplasma permanece descongelado debido a la concentracion de solutos y la
pared celular protege la membrana celular del dafio causado por los cristales de hielo. La
velocidad de enfriamiento lento usualmente utilizada para garantizar un nivel apropiado de
deshidratacion de los explantos suele ser de 0,5-2°C min™L.

Las técnicas clasicas son, en general, complejas y en muchos casos requieren el uso de
congeladores programables sofisticados y caros (Kartha y Engelmann 1994; Engelmann
1997b). Estas técnicas dan mejores resultados cuando se utilizan materiales indiferenciados
como callos o suspensiones celulares (Heine-Dobbernack et al. 2006; 2007). No obstante,
también han sido empleadas para la congelacién de estructuras diferenciadas, como apices de
especies tolerantes al frio (Reed y Chang 1997).

Los procedimientos de congelacion clasica incluyen las siguientes etapas: precultivo de
los explantos, crioproteccion, enfriamiento lento hasta una temperatura determinada de
precongelacion (usualmente -40°C), inmersion rapida en NL, descongelacion rapida y
recuperacion del cultivo (Engelmann 2011).

I11.1.1.2. Técnicas basadas en la vitrificacién

En estas técnicas se elimina la formacién de hielo dentro y fuera de las células gracias al
proceso de vitrificacion.

La vitrificacién es un proceso fisico que se define como la solidificacion no cristalina de
liquidos. En el caso del agua, este proceso implica la transicion de la fase liquida, directamente
y sin formacion de cristales de hielo (Fahy et al. 1984), a un estado amorfo o vitreo que carece
de una estructura organizada, pero que posee las propiedades mecanicas y fisicas de un sélido
(Taylor et al. 2004). La vitrificacidon del agua en los sistemas biologicos es dependiente de un
aumento de la viscosidad celular. Esta elevada viscosidad no permite la reorganizacion
molecular y, por lo tanto, impide la union de las moléculas de agua para formar hielo (Benson
2008). El aumento de la viscosidad celular se puede conseguir a través de dos aproximaciones
distintas: 1) la adicién de aditivos crioprotectores a alta concentracién, que penetran en el
interior de la célula, y 2) la retirada de agua mediante deshidratacion osmética o desecacion por
aire o agentes desecantes (Benson 2008).

De esta forma, cuando una solucién suficientemente concentrada se enfria a
temperaturas muy bajas, pasa a un estado solidificado pero sin la formacién de cristales de
hielo. El estado vitrificado es metastable, lo que significa que puede ser revertido de forma
relativamente facil a liquido o desvitrificarse para formar hielo (Benson 2008). Los sistemas
vitrificados son particularmente inestables durante la descongelacién ya que pequefios cambios
en la energia y movilidad de las moléculas pueden ser suficientes para permitir la
reorganizacion de las moléculas de agua y la formacion de cristales de hielo (Benson 2008).

De modo general se acepta que el paso critico para conseguir supervivencia después de
la crioconservacion mediante protocolos basados en la vitrificacion reside en la deshidratacion y
no la congelacion (Ramon et al. 2002).

Las técnicas basadas en la vitrificacién se han utilizado en la crioconservacion de tejidos
heterogéneos y complejos para los que es dificil conseguir velocidades 6ptimas de enfriamiento
(Benson 2008).
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= Fases de los métodos basados en la vitrificacion

La mayoria de las técnicas de vitrificacion clasicas comprende una serie de pasos
comunes: preacondicionamiento de las muestras, osmoproteccion o tratamiento de carga,
deshidratacion con una solucion de vitrificacion, inmersién en NL, descongelacion, descarga y
cultivo (Fig. 22).

PVS2
(2 ml) PVS2

Precultivo Carga

Deshidratacion

——»H—» e,

Tratado con PVS2

Inmersién
directa

— N
(-196°C)

0,3 M sacarosa 2 M glicerol + 2 25 0 0°C Vitrificacién
16 horas 0,4 M sacarosa Reemplazado 1 vez
20 min

con PVS2 fresco
Descongelacion rapida v

PVS2

Cultivo 1,2 M sacarosa desechado

Agua
(40°C)

1 dia Medio agar

Figura 22. Representacion esquemética de un procedimiento de crioconservacion basado en la
vitrificacion (tomado de Sakai (1995)).

o Estado fisiolégico de los explantos

El estado fisiologico tiene un efecto importante en la manera en la que las diferentes
células y tejidos sobreviven a los tratamientos crioprotectores (Benson 2008) y a la congelacion.
Este estado debe ser el 6ptimo para la adquisicion de la maxima tolerancia a la deshidratacion
y para dar lugar a una recuperacion vigorosa del crecimiento después de la congelacion
(Withers 1979; Dereuddre et al. 1988).

La respuesta de los explantos esta influenciada por el tipo celular (Volk y Caspersen
2007) y la capacidad para superar el estrés (Benson et al. 1995).

o0 Preacondicionamiento

Ya que la fase critica del proceso es la deshidratacion, la clave para una crioconservacion
con éxito reside, en muchos casos, en la induccion de tolerancia a este proceso (Ramon et al.
2002). En la practica, esta tolerancia se induce a través de diferentes tratamientos.

Una de las estrategias méas utilizadas con esta finalidad ha sido el precultivo en altas
concentraciones de sacarosa (Panis et al. 2002; Pinker et al. 2009). Los efectos de este tipo de
tratamientos parecen darse a diferentes niveles: 1) Un efecto directo, induciendo vitrificacion
por si mismos (Panis et al. 2005), 2) Un efecto protector estabilizando las membranas celulares
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(Niu et al. 1997) y 3) un efecto a nivel fisiol6gico induciendo distintos tipos de cambios
(Charoensub et al. 1999; Reinhoud et al. 2000; Jitsuyama et al. 2002).

La aclimatacion al frio también se ha utilizado a menudo como una forma de mejorar la
supervivencia a la crioconservacion ya que aumenta la tolerancia a la deshidrataciéon y a la
congelaciéon (Vandenbussche et al. 1999). En muchas especies, después de la aclimatacion al
frio, aumenta el nivel de insaturaciéon de los acidos grasos lo cual influye en las caracteristicas
de las membranas (Vandenbussche et al. 1999). También se ha observado un aumento en el
contenido en azUcares, asi como cambios en el estado fisico del agua, que resultan en un
ambiente celular menos sensible osméticamente (Burchett et al. 2006).

También se han utilizado para mejorar la respuesta a la crioconservacion tratamientos
con agentes osmoéticos o ABA (Ramon et al. 2002). La aplicacion exdgena de ABA o el
incremento endogéno de este regulador de crecimiento en condiciones de estrés ha sido
asociado con la sintesis de proteinas (Stewart y Voetberg 1985; Pelah et al. 1997) y otros
solutos (Stewart y Voetberg 1985; Nieves et al. 2001) que juegan un papel importante en la
tolerancia de las plantas a la desecacion (Fang et al. 2004).

o0 Tratamiento de carga

Para muchas especies, la exposicion directa a las soluciones vitrificantes, altamente
concentradas, es toxica. Es por esto que las muestras que van a ser crioconservadas deben ser
previamente sometidas a un tratamiento de carga, que puede constituir un paso importante en
los procedimientos basados en la vitrificacion (Reed 2008).

En este tratamiento, los explantos son incubados en una solucidon crioprotectora con una
concentracion intermedia que recibe el nombre de solucién de carga (LS). Esto prepara los
explantos para su posterior exposicion a la solucion de vitrificacion, reduciendo el choque
osmoético que puede causar la exposicion directa a la misma y provocando un aumento de la
tolerancia a la deshidratacién (Takagi 2000; Thin y Takagi 2000; Sakai 2004).

Entre las distintas soluciones LS testadas, una mezcla de glicerol 2 M y sacarosa 0,4 M
demostrd ser muy efectiva para inducir tolerancia a la deshidratacién por incubacion en una
solucion vitrificante (Sakai et al. 1991; Nishizawa et al. 1992). Normalmente, 20 min es un
tiempo de incubacion suficiente para reducir la toxicidad de la solucion de vitrificacion (Sakai et
al. 1990) y mejorar la tolerancia al choque osmotico (Sakai 2004).

o Deshidratacién con solucién vitrificante

En este paso, los explantos deben ser deshidratados, normalmente mediante incubacion
con soluciones vitrificantes. Para que la crioconservacion tenga éxito es fundamental conseguir
durante este tratamiento un grado adecuado de desecacién, evitando el dafio por toxicidad
guimica o estrés osmaético excesivo (Vujovié et al. 2011). Asi, optimizar el tiempo y la
temperatura de exposicion a las soluciones vitrificantes es fundamental para obtener tasas de
recuperacion elevadas después de la vitrificacion (Sakai y Engelmann 2007). En algunos
materiales es necesario llevar a cabo el tratamiento a 0°C para reducir los efectos perjudiciales
de la solucion de vitrificacion (Nishizawa et al. 1993; Kuranuli y Sakai 1995; Thinh 1997; Yoon
et al. 2006).

Se han desarrollado diferentes soluciones vitrificantes (Sakai et al. 1990; Steponkus et al.
1992). No obstante, las més usadas son las soluciones basadas en el glicerol “Plant Vitrification
Solution (PVS) 2" (Sakai et al. 1990) y PVS3 (Nishizawa et al. 1993). La solucion PVS2
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contiene glicerol al 30% (p/v), etilenglicol al 15% (p/v), dimetil sulféxido (DMSO) al 15% (p/v) y
sacarosa 0,4 M (pH 5,8) mientras que la solucién PVS3 consiste en glicerol al 50% (p/v) y
sacarosa 1,46 M (Kulus y Zalewska 2012). Durante un enfriamiento rapido, la solucién PVS2 se
superenfria facilmente por debajo de -100°C y solidifica a -115°C, dando un sélido no cristalino
metaestable.

o Congelaciéon y descongelacién

Una alta velocidad de enfriamiento es esencial para conseguir la vitrifcacion durante la
congelacioén y evitar asi los efectos negativos de la formacién de cristales de hielo (Panis et al.
2005). Es por esto que en las técnicas basadas en la vitrificacion, la congelacion se lleva a cabo
en un solo paso, introduciendo directamente las muestras deshidratadas en NL (Panis et al.
2005), con lo que se consiguen velocidades de congelacién de aproximadamente 200°C min-t
(Sakai y Engelmann 2007).

La fase de descongelacion es igual de importante que la de congelacion. La
descongelacién debe llevarse a cabo de forma rapida a temperatura controlada, para evitar los
procesos potencialmente perjudiciales de desvitrificacién y recristalizacion del hielo (Wen et al.
1999; Benson et al. 2006). En general, independientemente del método de crioconservacion
utilizado, los crioviales se introducen en un bafio de agua a 35-42°C (usualmente 38°C) (Chen
et al. 2011), lo que da lugar a una velocidad de descongelacion de aproximadamente 250°C
min-t, Para aumentar la velocidad de calentamiento, el volumen de la solucién PVS2 a menudo
se reduce a 250 6 500 pl (Sakai y Engelmann 2007). La técnica de vitrificacion en gota permite
la descongelacién en una solucion de dilucion (medio de cultivo con 1,2 M de sacarosa) a 20-
35°C (Chen et al. 2011).

La descongelacion lenta es generalmente menos eficiente, ademas de requerir mas
tiempo. No obstante, en técnicas basadas en la encapsulacion, existen algunos protocolos con
descongelacién a temperatura ambiente (Kulus y Zalewska 2014).

0 Recuperacion del cultivo

La recuperacién de explantos viables es el objetivo Gltimo de cualquier protocolo de
crioconservacion (Engelmann et al. 2008) y, por lo tanto, debe incluir unas condiciones
adecuadas para el recrecimiento o recuperacién del cultivo.

Después de la descongelacion, la solucién vitrificante debe ser retirada. Para ello se
utiliza, durante 15-30 min, una solucién de dilucién, normalmente con un contenido menor de
sacarosa para evitar el choque osmético (Flachsland et al. 2006).

El medio de recuperacion es un factor clave que puede determinar el éxito de la
crioconservacion. La rehidratacion del material tiene lugar pocas horas después del cultivo en el
medio de restauracion (Bachiri et al. 1995). Para mejorar la penetraciéon de los componentes
nutricionales es recomendable que la incubacién de los explantos descongelados se lleve a
cabo en medio semisdlido con baja concentracion de agar (Kulus y Zalewska 2014).

Un problema importante de la crioconservacion, observado muchas veces y aln no
resuelto, es la falta de correlacién entre la tasa de supervivencia y la de recrecimiento, ya que la
combinacién de pardmetros de cultivo que garantizan las mayores tasas de supervivencia, no
proporcionan necesariamente la mejor tasa de recrecimiento.

El criterio para evaluar la recuperacion es variable, dependiendo del tipo de explanto
utilizado para la crioconservacion. Adicionalmente, en estudios sobre crioconservacion se
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utilizan diferentes tests para analizar la viabilidad celular. Los dos mas utilizados son la tincién
con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolium (TTC) (Stenpokus y Lamphear 1967) y la tincién con
fluoresceina diacetato (FDA) (Widholm 1972; Whiters 1985).

El test con TTC se basa en la actividad respiratoria de las muestras testadas (Whiters
1985). EI TTC es un compuesto incoloro. La reduccién de una sal de tetrazolium por la accion
de deshidrogenesas mitocondriales da lugar a la formacién de formazan, un precipitado
insoluble de color rojo intenso. Para una evaluacién cuantitativa de la viabilidad celular, el
precipitado rojo puede ser extraido con etanol, determinando su absorbancia
espectrofotométricamente (Towill y Mazur 1975).

La FDA es un compuesto esterificado, apolar, que difunde libremente al interior de la
célula (Rotman y Papermaster 1966). Una vez dentro de la misma, es hidrolizado por esterasas
no especificas, dando lugar a fluoresceina libre, que emite fluorescencia de color verde cuando
se ilumina con luz UV (Perdisky y Baillie 1977). La fluoresceina es un compuesto polar y, por
tanto, no puede atravesar la membrana plasmatica por transporte difusivo, acumulandose en el
interior de la célula. En consecuencia, la fluorescencia celular es un reflejo de la viabilidad
celular, evaluada por la integridad de la membrana plasmética y la actividad metabdlica
requerida para la hidrdlisis de la FDA.

[11.1.2. Protocolos de crioconservacion basados en la vitrificacion

De acuerdo con Engelmann (2004), se pueden distinguir siete tipos de procedimientos de
crioconservacion basados en la vitrificacion:

= Encapsulacidon-deshidratacién

El procedimiento de encapsulacién-deshidratacion estd basado en la tecnologia
desarrollada para la produccion de semillas artificiales. Este protocolo consiste en la
encapsulacién de los explantos en cuentas de alginato, su desecacién bajo el flujo de aire de
una cabina de flujo laminar 0 mediante incubacion con silica gel, y su posterior descongelacion
de forma rapida (Dereuddre et al. 1991). La supervivencia es alta y la recuperacion del
crecimiento de las muestras crioconservadas es generalmente rapida y directa, sin formacion
de callo.

Esta técnica ha sido aplicada en apices de numerosas especies de origen templado y
tropical ademas de suspensiones celulares y ES de diversas especies (Gonzalez-Arnao y
Engelmann 2006; Engelmann et al. 2008).

= Vitrificacion
La vitrificacion incluye los siguientes pasos: precultivo de los explantos en medio con
sustancias crioprotectoras, tratamiento con una solucion de carga, deshidratacién con una

solucién vitrificante altamente concentrada, congelacion y descongelacion rapidas, retirada de
los crioprotectores y recuperacion.

Este procedimiento ha sido desarrollado para apices, suspensiones celulares, tejidos
embriogénicos y ES de numerosas especies (Sakai y Engelmann 2007; Sakai et al. 2008).
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= Encapsulacion-vitrificacién

Es una combinacion de los procedimientos de encapsulacién-deshidratacion y
vitrificacidén. En este método, los explantos encapsulados en cuentas de alginato se incuban en
LS y PVS y posteriormente se introducen rapidamente en NL. Debido a la presencia de la
capsula, el tiempo de incubacion en las soluciones vitrificantes necesita ser prolongado (Kaviani
et al. 2010). Esta técnica combina las ventajas de un procedimiento rapido, con la proteccion
guimica y fisica y la facil manipulacién que proporciona la encapsulacion de las muestras (Kulus
y Zalewska 2014)

Esta técnica ha sido aplicada a apices de un gran nimero de especies (Sakai y
Engelmann 2007 y Sakai et al. 2008).

= Deshidratacion

Es el método mas simple ya que consiste en la deshidratacion de los explantos y su
posterior congelacion rapida por inmersion directa en NL. La desecacién se lleva a cabo
normalmente bajo el flujo de aire de una cabina de flujo laminar, pero se consiguen condiciones
de deshidratacion mas precisas y reproducibles mediante la utilizacion de aire estéril
comprimido o silica gel. La desecacion ultrarrdpida en una corriente de aire comprimido seco,
procedimiento denominado “flash drying”, permite la congelaciéon de muestras con un contenido
hidrico relativamente alto (Berjak et al. 1989).

Esta técnica ha sido aplicada a embriones de un gran nimero de especies recalcitrantes
e intermedias (Engelmann 1997).

= Precultivo

Esta técnica consiste en el cultivo de las muestras en presencia de crioprotectores,
seguido de la congelacién rapida de las mismas mediante inmersién directa en NL (Panis et al.
2002). El precultivo es una etapa importante en la crioconservacion (Kulus y Zalewska 2014) ya
gue estimula la acumulacién de azucares, polipéptidos, ABA y prolina, lo que incrementa la
tolerancia al estrés hidrico y la congelacion (Suzuki et al. 2006).

= Precultivo—deshidratacion

En este procedimiento, los explantos son precultivados en presencia de crioprotectores,
deshidratados bajo el aire de una cabina de flujo laminar o con silica gel y congelados
rapidamente.

Este método ha sido aplicado a segmentos de tallo de esparrago, ES de palma de aceite
y EZ de coco (Uragami et al. 1990; Assy-Bah y Engelmann 1992; Dumet et al. 1993).

= Vitrificacién en gota

La combinacion del tratamiento con soluciones vitrificantes con el método de congelacién
en gota, desarrollado para apices de mandioca (Kartha et al. 1982), ha dado lugar a una técnica
nueva y eficiente denominada vitrificacion en gota (Gonzalez-Arnao et al. 2008). En este
procedimiento, los explantos, previamente incubados en LS y PVS, se sitlan en pequefias
gotas de solucidn vitrificante sobre una tira de aluminio antes de su inmersién directa en NL.

La principal ventaja de esta técnica es la posibilidad de conseguir altas velocidades de
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congelacién y descongelacién debido al pequefio volumen de solucién crioprotectora en el que
se colocan los explantos (Sakai y Engelmann 2007). Ademas, la alta conductividad térmica del
aluminio aumenta significativamente la velocidad de ambos procesos. Las altas velocidades de
enfriamiento y descongelacién que se consiguen con este procedimiento aumentan de forma
significativa la probabilidad de obtener un estado vitrificado durante el enfriamiento y evitar la
desvitrificacion durante la descongelacion (Panis et al. 2005).

Este procedimiento ha sido aplicado a un nimero limitado de especies vegetales (Sakai y
Engelmann 2007) pero los resultados obtenidos son prometedores y anticipan una amplia
aplicacion del mismo (Vujovi¢ et al. 2011).

I11.1.3. Crioconservacion de cultivos embriogénicos de olivo

Los cultivos embriogénicos de olivo pueden ser muy heterogéneos. Mientras que algunos
proliferan como callos, otros estan compuestos principalmente por ES en diferentes estados de
desarrollo (Sanchez-Romero et al. 2009). Aunque los cultivos embriogénicos son en general
considerados tejidos adecuados para la crioconservacion, los ES y el callo embriogénico son
estructuralmente muy diferentes. Mientras que el callo embriogénico usualmente consiste en
una poblacion relativamente homogénea de células pequefas, poco vacuoladas y en division
activa, los ES son estructuras complejas con una composicion celular heterogénea (Gonzalez-
Arnao et al. 2008) en la que predominan las células grandes, diferenciadas y altamente
vacuoladas. La composicion celular determina significativamente la respuesta de los explantos
a la crioconservacion debido a su diferente tolerancia a los procesos de desecacion y
congelaciéon (Van den Houwe y Panis 2000). En general, las caracteristicas celulares del callo
embriogénico lo hacen mas adecuado para superar la crioconservacion que los ES.

Aunque inicialmente en olivo los experimentos de transformacion genética se llevaron a
cabo utilizando indistintamente callo embriogénico y ES (Lambardi et al. 1999; Pérez-Barranco
et al. 2007; Pérez-Barranco et al. 2009), en los Ultimos afios, los ES se han convertido en el
explanto mayoritariamente usado en este tipo de estudios (Torreblanca et al. 2010; Jafarzadeh-
Bajestani et al. 2011).

En olivo, el callo embriogénico ha sido crioconservado con éxito utilizando el método de
vitrificacion en gota desarrollado por Panis et al. (2005) (Sanchez-Romero et al. 2009).
Siguiendo este método, el 100% de los explantos recuperd la proliferacion embriogénica seis
semanas después de la congelacion. Sin embargo, los ES de esta especie han sido
conservados en NL con resultados variables. Shibli y Al-Juboory (2000) crioconservaron ES en
estado cotiledonar utilizando procedimientos de encapsulacion-deshidratacion y encapsulacion-
vitrificacion. Las tasas de recrecimiento oscilaron entre el 40 y el 54%, dependiendo del método
utilizado para deshidratar los explantos. Lambardi et al. (2001) crioconservaron una mezcla de
ES en diferentes estadios de desarrollo, embriones anormales y estructuras teratdmicas usando
técnicas tanto clasicas como modernas. Los mejores resultados se obtuvieron cuando los
explantos fueron incubados en PVS2 durante 90 min. En estas condiciones, el 38% de las
muestras mostraron recrecimiento después de la descongelacién y retomaron la actividad
proliferativa. Lynch et al. (2011) crioconservaron agregados de ES mediante congelacion lenta,
consiguiendo la recuperacién del desarrollo embriogénico y una tasa de recrecimiento del
34,6%, evaluada como la ganancia de peso fresco, cuando los explantos fueron pretratados
durante 3 dias con sacarosa 0,75 M.

Aungue los métodos de congelacion lenta han sido aplicados satisfactoriamente a la
crioconservacion de cultivos embriogénicos de diferentes especies (Lambardi et al. 2008),
estructuras complejas como los ES no pueden ser congelados de forma efectiva utilizando
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estas técnicas, por lo que se recomienda la aplicacién de métodos basados en la vitrificacion
(Gonzalez-Arnao et al. 2008). Las altas velocidades de congelacion y descongelacién que se
consiguen en el método de vitrificacion en gota lo hacen especialmente adecuado para la
congelacién de estructuras complejas.
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[ll.2. Material y métodos

[11.2.1. Material vegetal

Se utilizaron cultivos embriogénicos de olivo (Olea europaea L.) inducidos y mantenidos
tal y como se describe en los apartados 11.2.4. y 11.2.5.

I11.2.2. Protocolo de crioconservacion

La crioconservacion de ES de olivo se llevd a cabo utilizando el método de vitrificacion en
gota sobre tiras de aluminio desarrollado por Panis et al. (2005) para apices de banana y que
en trabajos previos con callo embriogénico de olivo habia dado lugar a mejores resultados que
el método clasico de vitrificacion (Sakai et al. 1990) o el de congelacién lenta (Panis et al. 1990)
(Sanchez-Romero et al. 2009).

ES procedentes de medio de mantenimiento se transfirieron a tubos de poliestireno de 30
ml con aproximadamente 10 ml de solucién LS esterilizada por filtracién, consistente en glicerol
2 My sacarosa 0,4 M disueltos en medio basal ECO (ECO") (pH 5,74). Después de 20 min en
oscuridad a temperatura ambiente, la solucién LS fue reemplazada por aproximadamente 10 ml
de solucion PVS2 a 0°C, compuesta por glicerol 3,26 M, etilenglicol 2,42 M y DMSO 1,9 M
disueltos en medio ECO con sacarosa 0,4 M (pH 5,74). Una vez concluido el tiempo de
incubacién en PVS2, los explantos, rodeados por una gota de PVS2, fueron transferidos a una
tira de aluminio de aproximadamente 6 x 35 mm. Para que la temperatura de la tira de aluminio
se mantuviera en torno a 0°C, todas las manipulaciones se realizaron sobre una placa
refrigerante congelada. Después del tratamiento con PVS2, las tiras de aluminio fueron
sumergidas rapidamente en NL, donde permanecieron al menos 30 min. Para la
descongelacion, las tiras se sacaron del NL y rdpidamente se sumergieron en placas de Petri
con solucién de recuperacion, consistente en medio ECO™ con 1,2 M sacarosa (pH 5,74). Los
explantos permanecieron en esta solucion a temperatura ambiente durante 15 min antes de ser
colocados sobre discos de papel filtro estéril dispuestos sobre medio ECO con 0,3 M sacarosa
y acido ascérbico al 0,001% (p/v). Veinticuatro horas después, los cultivos fueron transferidos a
medio estandar de proliferacion.

Salvo que se indique lo contrario, los explantos utilizados para los experimentos de
crioconservacion consistieron en 100 mg de ES de 1-6 mm de longitud seleccionados de
cultivos en medio de mantenimiento 6-7 semanas después del ultimo subcultivo. En todos los
casos las muestras se deshidrataron en PVS2 durante 30 min.

[11.2.3. Efecto del tiempo en PVS2

En este experimento se estudid el efecto del tiempo de incubacién en PVS2 sobre la
crioconservacion de ES de olivo. Para ello, ES de 1-6 mm de longitud se incubaron en PVS2 a
0°C durante 0, 30, 60, 90 y 120 min antes de ser sumergidos en NL.

Para evaluar el efecto de las soluciones crioprotectoras y del proceso de congelacion, se
incluyeron dos tipos de controles: control tratado, consistente en muestras tratadas con las
soluciones crioprotectoras pero no congeladas, y control no tratado, consistente en muestras no
tratadas y no congeladas.
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I11.2.4. Efecto del tipo de explanto utilizado en la crioconservacion

Para estudiar la influencia del tipo de material utilizado como explanto en la
crioconservacion, se probaron distintos tipos de tejido embriogénico. Asi, 6-7 semanas después
del Ultimo subcultivo, a partir de cultivos embriogénicos en medio de mantenimiento se
seleccionaron las siguientes estructuras: ES de 1-2 mm de longitud, ES de 3-4 mm de longitud,
ES de 5-6 mm de longitud, una mezcla de ES de diferente tamafio (1-6 mm) y el material
normalmente utilizado para el mantenimiento de los cultivos embriogénicos de olivo (MP),
consistente en una mezcla de callo embriogénico y ES en estado globular (Fig. 23). En cada
caso se incluyeron los correspondientes controles tratados y no tratados.

Figura 23. Explantos embriogénicos testados: A) ES de 1-2 mm de longitud, B) ES de 3-4 mm de
longitud, C) ES de 5-6 mm de longitud, D) MP. Barra =1 mm.

111.2.5. Efecto del método de cultivo y de la fase de crecimiento de los cultivos

Para estudiar el efecto del método de cultivo y de la fase de crecimiento de los cultivos, se
cultivaron ES de olivo en medio ECO liquido y sélido y se muestrearon en diferentes momentos,
correspondientes a distintas fases de crecimiento del cultivo.

Para el inicio de cultivos en medio liquido, 400 mg de ES de 1-6 mm de longitud fueron
transferidos a matraces Erlenmeyer de 100 ml con 40 ml de medio ECO sin agente gelificante.
Las suspensiones embriogénicas se mantuvieron en oscuridad, con agitacién orbital a 100 rpm.
Los cultivos en medio sélido se iniciaron cultivando 200 mg de ES en tubos de 25 x 150 mm
gue contenian 25 ml de medio ECO.

Las curvas de crecimiento de los ES en medio liquido y sélido se elaboraron
determinando el incremento de peso relativo a lo largo de un ciclo de cultivo de 42 dias. Al
menos se analizaron 3 réplicas por tratamiento.
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Tanto en medio liquido como en medio solido, el efecto de la fase de crecimiento sobre la
crioconservacion se determiné a los 0, 3, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 dias desde el inicio del cultivo.
En cada uno de estos tiempos, los explantos utilizados para la crioconservacion se recolectaron
de al menos 3 cultivos elegidos al azar.

Para cada uno de los tratamientos se incluyeron los dos tipos de controles: tratado y no
tratado.

I11.2.6. Efecto de la crioconservaciéon sobre el proceso de embriogénesis somatica

Con el objetivo de estudiar la influencia de la crioconservacion sobre la obtencién final de
plantas, se evalu6 el efecto de este proceso sobre cada una de las fases en las que se divide la
embriogénesis somatica en esta especie: mantenimiento, produccién de ES y germinacion. El
estudio se llevé a cabo en tres lineas embriogénicas de edades diferentes: T1, T2 y P5.

Para ello, ES de 1-6 mm de longitud se deshidrataron en PVS2 durante 30 min y
posteriormente se crioconservaron utilizando el método de vitrificacion en gota sobre tiras de
aluminio (Panis et al. 2005). A partir del material crioconservado se establecieron cultivos
embriogénicos que se mantuvieron en condiciones estandar. 4,5-6 meses después de la
descongelacién, se estudi6é el comportamiento de material procedente del stock estandar y del
establecido a partir de ES crioconservados. La metodologia utilizada para la regeneracion de
plantas fue la descrita en el capitulo Il.

I11.2.7. Aplicabilidad del método de crioconservacion a distintas lineas embriogénicas

La aplicabilidad del protocolo de vitrificacion en gota se evalu6 en ES de distintas lineas
embriogénicas. Para ello, se seleccionaron ES de 1-6 mm de longitud a partir de cultivos
embriogénicos de las lineas T1, T2, T3, T4, T5, P1, P2, P3, P4 y P5, se deshidrataron durante
30 min en PVS2 y se congelaron rapidamente en NL. En este experimento solo se incluyeron
los correspondientes controles no tratados.

[11.2.8. Efecto de un precultivo a corto plazo con distintas concentraciones de sacarosa
en medio sélido y liquido

Para mejorar el porcentaje de recuperacidon de los cultivos y la tasa de crecimiento
después de la crioconservacion, se testd el efecto de un pretratamiento con distintas
concentraciones de sacarosa durante diferentes periodos de tiempo. Dada la influencia que el
método de cultivo habia mostrado en experiencias anteriores, el experimento se llevé a cabo en
ambos, medio liquido y medio sélido.

Asi, antes de la crioconservacion se cultivaron ES de 1-6 mm de longitud en medio ECO
sélido o liquido suplementado con 0,2 M 6 0,4 M de sacarosa. En cada caso, el pretratamiento
se llevdé a cabo durante 1, 3 y 7 dias. Como control se crioconservaron ES de 1-6 mm
procedentes directamente del stock, 7 semanas después del ultimo subcultivo. En cada uno de
los tratamientos se incluyeron los correspondientes controles tratados y no tratados.

I1.2.9. Efecto de un precultivo a largo plazo en medio soélido con distintas
concentraciones de sacarosa

Investigaciones previas llevadas a cabo con callo embriogénico de olivo pusieron de
manifiesto el efecto positivo de un precultivo durante 7-8 semanas en medio de mantenimiento
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suplementado con 0,4 M de sacarosa (Sanchez-Romero et al. 2009).

En el presente experimento se estudid el efecto de este tipo de precultivo sobre la
crioconservacion de ES de esta especie. Para ello, ES de 1-6 mm de longitud se cultivaron en
medio ECO sdélido suplementado con 0,2 6 0,4 M sacarosa durante 42 dias. A continuacion,
explantos procedentes de cada uno de los tratamientos anteriores asi como ES tomados
directamente del stock de cultivos embriogénicos fueron crioconservados siguiendo el protocolo
de Panis et al. (2005). En cada tratamiento se incluyeron controles tratados y no tratados.

111.2.10. Efecto de un precultivo a largo plazo en medio liquido con distintas
concentraciones de sacarosa

Dada la influencia del método de cultivo sobre la posterior respuesta de los explantos a la
crioconservacion, el efecto de un precultivo a largo plazo con sacarosa también se evalu6 en
medio liquido.

ES seleccionados del stock de cultivos embriogénicos fueron transferidos a matraces
Erlenmeyer de 100 ml con 40 ml de medio ECO liquido suplementado con 0,2 6 0,4 M
sacarosa. Las suspensiones embriogénicas se mantuvieron en agitacion orbital a 100 rpm
durante 28 dias, tiempo que en experimentos previos se habia mostrado como 6ptimo para
cultivos en medio liquido.

La respuesta a la crioconservacion de explantos procedentes de cada uno de los
tratamientos anteriores se compar6 con la de explantos control, seleccionados directamente
del stock de cultivos embriogénicos, 6-7 semanas después del Ultimo subcultivo. Para
diferenciar el efecto de la congelacion del debido a la incubacion con soluciones
crioprotectoras, en cada caso se incluyeron los correspondientes controles tratados y no
tratados.

[11.2.11. Influencia de la crioconservacidon y de un pretratamiento con sacarosa sobre la
embriogénesis somatica

En el presente experimento se estudié el efecto sobre el proceso de embriogénesis
somatica de la crioconservacion después de un precultivo durante 7 dias en medio sélido con
0,2 M sacarosa, tratamiento en el que se habian obtenido los mejores resultados. Para esto, se
utilizé material de la linea P5 procedente directamente del stock, material precultivado con
sacarosa y posteriormente crioconservado y material crioconservado sin tratamiento previo. El
experimento se llevd a cabo 4,5 meses después de la congelacion.

La evaluacion del efecto sobrre cada una de las fases de la embriogénesis soméatica se
llevd a cabo tal y como se detalla en el capitulo Il. Los tallos obtenidos fueron multiplicados,
enraizados y aclimatados siguiendo también la metodologia indicada en ese capitulo.

[11.2.12. Efecto de un pretratamiento con sacarosa sobre la aplicabilidad del método de
crioconservacion a distintas lineas embriogénicas

Ya que en algunas lineas embriogénicas la tasa de recuperacién de los cultivos después
de la congelacién habia sido baja, se evalu6 si la inclusién de un tratamiento a corto plazo con
sacarosa antes de la crioconservacion mejoraba los resultados. Con este propésito se
crioconservaron ES (1-6 mm) procedentes directamente del stock o después de un precultivo
en medio ECO con 0,2 M sacarosa durante 7 dias. En cada caso se incluyé el control
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correspondiente consistente en embriones no tratados y no congelados.

I11.2.13. Toma de datos

En todos los experimentos de crioconservacion se realizaron al menos 5 réplicas por
tratamiento y los experimentos se repitieron dos veces.

El resultado del experimento se evalué durante dos ciclos de cultivo de 6 semanas cada
uno. Al final de cada ciclo se tomaron datos de incremento de peso fresco, supervivencia,
recuperacion del cultivo y aspecto. La supervivencia fue estimada como el porcentaje de
explantos que mostraron algun signo de crecimiento. La recuperacién de cultivo se evaluo
como el porcentaje de explantos que mostraron crecimiento con caracteristicas embriogénicas.

En los experimentos en los que se evalué el efecto de la crioconservacion sobre el
proceso de embriogénesis somatica se iniciaron 20 cultivos por tratamiento en las fases de
proliferaciéon y maduracion. El nimero de ES puestos a germinar fue variable, dependiendo del
resultado de la fase de maduracion. En cada fase se tomaron los datos detallados en el capitulo
II. Para evaluar el efecto sobre el proceso de embriogénesis somatica considerado
globalmente, también se determiné el potencial de regeneracion.

El nimero de brotes multiplicados, enraizados y aclimatados fue variable dependiendo del
resultado de fases previas. El rendimiento de cada una de estas etapas se realiz6 tal y como se
indica en el capitulo II.

[11.2.14. Tincién con FDA

La tincion con FDA se llevé a cabo de acuerdo con Widholm (1972). Para ello, se preparé
una solucién de FDA en acetona al 1% (p/v) que se almaceno a -20°C vy, justo antes de su
utilizacion, se diluy6 al 2% (v/v) con agua.

Se afadieron varias gotas de esta solucion a cada muestra y, después de 4 min de
incubacion a temperatura ambiente, se observd la fluorescencia en un microscopio
estereoscépico Multizoom AZ-100 (Nikon, Tokyo, Japan) equipado con un sistema de
epifluorescencia con lampara de mercurio de alta presion, filtro GFP-B (EX 460-500; DM 505;
BA 510-560) y zoom Nikon AZ Plan APO 1X.

La tincibn con FDA se llevo a cabo en ES de 1-6 mm de longitud recolectados
directamente del stock y crioconservados después de un tratamiento con PVS2 durante 30 min.
El analisis se llevé a cabo 0, 1, 2, 4, 7, 10, 15 y 20 dias después de la descongelacion.

Se ejecutaron analisis adicionales con FDA para evaluar la posible existencia de
diferencias entre las diferentes estructuras embriogénicas testadas como explantos para la
crioconservacion. Con este propdsito, MP y ES de distinto tamafio (1-2, 3-4 y 5-6 mm) se
tiferon separadamente con FDA antes de cualquier tratamiento de crioconservacion.

En cada tratamiento se tifieron al menos 3 muestras independientes, representativas del
patrén de proliferacién observado en cada caso.

[11.2.15. Analisis estadistico

Los datos de porcentajes se analizaron mediante andlisis de frecuencias utilizando el test
de independencia RxC o un andlisis log linear de tres vias para evaluar interacciones entre
variables. Para el resto de datos se realizaron ANOVA, estableciendo las diferencias entre
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medias a través del test DMS (Sokal y Rohlf 2003). El nivel de significacién fue del 5% en todos
los casos.
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I11.3. Resultados

[11.3.1. Efecto del tiempo en PVS2

Después de la descongelacion, las muestras crioconservadas se volvieron marrones,
adquiriendo posteriormente una coloracibn mas oscura y/o grisacea. Los datos de
supervivencia y de recuperacion del cultivo coincidieron en todos los casos ya que las muestras
que sobrevivieron siempre presentaron crecimiento con caracteristicas embriogénicas.

Los primeros signos de supervivencia aparecieron 20-30 dias después de la
descongelacion. El nuevo crecimiento consistié6 normalmente en el desarrollo de ES en estado
globular, que podian aparecer aislados (Fig. 24A) o en grupo (Fig. 24B). En algunas ocasiones
también se observé la formacion de callo embriogénico (Fig. 24C) y, muy escasamente, el
aumento de tamafio de embriones congelados (Fig. 24D).

Figura 24. Patrones de crecimiento observados en ES de olivo crioconservados. A) Formacion de
ES aislados, B) o en grupo, C) proliferacion de callo embriogénico y D) aumento del tamafio del
embrién congelado.

La incubacién con soluciones crioprotectoras afecté de forma negativa a los cultivos
aungue el efecto de la solucién LS fue menor que el de la solucion PVS2. Aunque la incubacion
durante 20 min en LS (-NL 0) provocé una disminucion importante del incremento de peso
(datos no mostrados), no afectd a la tasa de supervivencia o de recuperacion de los cultivos
(Fig. 25). La deshidratacion con PVS2 (-NL), sin embargo, afecté de forma significativa (P =
0,0010) a la supervivencia de los explantos, observandose 12 semanas después del
tratamiento, una correlacién negativa entre el tiempo de incubacidon en esta solucién y el
porcentaje de cultivos recuperados (Fig. 25). La proliferacion de los ES tratados con PVS2 fue
escasa, significativamente (P = 0,0002) menor que la registrada en los controles no tratados
(datos no mostrados). No se observaron diferencias significativas entre los distintos tiempos de
incubacion en PVS2.

No obstante, los resultados obtenidos después de la congelaciéon (+NL) pusieron de
manifiesto la necesidad de un tratamiento de deshidratacion con PVS2 ya que ningln explanto
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no tratado con esta solucién (+NL 0) sobrevivio a la congelacion en NL (Fig. 25).
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Figura 25. Recuperacion del cultivo después de diferentes tiempos de incubacion en PVS2, con

(+NL) o sin (-NL) inmersién posterior en NL. Evaluacion hecha A) seis y B) doce semanas después
del tratamiento.

La congelacion provoco dafios adicionales. Seis semanas después de la inmersién en NL,
la tasa de recuperacion de los cultivos oscil6 entre el 10 y el 30%, dependiendo del tiempo de
incubacién en PVS2 (Fig. 25). Aunque seis semanas después los porcentajes de recuperacion
aumentaron en algunos de los tratamientos, los valores obtenidos continuaron siendo bajos. No
se observaron diferencias significativas entre los distintos tratamientos con PVS2 (30-120 min),
aunque valores ligeramente mas elevados se registraron después de 30 y 60 min en esta

solucion.

Considerando los datos anteriores y la alta sensibilidad que los ES de olivo mostraron en
trabajos previos a las soluciones crioprotectoras (Sanchez-Romero et al. 2009), se establecié
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30 min como el tiempo de incubacién adecuado para la crioconservacion de este tipo de
explanto.

La tincién con FDA de explantos crioconservados después de 30 min de deshidratacion
en PVS2 reveld importantes diferencias conforme avanzé el tiempo después de la
descongelacién. Justo después de la descongelacion (dia 0), todos los explantos aparecieron
homogéneamente tefidos, aunque la fluorescencia fue débil (Fig. 26A). Esta tinciéon tenue y
generalizada desaparecié gradualmente conforme fue pasando el tiempo. Dos dias después de
la descongelacién pudo observarse un descenso significativo tanto de la intensidad como de la
distribucién de la tincion y solo pocas partes de los explantos continuaron siendo ligeramente
fluorescentes (Fig. 26B). Dos dias después, este tipo de fluorescencia fue practicamente
inapreciable (Fig. 26C).

: _

Figura 26. Tincion con FDA de ES de olivo crioconservados siguiendo el método de vitrificacién en
gota después de un tratamiento con PVS2 durante 30 min. Andlisis llevado a cabo A) justo

después de la descongelacion (dia 0), B) dos dias después de la descongelacion, C) cuatro dias
después de la descongelacién y D) un dia después de la descongelacion. Barras = 1 mm.

Un patrén de tincién distinto, consistente en un nimero limitado de células altamente
fluorescentes, pudo observarse en paralelo. Cuando la tincién tenue y generalizada todavia era
apreciable, estas células podian ser claramente distinguidas del resto de tejido ligeramente
tefiido (Fig. 26D). Este tipo de fluorescencia se observé por primera vez un dia después de la
descongelacién y su frecuencia aumentd normalmente con el tiempo. Esta tincién intensa y
especifica pudo observarse en unas pocas células (Fig. 27A) o en regiones relativamente
extensas, como apices de embriones (Fig. 27B) o embriones completos (Fig. 27C).
Observaciones en campo claro pusieron de manifiesto que la tincion limitada a unas pocas
células normalmente se correspondia con areas en proliferacion activa (Fig. 27D).
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Figura 27. Tincién con FDA de ES crioconservados 10-20 dias después de la descongelacion:
A) Células en proliferacion, B) apice de un embrién y C) embrién completo. D) Campo claro de la
zona fluorescente observada en la figura A. Barra =1 mm.

111.3.2. Efecto del tipo de explanto utilizado en la crioconservacion

Los distintos tipos de explanto (controles no tratados), mostraron un crecimiento diferente
en medio de proliferacién (Fig. 28). Los valores de incremento de peso mas elevados se
obtuvieron con una mezcla de ES en diferentes estadios de desarrollo (ES 1-6 mm) mientras
gue los més bajos se registraron en los ES de mayor tamafio (ES 5-6 mm).

Los explantos testados mostraron una alta sensibilidad a las soluciones crioprotectoras
presentando en todos los casos valores de incremento de peso significativamente (P = 0,0000)
mas bajos que los controles no tratados (Fig. 28). No obstante, doce semanas después del
tratamiento, las tasas de supervivencia y de recuperacion del cultivo solo se vieron afectadas
de forma significativa (P = 4,128 10°°) en ES 5-6 mm (Fig. 29).

Las soluciones crioprotectoras no protegieron adecuadamente a los distintos tipos de
explanto, observandose en todos los casos un descenso significativo (P = 0,0000) de la tasa de
recuperacion después de la congelaciéon (Fig. 29). El crecimiento, sin embargo, solo se vio
afectado por la congelacién en MP.

Los valores de recuperacion del cultivo obtenidos después de la crioconservacion fueron
en general muy bajos. No obstante, se consiguieron porcentajes ligeramente mas elevados
cuando se utilizaron los explantos mas heterogéneos consistentes en una mezcla de callo
embriogénico y ES en estadios tempranos de desarrollo (MP) o una mezcla de ES de distinto
tamafio (1-6 mm).

Las primeras muestras de crecimiento se observaron 19-25 dias después de la
descongelacién, sin diferencias importantes entre los distintos tipos de explantos.
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Figura 28. Incremento de peso fresco de diferentes tipos de explantos embriogénicos de olivo no
tratados (control), tratados con soluciones crioprotectoras pero no congelados (-NL) vy
crioconservados (+NL). Datos tomados A) 6 y B) 12 semanas después del tratamiento.

Respecto a la tincion con FDA, no se encontraron diferencias entre los distintos explantos
testados para la crioconservacion, apareciendo todos intensa y uniformemente tefiidos (Fig.
30). No obstante, ocasionalmente pudo observarse una fluorescencia algo mas intensa
coincidiendo con areas altamente proliferativas, tales como el callo embriogénico presente en el
explanto MP o regiones en las que los ES mostraban embriogénesis secundaria.
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Figura 29. Recuperacion del cultivo en diferentes tipos de explantos embriogénicos de olivo no
tratados (control), tratados con soluciones crioprotectoras pero no congelados (-NL) vy
crioconservados (+NL). Datos tomados A) 6 y B) 12 semanas después del tratamiento
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Figura 30. Distintos tipos de explantos embriogénicos observados A) en campo claro y B) después
de ser tefiidos con FDA: MP, ES 1-2 mm, ES 3-4 mmy ES 5-6 mm. Barra = 1 mm.

111.3.3. Efecto del método de cultivo y de la fase de crecimiento de los cultivos

El aspecto de los cultivos varié a lo largo del subcultivo, dependiendo del método de
cultivo, en medio solido o liquido (Fig. 31).

Figura 31. Aspecto general de un cultivo en medio A) sélido y B) liquido. Barra = 10 mm.

En las curvas de crecimiento también se observaron diferencias importantes dependiendo
del método de cultivo (Fig. 32). Aunque los datos de incremento de peso fresco relativo podian
ajustarse en ambos casos a una curva sigmoidal, se obtuvieron funciones diferentes en medio
s6lido (y = 0,18/0,0277 + e”(-0,154x)) (R? = 0,995) y liquido (y = 0,18/(0,0277 + e/(-0,154x)) (R?
= 0,982). La dinamica de crecimiento fue claramente distinta, llegandose a cada una de las
fases en momentos diferentes (Tabla 6). Ademas, a diferencia de los cultivos en medio liquido,
después de 42 dias los cultivos en medio solido no alcanzaron la fase estacionaria de
crecimiento.

Las tasas de crecimiento mas elevadas se consiguieron en medio sélido después de 35
dias de cultivo (Fig. 32), con un incremento de peso fresco relativo de 0,50 dia? frente a 0,24
dia! conseguido en medio liquido en el periodo entre 21 y 28 dias.
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Figura 32. Incremento de peso fresco relativo de ES cultivados durante 42 dias en medio sélido o
liquido. Los datos representados muestran la media + error estdndar de al menos tres cultivos
independientes.

Tabla 6. Fases de crecimiento de ES en medio de proliferacion sélido o liquido.

Fases de crecimiento Tiempo en medio liquido Tiempo en medio sélido
(dias) (dias)

Lag 0-10 0-14

Exponencial temprana 11-16 15-33

Exponencial 17-28 34-42

Estacionaria 29-42 -

Doce semanas después de la transferencia de los explantos a medio de proliferacion, la
tasa de crecimiento de los controles no tratados se vio afectada de forma significativa por el
medio de procedencia (P = 0,0019), sdélido o liquido, y por la fase de crecimiento (P = 0,0195)
en la que habian sido recolectados (Fig. 33). Asi, los valores de incremento de peso oscilaron
entre 1,11 y 1,54 g en medio sélido y entre 0,72 y 1,55 g en medio liquido. En los dos casos, los
mejores resultados se obtuvieron con material en fase lag de crecimiento.

Tal y como revelaron los datos de incremento de peso, el efecto de las soluciones
crioprotectoras fue diferente dependiendo del método de cultivo (P =0,0209) y de la fase de
crecimiento (P =0,0004) (Fig. 33). En general, se vieron menos afectados los explantos
procedentes de cultivos en medio liquido. En ambos casos, medio liquido y sélido, los
embriones que mejor soportaron el tratamiento con las soluciones LS y PVS2 fueron los
recolectados 7 dias después del subcultivo, en fase lag de crecimiento. No obstante, salvo en
los cultivos mantenidos en medio solido durante 35 y 42 dias, la incubacién con soluciones
crioprotectoras no afecto significativamente a la tasa de recuperacion de los cultivos (Fig. 34).
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Doce semanas después de la congelacién, la recuperacion de los cultivos se vio
influenciada de forma significativa por el método de cultivo (P = 0,0007), el tiempo de cultivo (P
= 0,0001) y la interaccién método de cultivo x tiempo de cultivo (P = 0,0004) (Fig. 34). Mientras
gue en medio solido los mejores resultados se obtuvieron 7 dias después del subcultivo, con
una recuperacion del 30%, en medio liquido se registraron a los 28 dias, con un 60%. No se
observaron diferencias significativas en la tasa de crecimiento de los cultivos crioconservados,
gue en todos los casos fue muy baja (Fig. 33).
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Figura 33. Incremento de peso fresco en muestras no tratadas (control), tratadas con soluciones
crioprotectoras pero no congeladas (-NL) y crioconservadas (+NL) recolectadas diferentes dias
después del subcultivo en medio A) sélido o B) liquido. Datos tomados 12 semanas después del
tratamiento.
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Figura 34. Recuperacion del cultivo en muestras no tratadas (control), tratadas con soluciones
crioprotectoras pero no congeladas (-NL) y crioconservadas (+NL) recolectadas diferentes dias

después del subcultivo en medio A) sdlido o B) liquido. Datos tomados 12 semanas después del
tratamiento.

111.3.4. Efecto de la crioconservacion sobre el proceso de embriogénesis somatica

En este experimento se estudio el efecto de la crioconservacion sobre cada una de las
fases en las que se divide el proceso de embriogénesis somatica en olivo: proliferacién de
cultivos embriogénicos, desarrollo de ES y germinacién de los mismos.

Durante la fase de mantenimiento, el aspecto de los cultivos control y crioconservados fue
similar dentro de cada linea (Fig. 35).
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Figura 35. Aspecto de cultivos embriogénicos A) control y B) procedentes de ES crioconservados
de las lineas T1, T2 y P5 al final de un ciclo de cultivo en medio de mantenimiento.

Los datos de incremento de peso en medio de mantenimiento pusieron de manifiesto un
efecto significativo de la crioconservacion (P = 0,0000), el genotipo (P = 0,0000) y la interaccion
entre ambos factores (P = 0,0000) (Fig. 36). Asi, mientras en la linea T1 se observé un aumento
significativo de la proliferacion de los cultivos debido a la congelacion, en las lineas T2 y P5 no
se observaron diferencias significativas.

Aungue la produccion de ES durante la fase de mantenimiento no se vio afectada por la
crioconservacion, se observd un efecto significativo del genotipo (P = 0,0000) y de la
interaccion genotipo x crioconservacion (P = 0,0181) (Fig. 37). Mientras que en la linea T1 tuvo
lugar un aumento de la produccion de ES, en las lineas T2 y P5 disminuy® ligeramente.

En lo que se refiere a la composicion estructural de los cultivos durante la fase de
mantenimiento (Tabla 7), el genotipo tuvo una influencia significativa en el desarrollo de todos
los tipos de ES (ESTr < 5 mm (P = 0,0000), ESTr =5 mm (P = 0,0000) y ESBO <5 mm (P =
0,0186)), excepto en los ESBO = 5 mm, en los que la produccién fue, en general, muy baja. La
crioconservacion no afecto a la formacion de ningun tipo de embrion. Solo en los ESTr 2 5 mm
se aprecio una interaccion entre el genotipo y la crioconservacion (P = 0,0138). En este tipo de
embriones, la congelacion mejoré de forma importante la produccion en la linea T1 (de 2,45 a
5,38 ES/cultivo), mientras que la disminuy¢ ligeramente en las lineas T2 y P5.
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Figura 36. Incremento de peso fresco en cultivos embriogénicos control y procedentes de ES
crioconservados (+NL) de las lineas T1, T2 y P5, después de un ciclo de cultivo en medio de

mantenimiento.
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Figura 37. Produccién de ES a partir de cultivos embriogénicos control y crioconservados (+NL)

de las lineas T1, T2 y P5, después de un ciclo de cultivo en medio de mantenimiento.
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Tabla 7. Efecto de la crioconservacion sobre la produccion en medio de mantenimiento de ES
en diferentes estadios de desarrollo.

Linea ESTr<5mm ESTr25mm ESBO <5 mm ESBO 25 mm

embriogénica

Control +NL Control +NL Control +NL Control +NL
Tl 26,25a | 31,00a 2,45¢c 5,38b 0,25b 0,54b 0,00b | 0,08ab
T2 20,70b | 18,65bc | 2,85c 2,40c 0,85b 0,80b 0,00b | 0,20ab
P5 16,15bc | 15,20c 8,00a 6,10ab 0,9ab 1,75a | 0,15ab 0,30a

Después de ocho semanas en medio de desarrollo de ES, el aspecto de los cultivos
control y de los establecidos a partir de material crioconservado no presentd diferencias

significativas (Fig. 38).

Figura 38. Aspecto de cultivos embriogénicos A) control y B) procedentes de ES crioconservados
de las lineas T1, T2 y P5 después de un ciclo de cultivo en medio de desarrollo.

La produccion total de ES durante la fase de desarrollo no se vio afectada de forma
significativa por la crioconservaciéon ni por la interaccion de esta con el genotipo (Fig. 39). Solo
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la linea tuvo una influencia estadisticamente significativa (P = 0,0000) sobre el proceso.
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Figura 39. Produccion de ES a partir de cultivos embriogénicos control y crioconservados (+NL)
de las lineas T1, T2 y P5, después de un ciclo de cultivo en medio de desarrollo.

El tipo de ES producidos tampoco se vio influenciado por la crioconservacion (Tabla 8).
Unicamente en ESTr = 5 mm se observé un efecto significativo (P = 0,0274) de la interaccion
genotipo x crioconservacion.

Tabla 8. Efecto de la crioconservacién sobre la produccion en medio de desarrollo de ES en
diferentes estadios de desarrollo.

Linea ESTr<5mm ESTr25mm ESBO <5 mm ESBO 25 mm
embriogénica
Control +NL Control +NL Control +NL Control | +NL
T1 21,60a | 21,06a | 7,68b 7,03b | 1,38ab | 0,83ab | 0,68c 0,54c
T2 7,05d 9,33cd 5,97b 6,23b 1,68a 1,54a 3,55a | 2,72b
P5 16,21b | 11,85c | 7,15b 10,40a | 1,27ab | 0,65b 0,73c 0,78c

Durante la fase de germinacion, el andlisis estadistico revel6 una influencia significativa
de la linea (P = 0,0087), la crioconservacion (P = 0,0000) y la interaccién linea x
crioconservacion (P = 0,0056) (Fig. 40). Mientras que en las lineas T1 y T2 los embriones
procedentes de cultivos crioconservados mostraron tasas de germinacion ligeramente mas
bajas que los controles, en la linea P5 se observd un aumento significativo de la germinacion,
del 40,39 al 52,34%. Las plantulas obtenidas presentaron buen aspecto en todos los casos (Fig.
41).
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Figura 40. Germinacion de ES de las lineas T1, T2 y P5 procedentes de cultivos control y
crioconservados (+NL).

Figura 41. Plantulas de olivo procedentes de la germinacién de ES desarrollados a partir de
cultivos A) control y B) crioconservados de las lineas T1, T2 y P5.
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El proceso de crioconservacién no afectdé de forma significativa al potencial de
regeneracion de los cultivos (Fig. 42) ni al nimero de tallos obtenidos por ES germinado (Tabla
9). En ambos casos, solo fue evidente un efecto significativo del genotipo (P = 0,0000 y P =
0,0012 para el potencial de regeneracion y el nUmero de tallos, respectivamente). Sin embargo,
la longitud de los tallos formados durante la germinacién estuvo determinada por el proceso de
crioconservacion (P = 0,0190), ademas de por la linea (P = 0,0012) (Tabla 9). Aunque en
diferente grado, la crioconservacion provocé en todos los genotipos un aumento de la longitud
de los brotes desarrollados.

O Control B +NL
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[uny
o

Potencial de regeneracion
a

T1 T2 P5

Linea embriogénica

Figura 42. Potencial de regeneracion de cultivos control y crioconservados (+NL) de las lineas T1,
T2y P5.

Tabla 9. Efecto de la crioconservacion sobre el nimero de brotes formados por ES desarrollado a
partir de cultivos control y crioconservados (+NL) de las lineas T1, T2 y P5, asi como sobre la
longitud de los mismos.

Linea Numero de brotes/ES germinado Longitud de los brotes
embriogénica Control +NL Control +NL
T1 0,21c 0,28b 1,32c 1,64c

T2 0,12d 0,11d 0,69d 0,74d

P5 0,65a 0,70a 4,46b 5,16a

111.3.5. Aplicabilidad del método de crioconservacion a distintas lineas embriogénicas

La respuesta a la crioconservacién fue muy variable dependiendo del genotipo. Mientras
gue en algunas lineas los primeros signos de supervivencia se observaron 14-15 dias después
de la descongelacion, en otros no fueron evidentes hasta 34 dias después.

La tasa de recuperacion del cultivo después de la congelacién vari6 dependiendo del
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genotipo (Fig. 43). Los mejores resultados se obtuvieron en la linea T5, en la que el 60% de los
explantos dio lugar a cultivos embriogénicos después de la descongelacion. Las lineas T3 y P5
mostraron los niveles de recuperacion muy bajos, con un 0 y un 10%, respectivamente.
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Figura 43. Recuperacion del cultivo en muestras no tratadas (control) y crioconservadas (+NL)

procedentes de distintas lineas embriogénicas. Datos tomados A) 6 y B) 12 semanas después del
tratamiento.

La proliferacion de los ES se vio drasticamente afectada por el proceso de
crioconservacion, con incrementos de peso después de la descongelacién muy bajos en todos
los casos muy bajos (Fig. 44). Sin embargo, a largo plazo, la crioconservacién no tuvo un efecto
negativo sobre la proliferacion de los cultivos (Fig. 45). Asi, 4,5 meses después de la
descongelacion, la tasa de crecimiento de todas las lineas, con excepcién de T5, fue mas
elevada en los cultivos crioconservados. El aspecto de los cultivos también fue similar, dando
lugar al mismo tipo de estructuras embriogénicas (Fig. 46).
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Figura 44. Incremento de peso fresco en muestras no tratadas (control) y crioconservadas (+NL)
procedentes de distintas lineas embriogénicas. Datos tomados A) 6 y B) 12 semanas después del

tratamiento.
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Figura 45. Incremento de peso fresco en cultivos no tratados (control) y crioconservados (+NL) de
diferentes lineas embriogénicas. Datos tomados 4,5 meses después de la descongelacion.

Figura 46. Aspecto general de cultivos embriogénicos A) control y B) crioconservados de la linea
P2 en medio de proliferacion, 4,5 meses después de la descongelacion.

[11.3.6. Efecto de un precultivo a corto plazo con distintas concentraciones de sacarosa
en medio solido y liquido

En el presente experimento se testd el efecto de un precultivo durante 1, 3 y 7 dias con
distintas concentraciones de sacarosa (0,2 y 0,4 M) en medio sélido y liquido.

El tratamiento a corto plazo en medios de cultivo con alta concentracién de sacarosa no
perjudicé el aspecto general de los cultivos (Fig. 47 y 48). No obstante, después de 7 dias en
medio sdlido con 0,4 M sacarosa se observé un leve oscurecimiento de los mismos (Fig. 47).
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Figura 47. Aspecto de ES de olivo después de un precultivo en medio solido con alta
concentracion de sacarosa. Cultivos control no tratados (A), tratados con 0,2 M sacarosa durante 1
(B1), 3 (C1)y 7 dias (D1) o con 0,4 M sacarosa durante 1 (B2), 3 (C2) y 7 dias (D2).

Doce semanas después del subcultivo en medio de proliferacion, la tasa de crecimiento
de los controles no tratados se vio influenciada de forma significativa por el tratamiento con
sacarosa (P = 0,0000), el método de cultivo (P = 0,0003) y la interaccion entre ambos factores
(P = 0,0035) (Fig. 49). En general, los cultivos procedentes de medio sélido presentaron tasas
de crecimiento méas elevadas que aquellos a los que el tratamiento con sacarosa se les aplicd
en medio liquido. A partir de 3 dias, la incubacién en medio sdlido con 0,2 M de sacarosa
favorecio el crecimiento de los ES, dando lugar a los 7 dias a valores de incremento de peso
significativamente mas elevados que en el control (1,47 g frente a 1,13 g) (Fig. 49A). La
incubacién en medio sélido con 0,4 M sacarosa redujo en todos los casos la tasa de
crecimiento.

En medio liquido, el tratamiento con sacarosa disminuy6 el crecimiento de los ES,
independientemente del tiempo de incubacion y de la concentracién aplicada (Fig. 49B). Este

89



Capitulo Ill. Crioconservacién de embriones somaticos

efecto negativo fue mas pronunciado en los tratamientos con 0,4 M de sacarosa. No obstante,
ninguno de los tratamientos testados afectd a la supervivencia ni a la capacidad embriogénica
de los cultivos (Fig. 50).

Figura 48. Aspecto de ES de olivo después de un precultivo durante (A) 1, (B) 3 6 (C) 7 dias en
medio ECO liquido control (1) o suplementado con (2) 0,2 6 (3) 0,4 M sacarosa.

El analisis estadistico no revel6 un efecto significativo del tratamiento con sacarosa ni del
método de cultivo sobre la sensibilidad de los explantos a las soluciones crioprotectoras (-NL)
(Fig. 49 y 50). No obstante, en los cultivos tratados durante 7 dias en medio sdlido con 0,4 M
sacarosa se obtuvieron incrementos de peso significativamente mas elevados que en el control
(Fig. 49). En general, fue evidente una alta sensibilidad a estas soluciones, pero la incubacion
en medio liquido durante 3 y 7 dias con 0,4 M de sacarosa permitid que los embriones
superaran la incubacién con LS y PVS2 sin una disminucion significativa de su crecimiento.

El tratamiento con sacarosa y el método de cultivo afectaron de forma significativa la
respuesta de los ES a la crioconservacion (Fig. 49 y 50). La tasa de recuperacion de los cultivos
también se vio afectada significativamente (P =0,0191) por la interaccion entre el tratamiento
con sacarosa y el método de cultivo. Mientras que en medio soélido los mejores resultados se
obtuvieron con explantos tratados 7 dias con 0,2 M sacarosa, con un 100% de los cultivos
recuperados, en medio liquido el tratamiento 6ptimo fue 1 dia con 0,4 M sacarosa, con un 60%
de los cultivos recuperados. En ambos tratamientos se aprecié también un adelanto de la
respuesta, observandose los primeros signos de recuperacion 14 dias después de la
descongelacioén frente a los 25 dias necesarios en el caso de los explantos no tratados con
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sacarosa (Fig. 51).
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Figura 49. Incremento de peso fresco en muestras no tratadas (control), tratadas con soluciones
crioprotectoras pero no congeladas (-NL) y crioconservadas (+NL) después de diferentes
precultivos con sacarosa en medio A) sélido o B) liquido. Datos tomados 12 semanas después del
tratamiento.
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Figura 50. Recuperaciéon del cultivo en muestras no tratadas (control), tratadas con soluciones
crioprotectoras pero no congeladas (-NL) y crioconservadas (+NL) después de diferentes

precultivos con sacarosa en medio A) sélido o B) liquido. Datos tomados 12 semanas después del
tratamiento.

Figura 51. Primeros signos de crecimiento en explantos A) control, no tratados con sacarosa, B)
tratados 7 dias en medio sélido con 0,2 M sacarosa y C) durante 1 dia en medio liquido con 0,4 M
sacarosa. Barra = 5 mm.
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I11.3.7. Efecto de un precultivo a largo plazo en medio sélido con distintas
concentraciones de sacarosa

El cultivo de los ES en medios con alta concentracion de sacarosa durante 42 dias
provocO un claro deterioro de su aspecto (Fig. 52), consistente en un oscurecimiento de los
mismos Y, en algunos casos, la aparicion de sintomas de necrosis. Este efecto se dio antes y
fue mas pronunciado en los medios suplementados con 0,4 M de sacarosa. No obstante,
después de un tiempo pudo observarse nuevo crecimiento, formado por ES en estado globular
y callo de caracteristicas embriogénicas.

Figura 52. Aspecto de ES de olivo después de 42 dias en medio sélido A) estandar o
suplementado con B) 0,2 6 C) 0.4 M sacarosa.

El tratamiento a largo plazo con altas concentraciones de sacarosa provocOd una
disminucion de la tasa de crecimiento (Fig. 53). Seis semanas después del subcultivo en medio
de proliferacion, el incremento de peso de los embriones tratados con 0,2 M de sacarosa fue
significativamente mas bajo que el de los embriones no tratados. No obstante, seis semanas
mas tarde estas diferencias dejaron de ser estadisticamente significativas. El precultivo con
altas concentraciones de sacarosa no afectd a la capacidad embriogénica de los cultivos (Fig.
54).

El tratamiento con sacarosa no tuvo un efecto significativo sobre la tolerancia de los
embriones a las soluciones crioprotectoras, no provocando diferencias en el porcentaje de
recuperacion de los cultivos (Fig. 54) ni en la tasa de crecimiento (Fig. 53) de los diferentes
controles no tratados (-NL).

No obstante, el precultivo durante 42 dias en medio con 0,2 M sacarosa mejoré la
respuesta de los ES a la crioconservacion, con valores de recuperacién del cultivo
significativamente (P = 0,0149) mas elevados que en los controles (80% frente a 20%) (Fig. 54).
En los embriones tratados con 0,4 M de sacarosa se obtuvieron valores intermedios (33,33%),
estadisticamente iguales a los obtenidos en el control.

El precultivo a largo plazo con altas concentraciones de sacarosa no adelantd la
respuesta de los cultivos después de la descongelacion.
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Figura 53. Incremento de peso fresco en muestras no tratadas (control), tratadas con soluciones
crioprotectoras pero no congeladas (-NL) y crioconservadas (+NL) después de un precultivo a
largo plazo con sacarosa en medio sélido. Datos tomados A) 6 y B) 12 semanas después del
tratamiento.
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Figura 54. Recuperacion del cultivo en muestras no tratadas (control), tratadas con soluciones
crioprotectoras pero no congeladas (-NL) y crioconservadas (+NL) después de un precultivo a largo plazo
con sacarosa en medio sélido. Datos tomados A) 6 y B) 12 semanas después del tratamiento.

11.3.8. Efecto de un precultivo a largo plazo en medio liquido con distintas
concentraciones de sacarosa

Los ES cultivados durante 28 dias en medio liquido suplementado con sacarosa
presentaron diferente aspecto dependiendo de la concentracion de azucar (Fig. 55). Mientras
que los cultivos tratados con 0,2 M sacarosa mostraron buena apariencia, incluso mejor que el
control, los procedentes de medio con 0,4 M sacarosa presentaron un aspecto muy deteriorado,
con claros sintomas de necrosis.
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Figura 55. Aspecto de ES de olivo después de 28 dias en medio liquido A) estandar o
suplementado con B) 0,2 6 C) 0,4 M sacarosa.

El tratamiento con sacarosa afecté al comportamiento de los explantos después de su
transferencia a medio de proliferacién. Aunque la incubacion durante 28 dias en medio con 0,4
M sacarosa provocOd una ligera disminucion de la supervivencia (Fig. 56), los datos de
incremento de peso pusieron de manifiesto un aumento de la proliferacion, mayor al aumentar
la concentracién de sacarosa (Fig. 57).

El precultivo con sacarosa no mejoré estadisticamente la tolerancia a las soluciones
crioprotectoras aunque el tratamiento con 0,2 M sacarosa aumentd ligeramente tanto la
recuperacion del cultivo (Fig. 56) como el crecimiento de los explantos (Fig. 57).

El precultivo en medio liquido con altas concentraciones de sacarosa tuvo un efecto
significativo (P = 2,630 10°) sobre la respuesta de los explantos a la crioconservacion, con un
aumento de la recuperacion de los cultivos, de un 40% en los explantos control a un 90% en los
tratados con 0,2 M sacarosa (Fig. 56). Ademas, los cultivos obtenidos a partir de los ES
sometidos a este tratamiento presentaron un aspecto considerablemente mejor que los
desarrollados a partir de explantos no tratados (Fig. 58). La incubacién con 0,4 M sacarosa
resultd perjudicial, ya que ningun explanto procedente de este tratamiento sobrevivio a la
congelacion.

El precultivo con 0,2 M sacarosa en medio liquido durante 28 dias también aceler6 la
respuesta de los explantos crioconservados. Tres dias después de la descongelacion ya se
apreciaron signos evidentes de recuperacion, frente a los 18 dias necesarios para observar
algun tipo de crecimiento en los embriones no tratados.
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Figura 56. Recuperacion del cultivo en muestras no tratadas (control), tratadas con soluciones
crioprotectoras pero no congeladas (-NL) y crioconservadas (+NL) después de un precultivo a
largo plazo con sacarosa en medio liquido. Datos tomados A) 6 y B) 12 semanas después del
tratamiento.
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Figura 57. Incremento de peso fresco en muestras no tratadas (control), tratadas con soluciones
crioprotectoras pero no congeladas (-NL) y crioconservadas (+NL) después de un precultivo a
largo plazo con sacarosa en medio liquido. Datos tomados A) 6 y B) 12 semanas después del

tratamiento.

Figura 58. Efecto de un precultivo a largo plazo en medio liquido con sacarosa sobre el aspecto
de los cultivos doce semanas después de la crioconservacion: (A) explanto no tratado, (B) tratado

con 0,2 M sacarosa o (C) con 0,4 M sacarosa.
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111.3.9. Influencia de la crioconservacién y de un pretratamiento con sacarosa sobre la
embriogénesis somética

En el presente experimento se estudi6 el efecto que la inclusidn del pretratamiento 6ptimo
con sacarosa podia provocar en la embriogénesis somatica. Para ello, se compard el
comportamiento en las distintas fases de este proceso de cultivos control no crioconservados,
cultivos establecidos a partir de ES crioconservados sin tratamiento previo y cultivos
establecidos a partir de ES crioconservados después de 7 dias en medio ECO solido
suplementado con 0,2 M sacarosa.

Cuatro meses y medio después de la congelacion, el aspecto de los cultivos en medio de
proliferaciéon fue muy similar, no apreciandose diferencias significativas (Fig. 59).

Figura 59. Aspecto en medio de mantenimiento de cultivos embriogénicos A) control o
establecidos a partir de ES crioconservados B) sin o C) con tratamiento previo con 0,2 M
sacarosa.

La proliferacion de los cultivos se vio afectada positivamente (P = 0,0008) por la
crioconservacion aumentando los valores de incremento de peso de 1,20 g en los cultivos
control a 1,51 y 1,52 g en los crioconservados, con o sin tratamiento previo con sacarosa (Fig.
60). El pretratamiento con 0,2 M de sacarosa no tuvo ninguin efecto sobre el crecimiento de los
cultivos después de la congelacion.

En lo que se refiere a los ES producidos durante la fase de mantenimiento, no se
observaron diferencias significativas entre los distintos tratamientos (datos no mostrados). Los
valores oscilaron entre 25,35 ES/cultivo en los cultivos tratados con sacarosa y congelados y
29,22 ES/cultivo en los congelados sin tratamiento previo.

La composicion estructural de los cultivos cambié como consecuencia del tratamiento con
sacarosa (Tabla 10). La formacién de ESTr < 5 mm disminuyé de forma significativa (P =
0,0166). Sin embargo, el numero de ESTr 25 mm y ESBO = 5 mm aumento6 ligeramente en los
cultivos procedentes de explantos pretratados. No se observaron diferencias en la produccién
de ESBO <5 mm.
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Incremento de peso fresco (g)
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+NL

Tratamiento
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Figura 60. Incremento de peso fresco en cultivos embriogénicos control y procedentes de ES
crioconservados, con (Sac/+NL) o sin tratamiento previo con sacarosa (+NL), después de un ciclo
de cultivo en medio de mantenimiento.

Tabla 10. Efecto de la crioconservacion y de un precultivo con sacarosa sobre la produccion en
medio de mantenimiento de ES en diferentes estadios de desarrollo.

Tratamiento ESTr<5mm ESTr25mm ESBO <5 mm ESBO 25 mm
Control 23,46a 4,00b 0,05a 0,05a
+NL 25,03a 6,05ab 0,46a 0,05a
Sac/+NL 18,15b 7,05a 0,46a 0,33a

Durante la fase de maduraciéon no se apreciaron diferencias en el aspecto general de los
cultivos (Fig. 61). La produccion de ES fue similar en todos los casos, aunque valores
ligeramente mas elevados se obtuvieron en cultivos procedentes de ES pretratados y
congelados (26,49 ES/cultivo frente a 23,35 y 24,33 ES/cultivo en cultivos control y
crioconservados, respectivamente) (datos no mostrados).

En lo que se refiere al tipo de embriones producidos, el analisis estadistico solo mostré un
efecto significativo del tratamiento con sacarosa en los ESBO = 5 mm (Tabla 11). No obstante,
provoco un ligero aumento de la produccién de ESTr =25 mmy ESBO <5 mm.
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Figura 61. Aspecto en medio de maduracién de cultivos embriogénicos A) control o establecidos a
partir de ES crioconservados B) sin o C) con tratamiento previo en medio ECO sélido con 0,2 M

sacarosa.

Tabla 11. Efecto de la crioconservacion y de un precultivo con sacarosa sobre la produccion en

medio de maduracion de ES en diferentes estadios de desarrollo.

Tratamiento ESTr<5mm ESTr= 5 mm ESBO <5 mm ESBO =5 mm
Control 14,46a 6,95a 0,78b 3,05b
+NL 12,50a 8,40a 1,58ab 2,98b
Sac/+NL 12,26a 9,21a 2,46a 5,92a

ES procedentes de cultivos embriogénicos control o establecidos a partir de ES
crioconservados, con o0 sin tratamiento previo con sacarosa, fueron transferidos a condiciones
de germinacion. Después de dos recultivos de 6 semanas cada uno, no se observaron
diferencias significativas en las tasas de germinacién obtenidas, que oscilaron entre el 18,87 y
el 21,03% (datos no mostrados). Las plantulas obtenidas mostraron buen aspecto en todos los

casos (Fig. 62).

Figura 62. Plantulas de olivo procedentes de la germinacion de ES desarrollados a partir de (A)
cultivos control, (B) crioconservados y (C) crioconservados después de un tratamiento con 0,2 M

sacarosa.
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Al igual que el proceso de crioconservacion, el pretratamiento con sacarosa provocé un
ligero aumento del potencial de regeneracion. Como consecuencia, los cultivos crioconservados
después de un tratamiento con sacarosa presentaron un potencial de regeneracion
significativamente mas elevado que los cultivos control (4,00 embriones por cultivo control
iniciado en la fase de maduracién que daban lugar a plantulas con tallo o tallo y raiz frente a
5,49 en cultivos procedentes de ES crioconservados después de un precultivo con sacarosa)
(datos no mostrados). No se apreciaron diferencias significativas en el nimero de tallos
obtenidos por ES germinado ni en la longitud de los mismos, que oscil6 entre 8,25 y 8,53 mm
(datos no mostrados).

Las plantas obtenidas a partir de cultivos control y crioconservados, con o sin tratamiento
previo con sacarosa, presentaron un aspecto similar en medio de multiplicacion (Fig. 63).

Figura 63. Aspecto general en medio de multiplicacién de plantas de olivo regeneradas a
partir de A) cultivos control o establecidos a partir de ES crioconservados B) sin o C) con
tratamiento previo con 0,2 M sacarosa.

El nGmero de brotes formados durante la fase de multiplicacién de los tallos obtenidos en
la germinacién de los ES no mostré diferencias debidas a la crioconservacion o al
pretratamiento con sacarosa (datos no mostrados). Tampoco se apreciaron diferencias en la
longitud de los brotes desarrollados (datos no mostrados).

El analisis estadistico no mostré diferencias significativas en ninguno de los parametros
evaluados durante la fase de enraizamiento. Asi, no se observaron diferencias significativas en
el porcentaje de enraizamiento, que oscilé entre un 42,86 y un 66,67%, en plantas control y
procedentes de ES crioconservados, respectivamente. Tampoco se apreciaron diferencias en el
ndmero de raices formadas o en la longitud de las mismas. Todas las plantas presentaron buen
aspecto en medio de enraizamiento (Fig. 64).

Figura 64. Aspecto general en medio de enraizamiento de plantas de olivo regeneradas a
partir de A) cultivos control o establecidos a partir de ES crioconservados B) sin o C) con
tratamiento previo con 0,2 M sacarosa.
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No se observo un efecto significativo de la crioconservacion ni del precultivo con sacarosa
sobre la capacidad de aclimatacion de las plantas obtenidas (Fig. 65). En todos los casos,
independientemente del tratamiento, se obtuvo un porcentaje de supervivencia del 100%.

Figura 65. Aspecto general en fase de aclimatacion de plantas de olivo regeneradas a partir de A)
cultivos control o establecidos a partir de ES crioconservados B) sin o C) con tratamiento previo
con 0,2 M sacarosa.

111.3.10. Efecto de un pretratamiento con sacarosa sobre la aplicabilidad del método de
crioconservacion a distintas lineas embriogénicas

Con el fin de mejorar la tasa de recuperacion en algunas lineas, en el presente
experimento se evalu6 el efecto de un precultivo con sacarosa sobre la crioconservacion de
distintas lineas embriogénicas de olivo.

El tratamiento con sacarosa provocO en todas las lineas un adelanto de la respuesta
después de la congelacion, reduciendo de forma significativa los dias necesarios para observar
algun signo de crecimiento en los explantos congelados (Tabla 12).

Tabla 12. Tiempo necesario para observar los primeros signos de supervivencia en ES de
distintas lineas embriogénicas congelados con o sin tratamiento previo con sacarosa.

Tiempo primeros signos supervivencia (dias)

Linea

L T1 T2 T3 T4 T5 P1 P2 P3 P4 P5
embriogénica

+NL > 30 26 - >30 | >30 | >30 25 15 14 > 42

Sac/+NL 1 14 22 8 5 13 15 7 8 9

El precultivo con sacarosa tuvo un efecto positivo sobre la congelacion mejorando
significativamente (P = 1,11 10%) la recuperacién del cultivo en todas las lineas testadas,
excepto T3, T4, P2 y P4, en las que las diferencias no fueron significativas (Fig. 66). En
general, las tasas de supervivencia y de recuperacion obtenidas después de un pretratamiento
durante 7 dias con 0,2 M sacarosa fueron altas, oscilando entre el 60 y el 100%, excepto para
la linea T3 donde solo se alcanzé un 10%. El genotipo también tuvo un efecto significativo (P =
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3,187 107) sobre la crioconservacién, aunque no se observé ningln tipo de interacciéon entre
ambos factores.

Excepto en las lineas T3 y P1, el precultivo con sacarosa afecté de forma negativa al
crecimiento de los ES, con valores de incremento de peso mas bajos en los controles tratados
que en los no tratados (Fig. 67). La crioconservacién también provoc6 un descenso significativo
(P = 0,0000) de la tasa de crecimiento de los cultivos, no observandose una influencia
significativa de la linea. Sin embargo, los embriones crioconservados después de ser tratados

con sacarosa presentaron tasas de crecimiento significativamente (P = 0,0000) méas elevadas
que los no tratados.
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Figura 66. Efecto de un precultivo con sacarosa sobre la recuperacion del cultivo en muestras no

tratadas (control) y crioconservadas (+NL) procedentes de diferentes lineas embriogénicas. Datos
tomados A) 6 y B) 12 semanas después del tratamiento.
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Figura 67. Efecto de un precultivo con sacarosa sobre el incremento de peso fresco en muestras
no tratadas (control) y crioconservadas (+NL) procedentes de diferentes lineas embriogénicas.
Datos tomados 12 semanas después del tratamiento.

En general, no se observaron diferencias en el aspecto de los cultivos después de la
crioconservacion, con o sin tratamiento previo con sacarosa (Fig. 68).

Figura 68. Aspecto general de cultivos embriogénicos A) de una linea antigua (P4) y B) otra joven (T4)
establecidos a partir del stock (1) o de ES crioconservados sin (2) o con tratamiento previo con

sacarosa (3).
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[11.4. Discusién

[11.4.1. Efecto del tiempo en PVS2

En los protocolos basados en la vitrificacion, los tejidos deben ser suficientemente
deshidratados antes de su congelacion en NL. En estos procedimientos, la etapa critica para
conseguir la supervivencia es generalmente la deshidratacion (Engelmann 2004), debido a la
toxicidad quimica y a los efectos hiperosméticos que pueden resultar de una sobrexposicion a
las soluciones vitrificantes (Sakai et al. 2000). Encontrar un tiempo adecuado de incubacién en
PVS2 equivale a encontrar el equilibrio correcto entre la tolerancia a la deshidratacién y una
deshidratacién adecuada, con un contenido hidrico lo suficientemente bajo como para que no
se dé una disminucion de la supervivencia como consecuencia de la formacion de cristales de
hielo.

Los resultados obtenidos revelaron que la incubacion con PVS2 era necesaria para la
crioconservacion de ES de olivo. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre
los distintos tiempos de exposicion testados, poniendo de manifiesto que en 30 min se pueden
alcanzar niveles de deshidratacidn suficientes para la posterior congelacion de los explantos.

El tratamiento de deshidratacion éptimo puede variar considerablemente entre distintos
genaotipos, con diferencias en el contenido hidrico, la permeabilidad de la membrana y la
sensibilidad a las soluciones crioprotectoras y, por lo tanto, debe ser establecido en cada caso
(Takagi 2000). En Quercus suber, Valladares et al. (2004), tampoco encontraron diferencias
significativas entre los distintos tiempos de incubacién en PVS2 testados vy, al igual que en la
presente investigacion, eligieron el tratamiento méas corto (30 min) como el mas pragmatico. En
flame, los mejores resultados se obtuvieron tras un tiempo de incubacion de 120 min (Sant et
al. 2008). Martinez et al. (2003) obtuvieron un 70% de recuperacién en cultivos embriogénicos
de Quercus robur crioconservados tras 60 6 90 min de incubaciéon en PVS2. Corredoira et al.
(2004) obtuvieron un 68% de embriogénesis tras crioconservar ES de Castanea sativa después
de 60 min de incubacion en PVS2. En cultivos embriogénicos de aguacate (Guzman-Garcia et
al. 2013) y callo embriogénico de olivo (Sanchez-Romero et al. 2009), 60 min fue el tiempo
optimo de incubacion en PVS2 mientras que en Picea mariana 30 min fueron suficientes para
conseguir la supervivencia del 100% de los cultivos (Touchell y Chiang 2002).

Los ES de olivo mostraron una alta sensibilidad a las soluciones crioprotectoras utilizadas
en el método de vitrificacion en gota. No obstante, mientras que la exposicidn en LS solo afecto
de forma significativa a la proliferacion de los cultivos, los tratamientos con PVS2 influyeron
drasticamente en la supervivencia y recuperacion de los mismos. Estos resultados estan de
acuerdo con investigaciones previas llevadas a cabo en esta especie en las que se demostrd
gue la tasa de proliferacion de los tejidos organizados se vio significativamente afectada por la
duracion del tratamiento con PVS2 (Sanchez-Romero et al. 2009). Los efectos perjudiciales
debidos a estas soluciones fueron mas pronunciados en ES que en tejidos no organizados,
debido probablemente a diferencias en la composicidn celular de los mismos (Sanchez-Romero
et al. 2009). Los tejidos no organizados estan compuestos por células tipicamente
embriogénicas que se caracterizan por presentar pequefio tamafio, divisidbn activa, nucleos
relativamente grandes, citoplasma denso y vacuolas pequefias. Probablemente, estas
caracteristicas hacen a estas células mas resistentes a la desecacion que las células
diferenciadas y altamente vacuoladas (Engelmann 2004) presentes en los tejidos
embriogénicos organizados.

A pesar del tratamiento con las soluciones crioprotectoras, la congelacién provoco
importantes dafios en los ES crioconservados, dando lugar a tasas de recuperacion del cultivo
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gue no superaron el 40%. Las tasas de proliferacion obtenidas después de la congelacion
fueron en general muy bajas. No obstante, todos los explantos que 12 semanas después de la
descongelacion habian mostrado algin signo de supervivencia mantuvieron su capacidad
proliferativa a lo largo del tiempo, dando lugar al establecimiento de nuevos cultivos.

En olivo, Lambardi et al. (2001) obtuvieron un 38% de supervivencia cuando incubaron en
PVS2 durante 90 min ES en diferentes estadios de desarrollo. En callo embriogénico, sin
embargo, se consiguié una supervivencia del 100% incubando los explantos en PVS2 durante
60 min (Sanchez-Romero et al. 2009).

111.4.2. Efecto del tipo de explanto utilizado en la crioconservacion

La seleccidén del estadio de desarrollo y el tamafio del material de inicio es un factor
determinante que debe ser testado durante la puesta a punto de un protocolo de
crioconservacion (Sakai y Engelmann 2007). En esta linea, estudios previos llevados a cabo en
cultivos embriogénicos de Fraxinus (Ozudogru et al. 2010), Citrus (Pérez 2000) y Pinus (Laine
et al. 1992) revelaron que el estadio de desarrollo de los cultivos embriogénicos puede tener un
papel importante en la respuesta a la crioconservacion.

En olivo, el estadio de desarrollo de los explantos embriogénicos testados no afecté de
forma significativa la recuperacion del cultivo después de la crioconservacion, obteniéndose
tasas bajas de recuperacion en todos los casos. Estos resultados difieren de investigaciones
previas llevadas a cabo en alcornoque (Valladares et al. 2004) y aguacate (Guzman-Garcia et
al. 2013), en las que el éxito de la crioconservacion dependié de forma significativa del grado de
diferenciacién de los explantos utilizados. Aunque en algunos casos ES en estadios de
desarrollo avanzados mostraron tasas de supervivencia mas elevadas debido a la adquisicion
de tolerancia a la desecacién (Fang et al. 2004), en general, los embriones en estadios
tempranos dan mejores resultados (Bhojwani y Razdan 1996). Asi, en aguacate, los
porcentajes de recuperacibn mas bajos se obtuvieron con ES de 3-4 mm, el explanto
embriogénico testado con mayor grado de diferenciacion (Guzman-Garcia 2013). En Iris
nigricans, sin embargo, ES de 2-4 mm dieron lugar a tasas de supervivencia superiores a las de
ES mas pequefios (1-2 mm) o mas grandes (4-6 mm) (Shibli 2000) y en Cucumis melo, los ES
medianos y grandes mostraron tasas de supervivencia mas elevadas que los pequefios
(Shimonishi et al. 2000).

Tal y como revelan los resultados obtenidos, las bajas tasas de recuperacion conseguidas
después de la crioconservacion fueron consecuencia tanto de la toxicidad de las soluciones
crioprotectoras como de los dafios causados por la congelacion. En general se observo una alta
sensibilidad a las soluciones crioprotectoras en todos los explantos testados. No obstante, los
datos de supervivencia y de recuperacion del cultivo revelaron diferencias significativas
relacionadas con el estadio de desarrollo del material de partida, con un aumento de la
sensibilidad conforme avanz6 el desarrollo del embrién. Grenier-de-March et al. (2005) también
describieron diferencias en la sensibilidad a las soluciones crioprotectoras segun el estadio de
desarrollo del embrién. La respuesta a los crioprotectores podria estar afectada por cambios
importantes que ocurren durante la histodiferenciacion como variaciones en el contenido
hidrico, el nivel de vacuolizacion o el estado fisiologico. Ademas, de acuerdo con Valladares et
al. (2004), la solucion PVS2 deseca los embriones de distintos tamafios a una velocidad
diferente, afectando de esta forma la supervivencia. Asi, explantos en estadios de desarrollo
diferentes pueden requerir tiempos de exposicion a PVS2 distintos.

Aungue como se ha apuntado, en la presente investigacién no se observaron diferencias
significativas relacionadas con el tejido embriogénico utilizado como explanto para la
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crioconservacion, resultados ligeramente mejores se consiguieron con las muestras mas
heterogéneas: MP y una mezcla de ES en diferentes estadios de desarrollo. En aguacate
también se obtuvieron buenos resultados utilizando una combinacién de callo embriogénico y
ES en estadios tempranos de desarrollo, debido probablemente a las caracteristicas de este
material de partida entre las que se incluyen pequefio tamafio, respuesta rapida y altas tasas de
proliferacion (Guzman-Garcia et al. 2013).

I11.4.3. Efecto del método de cultivo y de la fase de crecimiento de los cultivos

Los tejidos embriogénicos de olivo han sido previamente crioconservados usando
diferentes técnicas (Shibli y Al-Juboory 2000; Lambardi et al. 2001; Sanchez-Romero et al.
2009; Lynch et al. 2011). Sin embargo, la informacion sobre el método de cultivo y el momento
en el que se muestraron los explantos destinados a la crioconservacion no se indica en la
mayoria de los casos 0 es incompleta. No obstante, la presente investigaciéon revelé que la
recuperacion del cultivo después de la crioconservacién se vio significativamente afectada por
el método de cultivo, la fase de crecimiento del cultivo y la interaccién entre ambos factores.

En general, las tasas de recuperacion del cultivo mas elevadas se obtuvieron con
explantos procedentes de cultivos en suspension. Este resultado estd de acuerdo con trabajos
previos llevados a cabo en cultivos embriogénicos de aguacate (Guzman-Garcia 2012) y
mango (Wu et al. 2007) en los que se obtuvieron mejores resultados con explantos cultivados
en medio liquido en comparacién con otros tomados de medio sélido.

El método de cultivo provocd importantes diferencias en la cinética de crecimiento de los
cultivos de olivo. Los datos de incremento de peso fresco relativo mostraron que el crecimiento
tuvo lugar de forma mas rapida en medio liquido, alcanzando antes las distintas fases de
crecimiento. En cultivos de células desdiferenciadas, Heine-Dobbernack et al. (2008) también
describieron diferencias relacionadas con el método de cultivo, con un crecimiento mas rapido
en medio liquido que en medio sdélido y, lo que es mas importante, con una composicion mas
homogénea. Este aspecto puede ser relevante ya que la sincronizacion del cultivo, o lo que es
lo mismo, un alto grado de homogeneidad celular, ha sido considerado un factor importante que
influye en el éxito de la crioconservaciéon (Wu et al. 2007; Heine-Dobbernack et al. 2008). De
hecho, se ha propuesto como una de las posibles razones por las que las suspensiones dan, en
general, mejor resultado en este tipo de experimentos (Heine-Dobbernack et al. 2008).

Se han realizado numerosas investigaciones para determinar la fase de crecimiento
Optima para la crioconservacion. Clasicamente, las fases lag y exponencial temprana han sido
consideradas las mas idoneas para la crioconservacién (Withers y Street, 1977) y asi se ha sido
determinado en distintas especies, como mijo (Lu y Sun 1992), Taxus (Kim et al. 2001) y tabaco
(Reinhoud et al. 1995). Sin embargo, en mango (Wu et al. 2007), zanahoria (Thierry et al.
1997), arroz (Sala et al. 1979) y Papaver (Friesen et al. 1991), los mejores resultados se
consiguieron en las fases exponencial o exponencial media; en cultivos celulares de Bromus
inermis se alcanzaron en las fases exponencial tardia o estacionaria temprana (Ishikawa et al.
2006) y en Picea abies y Picea sitchensis se registraron en la fase estacionaria (Find et al.
1998).

De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigacion, la fase de
crecimiento éptima para la crioconservacion de ES de olivo varia dependiendo del método de
cultivo: mientras que en medio sélido los mejores resultados se obtuvieron con explantos en la
fase lag (7 dias), en medio liquido se registraron en la fase exponencial (28 dias). Resultados
similares se obtuvieron en cultivos embriogénicos de aguacate, aunque en esta especie las
fases de crecimiento optimas fueron diferentes en cada caso (Guzman-Garcia 2012). De
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acuerdo con Ishikawa et al. (2006), estos resultados ponen de manifiesto un efecto evidente de
las condiciones de cultivo y el genotipo sobre la respuesta a la crioconservacion, y la fase de
crecimiento optima debe ser determinada en cada caso.

La morfologia y el estado fisioldgico de las células cultivadas han sido descritos como
factores importantes que determinan la tolerancia a la crioconservacién (Withers y Street 1977;
Find et al. 1998) y modificaciones de estos factores dependiendo del método de cultivo o de la
fase de crecimiento podrian explicar la respuesta diferencial observada en ES de olivo. Se ha
descrito que solo las células pequefias y densas (ricas en citoplasma y poco vacuoladas)
sobreviven a la crioconservacion, mientras que las células grandes y vacuoladas son muy
propensas al dafio por congelacién (Find et al. 1998). Asi, el andlisis histologico de cultivos de
mango en la fase Optima de crecimiento para la crioconservacion revelaron que las células
presentaban caracteristicas especificas tales como un citoplasma denso, grandes cantidades
de productos de reserva y crecimiento sincronizado (Wu et al. 2007). Sin embargo, Ishikawa et
al. (2006) encontraron que las células de Bromus inermis en la fase 6ptima de crecimiento se
caracterizaban por un alto contenido hidrico y una alta osmolaridad celular. De acuerdo con
estos autores, las células mas tolerantes fueron las de mayor tamafio, mas vacuoladas y con
alto contenido osmdético mientras que células menores en talla 0 menos vacuoladas y con bajo
contenido osmoético fueron muy sensibles a la congelaciéon. También se han descrito
variaciones en el estado fisioldgico celular dependiendo del estadio de crecimiento de los
cultivos (Heine-Dobbernack et al. 2008).

I11.4.4. Efecto de la crioconservaciéon sobre la embriogénesis somatica y aplicabilidad a
distintas lineas embriogénicas

El tejido obtenido después de la crioconservacion de ES de olivo presentd caracteristicas
embriogénicas en todos los casos. 4,5 meses después de la descongelacion los cultivos
establecidos a partir de explantos crioconservados presentaron tasas de crecimiento mas
elevadas que los cultivos control, no congelados. Estos resultados contrastan con los obtenidos
en aguacate donde la proliferacién de los cultivos disminuyd después de la crioconservacion
(Guzman-Garcia 2012). No obstante, tal y como sefialaron Salaj et al. (2011), un efecto
negativo de la crioconservacién sobre el crecimiento de los cultivos puede ser debido a que no
haya transcurrido el tiempo suficiente para la recuperacion de los mismos. De acuerdo con
estos autores, algunas lineas celulares necesitan un largo periodo de tiempo para alcanzar
tasas de crecimiento similares a las de los tejidos no crioconservados.

El patron de proliferacién de los cultivos no se vio afectado por la crioconservacion,
manteniéndose una composicion estructural similar, salvo en la linea T1 en la que aumento
significativamente la produccién de ESTr 2 5 mm. La calidad de los ES no se vi6 alterada por el
tratamiento con las soluciones crioprotectoras y la congelacion.

En el presente trabajo, la crioconservacién no afecté al potencial morfogénico de las
lineas testadas, no modificando el nimero de ES formados durante la fase de desarrollo.
Estudios previos han demostrado que la crioconservacion no tiene un efecto negativo sobre el
potencial embriogénico de los cultivos (Marum et al. 2004; Lardet et al. 2007). De hecho, en
Citrus deliciosa (Aguilar et al. 1993), Vitis vinifera (Wang et al. 2002b), Cyclamen persicum
(Winkelmann et al. 2004) y Gentiana cruciata (Mikula et al. 2011) se observé un aumento de la
capacidad morfogénica después de la crioconservacion, regenerando los cultivos
crioconservados mas ES en medio de maduracion que los cultivos no congelados. No obstante,
en Quercus robur (Martinez et al. 2003) y Pinus pinaster (Marum et al. 2004) la produccion de
embriones maduros fue menor en cultivos establecidos a partir de explantos crioconservados.
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El efecto de la crioconservacion sobre la germinacién de ES varié dependiendo de la
linea. Mientras en una de las lineas testadas se observo un aumento de la germinacién, en las
otras dos no se apreciaron diferencias signifcativas.

En esta fase de la embriogénesis somatica se han descrito efectos distintos de la
crioconservacion dependiendo de la especie. En Quercus suber, las tasas de germinacién de
los embriones obtenidos a partir de cultivos congelados no fueron distintas de las de aquellos
procedentes de material no congelado (Valladares et al. 2004). Sin embargo, en Vitis vinifera se
observé un aumento de la germinacién (Wang et al. 2002b) y en coco una disminucion de la
misma (Fang et al. 2004).

En ES de olivo no se ha observado una variacion del potencial de regeneracion después
de la crioconservacion, obteniéndose plantas a partir de los cultivos crioconservados de forma
similar a los control. Sin embargo, en algunos casos, como Festuca arundinacea (Wang et al.
1994), Quercus suber (Valladares et al. 2004) o Hevea brasiliensis (Engelmann et al. 1997) se
ha descrito un aumento de la tasa de regeneracion en cultivos crioconservados. Las altas tasas
de regeneracion registradas en cultivos crioconservados en comparacién con cultivos no
crioconservados es probable que se deban a una seleccion preferencial de las células
embriogénicas durante la congelacién mientras que los tejidos no embriogénicos son destruidos
durante el proceso (Mathur et al. 2003; Winkelmann et al. 2004). Esta seleccion podria estar
relacionada con el hecho de que las células embriogénicas poseen un citoplasma denso y
contienen menos agua (Haggmann et al. 1998; Mikula et al. 2005), caracteristicas que las
hacen mas adecuadas para sobrevivir a la congelacion. Valladares et al. (2004) también
apuntaron que el aumento de la productividad inducida por la crioconservacion puede
probablemente ser debido al estrés sufrido por los embriones crioconservados durante los
procesos de deshidratacion en PVS2, exposicion al NL y descongelacion, lo que resulta en una
destruccion preferencial de las células no embriogénicas y una seleccién de las embriogénicas.

En Hevea brasiliensis, Lardet et al. (2007) describieron una posible pérdida transitoria de
la competencia para la regeneracion después de la congelacién en algunos stocks de callo
crioconservado. Estos autores sugirieron que varios subcultivos en medio de mantenimiento
después de la descongelacién, pueden ser un prerrequisito para que las lineas recuperen su
potencial de regeneracion.

El objetivo de cualquier método de crioconservacion es su aplicabilidad a un namero
elevado de genotipos. Los valores de recuperacion del cultivo obtenidos con el protocolo de
vitrificacién en gota estandar oscilaron entre el 0-60%, dependiendo de la linea embriogénica. A
pesar de que en varias lineas las tasas de recuperacién del cultivo fueron inferiores al 20%, en
todos los casos, excepto en la linea T3, fue posible el establecimiento de stocks a partir de ES
congelados, ya que la proliferacion celular no se vio limitada por la congelacion.

En otras especies también se ha comprobado la aplicabilidad de diferentes métodos de
crioconservacion en un rango amplio de genotipos. Asi, Panis et al. (2002) aplicaron un método
simple de crioconservacion que incluia un precultivo de 2 semanas en medio con 0,4 M de
sacarosa a 36 accesiones de banana pertenecientes a 8 grupos gendémicos diferentes. Las
frecuencias de regeneracion obtenidas, que oscilaron entre un 0 y un 66%, fueron altamente
dependientes de la constitucidn gendmica del cultivar. N¢rgaard et al. (1993) también
encontraron una gran variacién genotipica en la tolerancia a la crioconservacion de 70 cultivos
embriogénicos de Picea abies, con algunos genotipos que mostraron un crecimiento rapido
mientras que otros no sobrevivieron después de la descongelacion. En Picea abies también se
observaron diferencias entre tres genotipos, presentando uno de ellos una respuesta
significativamente peor que el resto (Duran 1991).
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Los resultados obtenidos con el método de vitrificacibn en gota estandar hacen
aconsejable una optimizacion del mismo, con el fin de aumentar las tasas de recuperacion de
los cultivos obtenidas en algunas lineas y, lo que es mas importante, evitar la existencia de
resultados nulos. Tradicionalmente, para mejorar la respuesta de los explantos a la
congelacién, se han utilizado diferentes tratamientos de preacondicionamiento.

111.4.5. Efecto de un precultivo a corto plazo con distintas concentraciones de sacarosa
en medio solido y liquido

Un procedimiento de crioconservacion exitoso normalmente incluye una fase de precultivo
antes del tratamiento con soluciones crioprotectoras (Ford et al. 2000). La inclusion de esta fase
es comun en muchos protocolos de crioconservacion y refleja la necesidad de mejorar la
tolerancia a la desecacion y al enfriamiento del germoplasma que va a ser almacenado (Benson
1999).

Los pretratamientos para la crioconservacion de células embriogénicas normalmente se
llevan a cabo con azUcares, tales como sacarosa, maltosa y glucosa, o azlcares alcohol, como
sorbitol y manitol (Dumet et al. 1994). No obstante, la sacarosa es el compuesto mas utilizado,
habiéndose demostrado su superioridad frente a otros azlcares para inducir tolerancia a la
crioconservacion (Dumet et al. 1994).

La sacarosa se ha utilizado para mejorar la crioconservacion de cultivos embriogénicos de
una variedad de especies, como Pinus caribea (Laine et al. 1992), pino maritimo (Marum et al.
2004), Pinus nigra (Salaj et al. 2007), Picea omorica (Hazubzca-Przybyl et al. 2010), Abies
nordmanniana (Misson et al. 2006) o Picea sitchensis (Gale et al. 2007). También se ha
aplicado un pretratamiento con sacarosa para mejorar la respuesta a la crioconservacion de
especies tropicales (Tsai et al. 2009) y en ES de alfalfa y zanahoria un precultivo de este tipo ha
dado lugar a un aumento de la tolerancia a la desecacion (Lecouteux et al. 1992). En ES de
coco el precultivo con sacarosa también mejord la tolerancia a la desecacion y a la
crioconservacion (Fang et al. 2004).

En ES de olivo, un precultivo a corto plazo con sacarosa provocdé una mejora en la
respuesta de los ES a la crioconservacion, ademas de un adelanto de la misma. El tratamiento
6ptimo dependié del método de cultivo: mientras que en medio sélido los mejores resultados se
obtuvieron después de 7 dias en medio con 0,2 M de sacarosa, en medio liquido se
consiguieron después de 1 dia en medio con 0,4 M de sacarosa.

Trabajos previos ya habian puesto de manifiesto la influencia de un tratamiento con
sacarosa sobre la crioconservacién de ES de esta especie. Asi, Shibli y El-Juboory (2000)
obtuvieron un 68% de recrecimiento después de la crioconservacién mediante encapsulacién-
vitrificacion de ES del cultivar ‘Nabali’ pretratados con 0,75 M de sacarosa. Aplicando un
precultivo con la misma concentracion de este azUcar Lynch et al. (2011) consiguieron un 38%
de recrecimiento en ES del cultivar ‘Canino’ crioconservados con un método de congelacién
lenta.

En otras especies como patata y rosa fue suficiente un precultivo durante 48 h en medio
liquido con 0,5 M sacarosa (Halmagyi et al. 2005; Halmagyi y Pinker 2006), mientras que en
fresa los mejores resultados se obtuvieron con 24 h en 0,25 M sacarosa (Pinker et al. 2009).
Por el contrario, en aguacate, el tratamiento en medio sélido con 0,3 M sacarosa durante 3, 7,
14 6 21 dias no tuvo una influencia significativa sobre la supervivencia de los cultivos
embriogénicos después de la crioconservacion, aunque aumento la capacidad proliferativa de
las muestras crioconservadas (Guzman-Garcia 2012).
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La sacarosa juega un papel importante en la aclimataciéon de las plantas al frio y en la
tolerancia a la congelacion (Pinker et al. 2009). No obstante, no se conoce completamente su
modo de accion (Panis et al. 1996). Tal y como se ha indicado anteriormente, los efectos de un
pretratamiento con altas concentraciones de sacarosa pueden tener lugar a niveles muy
distintos. La sacarosa provoca una reduccién lenta del contenido hidrico celular por 6smosis
que, junto con la absorcion de la misma, conduce a una solucién protoplasmica mas
concentrada (Panis et al. 2005). Como consecuencia, disminuyen el punto de congelacién y la
cantidad de agua congelable presente en los tejidos (Panis et al. 1996). Ademas, este aumento
de la viscosidad celular ayuda a conseguir la vitrificacion (Dereuddre et al. 1991; Gonzalez-
Arnao y Moreira 1996). La acumulacion de sacarosa en los tejidos también ayuda a mantener
viables las células durante la deshidratacion y la crioconservacion mediante la estabilizacion de
las membranas (Crowe et al. 1984; Niu et al. 1997; Oliver et al. 1998). De hecho, después de
un precultivo en un medio enriquecido con sacarosa se ha observado la aparicion de
alteraciones a nivel de membranas (Jitsuyama et al. 2002; Helliot et al. 2003). Este efecto se
debe a la capacidad de la sacarosa para formar puentes de hidrégeno con las cabezas polares
de los fosfolipidos de membrana, reemplazando asi las moléculas de agua que se unen a estos
compuestos en el estado hidratado (Crowe et al. 1984).También se le ha atribuido un papel en
la estabilizacién de proteinas en condiciones de congelacion (Kendall et al. 1993). Asimismo,
puede provocar una serie de cambios que incluyen alteraciones en los acidos grasos de
membrana, esteroles y aminoacidos asi como modificaciones en el patron de proteinas
(Jitsuyama et al. 2002). Finalmente, durante el precultivo con azlcares, los tejidos se someten
a un estrés osmotico suave que puede inducir cambios metabdlicos que dan lugar a un
aumento de la tolerancia a la desecacion, tales como el aumento de los niveles de ABA y de
proteinas abundantes en la embriogénesis tardia (LEA) (Charoensub et al. 1999; Reinhoud et
al. 2000). La acumulacién de estos compuestos puede inducir tolerancia frente a un estrés
hidrico posterior (Touchell et al. 2002).

Segun Panis et al. (1996), los efectos crioprotectores de la sacarosa residen en una
aclimatacion a la deshidratacion, mas que al proceso de congelaciéon en si. En cultivos
embriogénicos de olivo, Sanchez-Romero et al. (2009) apuntaron que la sacarosa ayudaba a
superar los efectos negativos de la incubacion en soluciones crioprotectoras. Sin embargo, los
resultados obtenidos en ES de esta especie no han puesto de manifiesto este tipo de
respuesta.

La concentracidon de sacarosa en el medio de precultivo puede determinar el éxito de la
crioconservacion (Fang et al. 2004). Una deshidratacion excesivamente fuerte con sacarosa
puede causar la muerte de la célula por choque osmatico o plasmolisis no reversible, tal y como
se ha descrito en vainilla (Wilkinson et al. 2003; Gonzlez-Arnao et al. 2010). Sin embargo,
diferentes autores (Halmagyi et al. 2004; Winkelmann et al. 2004; Halmagyi y Pinker 2006) han
demostrado un efecto positivo de tratamientos con altas concentraciones de sacarosa (0,5-0,7
M) durante periodos cortos de tiempo (24-48 h) sobre la capacidad de regeneracion de apices
de crisantemo y rosa y de PEMs de ciclamen.

I1.4.6. Efecto de un precultivo a largo plazo en medio soélido con distintas
concentraciones de sacarosa

El precultivo con sacarosa durante periodos breves de tiempo puede no ser suficiente
para desencadenar cambios metabdlicos asociados con la tolerancia a la crioconservacion
(Touchel et al. 2002; Fang et al. 2004), tal y como se ha descrito en ES de zanahoria
(Tessereau et al. 1994). Sin embargo, tratamientos prolongados pueden provocar un estrés
osmotico elevado, causando dafios en los tejidos (Panis et al. 1996). En Theobroma cacao se
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ha puesto de manifiesto que el uso inadecuado de este tipo de precultivos puede tener efectos
perjudiciales sobre la viabilidad de los ES (Fang et al. 2004). Otras especies como Poncirus
trifoliate también mostraron una alta sensibilidad a la sacarosa (Gonzalez-Arnao et al. 1998).

Una forma de evitar los efectos toxicos de este tipo de tratamientos es realizar una
exposicion progresiva de los explantos a concentraciones elevadas de azlcar, en vez de una
exposicion directa a dosis altas (Bhatti et al. 1997; Find et al. 1998; Chmielarz et al. 2005).

El cultivo a largo plazo de ES de olivo en medio sélido con altas concentraciones de
sacarosa empeor0 el aspecto de los tejidos. No obstante, a pesar de este cambio de
apariencia, el precultivo durante 42 dias en medio sélido con 0,2 M sacarosa mejoré de forma
significativa la respuesta de los ES a la crioconservacion, con un aumento de la tasa de
recuperacion del cultivo del 20 al 80%.

De acuerdo con Sanchez-Romero et al. (2009), el tratamiento a largo plazo con sacarosa
puede tener un doble efecto: ayudar a superar la toxicidad de la solucién PVS2 e inducir
resistencia a la deshidratacion celular.

I11.4.7. Efecto de un precultivo a largo plazo en medio liquido con distintas
concentraciones de sacarosa

El precultivo de los embriones durante 28 dias en medio liquido con 0,2 M de sacarosa
mejoro la tasa de recuperacion del cultivo después de la descongelacion, con un aumento del
40 al 90%, lo que pone de manifiesto su eficiencia en la induccion de tolerancia a la
crioconservacion. Sin embargo, la calidad de los ES empeoré después de un precultivo
prolongado en medio con 0,4 M sacarosa. De hecho, el 20% de los cultivos murié como
consecuencia de este tratamiento y ningun explanto sobrevivid a la congelacion. Este precultivo
parece, por lo tanto, demasiado agresivo para los ES de olivo. Tal y como pone de manifiesto la
comparacion de los resultados obtenidos en medio sélido y liquido, el tratamiento prolongado
con 0,4 M de sacarosa provoca dafios mas acusados cuando la incubacién se realiza en medio
liquido, a pesar de la menor duracién del tratamiento en este caso.

Gonzalez-Arnao et al. (1998) describieron en Poncirus trifoliate una alta sensibilidad al
cultivo con sacarosa en medio liquido. Sin embargo, Wang et al. (2002a) apuntaron una alta
tolerancia de esta especie a este tipo de tratamientos.

Basandose en los resultados obtenidos en los distintos tipos de precultivos con sacarosa
testados, se puede concluir que, en ES de olivo, 7 dias en medio sélido con 0,2 M de sacarosa
parece ser el tratamiento 6ptimo antes de la congelacion en NL, mejorando de forma
significativa la eficiencia del proceso.

111.4.8. Influencia de la crioconservacién y de un pretratamiento con sacarosa sobre la
embriogénesis somatica y aplicabilidad del método a distintas lineas embriogénicas

En olivo, la congelacién en NL después de un precultivo de 7 dias en medio sélido con 0,2
M de sacarosa mejor6 la proliferacion de los cultivos embriogénicos. En Vitis vinifera, sin
embargo, Wang et al. (2002b) no observaron diferencias en el patron de crecimiento de los
cultivos establecidos después de la crioconservacion tras un precultivo con sacarosa.

Aunque estudios previos llevados a cabo en olivo pusieron de manifiesto un aumento del
potencial morfogénico como consecuencia de la crioconservacion (Benelli et al. 2001), los
resultados obtenidos en la presente investigacién no revelaron diferencias debidas a este
proceso, ni en la fase de mantenimiento ni en la de desarrollo de ES. No obstante, en ambos
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casos se aprecid un aumento de la produccién de embriones en estadios avanzados de
desarrollo.

En células embriogénicas de Gentiana cruciata congeladas después de un tratamiento
con altas concentraciones de sacarosa se observd un importante incremento de la produccion
de ES (Mikula et al. 2011). En Vitis vinifera también se ha descrito un aumento del potencial de
regeneracién en células pretratadas con sacarosa y crioconservadas (Wang et al. 2002b).
Ademas, la regeneracién tuvo lugar mas rapidamente, obteniéndose mas embriones de
distintos estadios de desarrollo.

No obstante, de acuerdo con Danso y Ford-Lloyd (2004), concentraciones elevadas de
sacarosa pueden tener efectos adversos sobre la morfogénesis. Concentraciones de sacarosa
superiores a 0,3 M disminuyeron de forma significativa el potencial embriogénico de cultivos de
Cassava, probablemente debido a una deshidratacion severa de los tejidos. Sin embargo,
existen evidencias de que altas concentraciones de sacarosa pueden provocar la formacién
directa del embrion.

La tasa de germinacion de los ES de olivo no se vio afectada por el tratamiento con
sacarosa ni por la congelacién aunque en cultivos embriogénicos de Vitis vinifera se obtuvieron
tasas de germinacion mas elevadas en los embriones obtenidos de cultivos congelados
después de un pretratamiento con sacarosa (Wang et al. 2002b).

No obstante, la crioconservacion de ES de olivo después de un precultivo durante 7 dias
con 0,2 M de sacarosa tuvo un efecto positivo sobre el proceso de embriogénesis somatica ,
aumentando el potencial de regeneracion debido a un efecto acumulado de los dos procesos: el
precultivo con sacarosa y la congelacién en NL. Las plantulas obtenidas presentaron buena
calidad, respondiendo a las fases posteriores de multiplicacion, enraizamiento y aclimatacion de
forma similar a las regeneradas a partir de cultivos control no crioconservados. Una mejoria de
la embriogénesis somatica después de la crioconservacion tras un precultivo con sacarosa ha
sido también descrita en cultivos de vid (Wang et al. 2002b).

En lo que se refiere a la aplicabilidad del método, el precultivo con alta concentracion de
sacarosa mejor6 de forma importante la respuesta a la crioconservacion de todos los genotipos
testados, aunque de forma variable dependiendo de la linea.

El efecto del genotipo ha sido también estudiado en otras especies, como el coco, donde
se obtuvieron tasas de supervivencia significativamente diferentes en distintos genotipos
crioconservados después de un tratamiento con sacarosa (Fang et al. (2004). Probando
diferentes concentraciones de sacarosa (0,5, 0,75 y 1,0 M) estos autores encontraron genotipos
cuya recuperacion era significativamente mayor que la de otros, para cualquiera de las
concentraciones testadas.

Estudios llevados a cabo en distintos clones de palma de aceite mostraron que la
deshidratacion daba lugar a un nivel hidrico similar en todos los clones. Sin embargo, las tasas
de supervivencia Optimas después de la congelacion en NL se obtenian con periodos de
deshidratacion diferentes (Dumet et al. 1992; Dumet et al. 1993b). Esto puede ser debido a
diferencias fisiolégicas entre los clones, los cuales pueden absorber la sacarosa de manera
diferente durante el precultivo, dando lugar a cantidades de agua cristalizable distintas (Dumet
et al. 1993a).

En algunos casos, tasas bajas de supervivencia obtenidas después de un precultivo con
sacarosa han sido atribuidas a una adquisicién insuficiente de tolerancia a la deshidratacion o la
crioproteccion (Turner et al. 2001b), debido probablemente a una exposicién insuficiente (Fang
et al. 2004). No obstante, en ES de olivo, el tratamiento durante 7 dias con 0,2 M de sacarosa
no parecié afectar a la tolerancia de los explantos a las soluciones crioprotectoras utilizadas en
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el método de vitrificacion en gota, llevando a cabo su efecto a través de otro/s mecanismo/s.

El protocolo de vitrificacion en gota aplicado tras un precultivo de 7 dias en medio con 0,2
M de sacarosa ha resultado eficiente para todos los genotipos testados, superando el 40% de
recuperacion del cultivo recomendado por Reed (2001), salvo en la linea T3 en la que solo se
obtuvo una recuperacion del 10%. Estos resultados ponen de manifiesto la necesidad de llevar
a cabo estudios adicionales hasta alcanzar en esta linea niveles de recuperacién mas elevados.
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Capitulo IV. Estabilidad genética

IV.1. Introduccién

El crecimiento in vitro de células vegetales y su regeneracion en plantas es un proceso
asexual. Esto implica que solo tienen lugar divisiones mitéticas y, tedricamente, no deberia
aparecer durante el proceso ningun tipo de variacion. ldealmente, lo que se espera es la
multiplicacién clonal de plantas genéticamente uniformes (Larkin 1998). Sin embargo, durante
el proceso de cultivo puede tener lugar un fenémeno no esperado y normalmente no deseado:
la aparicion de variacién espontédnea, no controlada y aleatoria (Karp 1994).

Se entiende como variacién somaclonal los cambios que se producen en células y tejidos
cultivados in vitro (Larkin y Scowcroft 1981). La variacion somaclonal es espontdnea y los
cambios pueden ser heredables o no (Kaeppler et al. 2000).

Desde la primera observacién de la variacion somaclonal por Braun (1959), este es uno
de los principales problemas del cultivo in vitro, ya que puede dar lugar a la produccién
indeseable de plantas fuera de tipo (Karp 1993; Cassells et al. 1999).

Sin embargo, la variacion somaclonal puede resultar Gtil en los programas de mejora
genética de plantas (Bouharmont 1994; Mehta y Angra 2000; Predieri 2001), ya que constituye
una importante fuente de variabilidad genética. Asi, en un gran nimero de especies se han
descrito casos de variacion somaclonal para distintos caracteres agronémicos tales como
resistencia a enfermedades, altura de la planta, nimero de ramas, maduracién y otros rasgos
fisiolégicos y bioquimicos (Brar y Jain1998). En algunos casos, los variantes somaclonales han
resultado Utiles desde un punto de vista agronémico y se han convertido en nuevos cultivares
(Brar y Jain 1998).

IV.1.1. Factores que inducen variacion somaclonal

El cultivo de tejidos actla por si mismo como un sistema mutagénico porque, desde su
aislamiento, las células son sometidas a experiencias traumaticas y pueden reprogramarse
(Jain 2001). La aparicion de variacion somaclonal parece verse afectada por diversos factores
tales como el tipo de explanto, el genotipo, el medio de cultivo o la edad de la planta madre
(Jain 1997; Veilleux y Johnson 1998). Dependiendo del tipo de planta, el nimero de subcultivos
es otro aspecto importante que puede aumentar la frecuencia de variacién (Jain 2001).

IV.1.1.1. Tipo de explanto

El nivel de organizacion y diferenciacién del explanto de partida es un factor clave en la
aparicion de variacion somaclonal. El uso de tejidos meristematicos, como el periciclo o el
procambium, reduce las posibilidades de variacién (Sahijram et al. 2003). Por el contrario, los
tejidos altamente diferenciados, como las raices, hojas o tallos, generalmente producen mas
variantes somaclonales, probablemente debido a la fase de callo por la que pasa el cultivo,
tanto cuando la regeneracion tiene lugar via embriogénesis somatica como mediante
organogénesis adventicia (Sharma et al. 2007).

En muchos casos, las células embriogénicas se han mostrado altamente estables, no
presentando variacion somaclonal (Isabel et al. 1993). Jain et al. (1995) indicaron que las
plantas regeneradas via embriogénesis somatica producen una progenie fiel al tipo con minima
variacion. Sin embargo, puede aparecer variacién somaclonal en los cultivos embriogénicos
estos si se mantienen en proliferacion durante periodos prolongados de tiempo.
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IV.1.1.2. Genotipo

Como se indicé anteriormente, el genotipo se considera uno de los factores implicados en
la aparicién de variacion somaclonal (Brar y Jain 1998), independientemente del método de
regeneracion (Bebeli et al. 1988). Asi, se han demostrado diferencias en la frecuencia de
variacion somaclonal tanto entre especies como entre genotipos de una misma especie (Bebeli
et al. 1988).

Diferentes genomas responden de forma distinta al estrés causado por el cultivo in vitro.
Las diferencias en la estabilidad genética estan relacionadas con diferencias en la dotacion
genética del explanto, ya que algunos componentes del genoma lo hacen mas inestable
durante el proceso de cultivo.

La variacion somaclonal que da lugar a cambios en el nimero de cromosomas y a
reordenamientos cromosomicos es mas facil de recuperar en regenerantes de poliploides que
de diploides o haploides, ya que los poliploides pueden tolerar alteraciones gendmicas mas
importantes que los diploides o haploides. Sin embargo, las mutaciones génicas se expresan
mejor en haploides y diploides (Brar y Jain 1998).

Los genotipos con elementos transposones son mas inestables en cultivo que los que no
los tienen (Peschke y Phillips 1991), aunque no todos los cambios se deben al movimiento de
trasposones (William et al. 1991).

IV.1.1.3. Medio de cultivo

El medio y las condiciones de cultivo pueden provocar alteraciones en las células y tejidos
cultivados dando lugar a cambios genéticos en las plantas obtenidas (Rani y Raina 2000; Jain
2001). Los reguladores de crecimiento presentes en el medio de cultivo pueden actuar como
agentes mutagénicos (Brar y Jain 1998) ya que actian sobre la division celular, el grado de
crecimiento desorganizado y la proliferacion selectiva de células especificas (Gould 1984). El
tipo y la concentracion de hormonas, especialmente las auxinas, tienen un efecto sobre la
metilacion de parte del genoma (Neelakandan et al. 2012) y se han asociado a la inestabilidad
genética en plantas (Karp 1989; Cullis 1992). Otros componentes del medio de cultivo, como la
fuente de nitrégeno, también provocan metilacion del ADN (Leljak-Levanic et al. 2004). Algunos
antibiéticos, como la cefotaxima, kanamicina e higromicina, contribuyen a promover la
metilacion irreversible de secuencias repetitivas (Neelakandan et al. 2012).

IV.1.1.4. Tiempo de cultivo

En general, la frecuencia de la variacion somaclonal aumenta con el tiempo de cultivo y el
ndmero de subcultivos, especialmente en suspensiones celulares y cultivos de callos (Reuveni
y Israeli 1990; Rodrigues et al. 1998; Bairu et al. 2006). Rodrigues et al. (1998) demostraron la
aparicion de variantes somaclonales a partir del quinto subcultivo (1,3%) y un aumento de los
mismos después de 11 subcultivos (3,8%).

La multiplicacion rapida de los tejidos puede afectar a su estabilidad genética, pudiendo
provocar la apariciéon de variacion somaclonal (Israeli et al. 1995). Para comprender mejor este
problema asi como la evolucidn de la tasa de variaciéon en el cultivo de tejidos, Cote et al.
(2001) propusieron un modelo estadistico para predecir la velocidad teérica de mutacién con el
ndamero de ciclos de multiplicacion como parametro principal. Dos conclusiones principales
derivaron de este modelo: 1) que se puede esperar un aumento de la tasa de variacion como
funcion exponencial del nimero de ciclos de multiplicacion y 2) que después de un numero
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determinado de ciclos de multiplicacion, se pueden esperar porcentajes variables de individuos
fuera de tipo. Aunque una aproximacion estadistica es Util para una mejor comprension de
hechos experimentales observados frecuentemente en el cultivo de tejidos, como reconocieron
los autores, el modelo tenia una aplicacién limitada debido a la complejidad de los sistemas
bioldgicos.

Hirochika et al. (1996) apuntaron que algunos retroposones se activan con el tiempo de
cultivo, de manera que las plantas regeneradas mostraron un aumento en el nimero de copias
de retroposones.

IV.1.2. Mecanismos de la variacion somaclonal

Es deseable comprender la base molecular de la variacion somaclonal para intentar
evitarla o utilizarla como fuente de variabilidad genética cuando se desee. La variacién
somaclonal puede ser de dos tipos:

a. Variacion genética, en la que los cambios producidos son transmisibles genéticamente.

b. Variacion epigenética, que tedricamente no es heredable. No obstante, en los ultimos
afios se ha demostrado la transmision a la descencencia de cambios en la metilacion del ADN y
su mantenimiento durante generaciones.

Los mecanismos por los que aparece la variacion somaclonal son poco conocidos aunque
diferentes procesos parecen estar implicados en la aparicion de los mismos (Vazquez 2001).

IV.1.2.1. Mutaciones cromosémicas

Una mutacion es cualquier cambio heredable en el material genético que no sea
consecuencia de la recombinacion. Cuando la mutacion afecta a grandes regiones
cromosoOmicas se denomina mutaciébn cromosOmica mientras que si cambia la secuencia
nucleotidica de un solo gen, se denomina mutacién génica (Figueiras Merino 2012). Las
mutaciones cromosomicas pueden agruparse en tres categorias basicas: reordenamientos
cromosémicos, aneuploidias y poliploidias. Los reordenamientos cromosomicos son
mutaciones que cambian la estructura de cromosomas individuales. Se dan cuatro tipos basicos
de reordenamiento cromosomico, duplicacion, delecién, inversion y translocacion, que incluyen
cambios en los que se eliminan, afladen o reordenan partes sustanciales de uno o mas
cromosomas. En la aneuploidia se altera el nUmero de cromosomas de manera que se agregan
o eliminan uno o mas cromosomas individuales. En la poliploidia se agregan uno o mas juegos
completos de cromosomas dando lugar a individuos con mas de dos juegos de cromosomas
(3n, 4n, 5n 0 mas) (Pierce 2013).

Los cambios en la estructura del cromosoma pueden afectar a la expresion y transmision
de genes especificos por delecién de una copia de un gen o por conversion del gen durante los
procesos de reparacion. La recombinacion, o rotura de genes, puede ocurrir en regiones
preferentes o puntos calientes de cromosomas especificos (Brar y Jain 1998). Este tipo de
modificaciones afectan al gen en el que tiene lugar la rotura pero, si tiene lugar una traslocacion
a un lugar diferente, también se pueden alterar las funciones de genes distantes. Ademas,
genes en los que la transcripcién puede estar regulada de forma coordinada, también pueden
verse afectados. Lee y Philips (1988) consideran dos razones principales para la elevada
frecuencia de estos cambios: la replicacion tardia de la heterocromatina y los desequilibrios en
nucleétidos como consecuencia de la composicién del medio de cultivo.

En las células cultivadas y en los somaclones regenerados a partir de las mismas se han
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encontrado variaciones tanto en el nimero como en la estructura de los cromosomas. (D’Amato
1985; Lee y Phillips 1988; Fourré et al. 1997; Al-Zahim et al. 1999; Hao y Deng 2002; Muijib et
al. 2007). De hecho, estas constituyen las formas predominantes de cambio en las células y
tejidos cultivados in vitro, con numerosos ejemplos de reordenamientos cromosomicos, como
translocaciones, inversiones, deleciones y duplicaciones, aneuploidias y cambios en el nivel de
ploidia (Lee y Phillips 1988; Duncan 1997).

IV.1.2.2. Mutaciones génicas

Una mutacién génica se define como una alteracion en la secuencia del ADN de un gen,
por lo que incluye tanto el cambio en un par de bases (mutacion puntual o sustitucion) como la
adicion o delecion de uno o mas pares de bases (Figueiras Merino 2012).

Este tipo de variacion es el menos descrito en el cultivo in vitro. No obstante, se han
encontrado diferentes variantes somaclonales causados por mutaciones génicas, Asi, en 230
plantas de tomate regeneradas a partir de callo procedente de hojas, Evans y Sharp (1983)
encontraron 13 mutaciones génicas. Dichas mutaciones fueron debidamente caracterizadas y
asociadas a loci especificos (Evans y Sharp 1983; Evans y Bravo 1986; Evans y Sharp 1986).
También se han descrito somaclones con mutaciones en un solo gen recesivo en arroz (Fukui
1983; Sun et al. 1983), tabaco (Prat 1983) y maiz (Edallo et al. 1981). En trébol rojo, la
variacion se debio a los efectos aditivos de genes mutados (Keyes et al. 1980). En maiz
también se han descrito mutaciones génicas relacionadas con caracteristicas de la semilla y de
las estructuras reproductivas, ademas de con la deficiencia en clorofila, enanismo y necrosis en
las hojas (Phillips et al. 1994). En variantes somaclonales procedentes de cultivos de anteras
de patata, Valkonen et al. (1999) identificaron un gen recesivo de enanismo.

IV.1.2.3. Sobrecruzamiento somatico

El sobrecruzamiento somatico, o recombinacion mitética, es un tipo de recombinacion
genética que puede ocurrir durante la mitosis de células somaticas. Este tipo de recombinacién
puede causar la expresion de genes recesivos en individuos heterozigoticos. Esta situacion
suele ser muy poco frecuente ya que los cromosomas homologos no estan apareados en las
células somaticas y, por lo tanto, es realmente dificil que haya sobrecruzamiento entre ellos
(Benito y Espino 2012). No obstante, factores ambientales y ciertos agentes incrementan su
frecuencia (Brar y Jain 1998). De hecho, se han recuperado mutantes homozig6ticos recesivos
en regenerantes primarios de varias especies tales como tomate, arroz, trigo, maiz y colza, y se
ha propuesto el sobrecruzamiento somatico como el posible mecanismo implicado (Evans y
Sharp 1983; Larkin et al. 1984; Kaeppler y Phillips 1993a, b).

IV.1.2.4. Amplificacién del ADN

Las evidencias disponibles indican que algunos genes se pueden amplificar durante la
diferenciacién o en respuesta a distintos tipos de estrés ambiental.

Se ha comprobado que el nimero de copias de secuencias especificas de ADN puede
variar durante el cultivo de manera que esta amplificacién o reduccién de secuencias de ADN
puede explicar, al menos en parte, la variacion somaclonal (Brar y Jain 1998). Asi, se han
detectado amplificaciones en somaclones de alfalfa (Donn et al. 1984), triticale (Lapitan et al.
1988) y zanahoria (Armholdt-Schmitt et al. 1995). En Plantago lagopus, una amplificacion
masiva de ADNr 5S dio lugar a la formacion de ‘un cromosoma B' extra independiente (Kour et
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al. 2009).

IV.1.2.5. Transposones

Los transposones 0 elementos genéticos transponibles son secuencias de ADN que
tienen la capacidad de moverse de un lugar a otro del genoma (Benito y Espino 2012). La
escision y reinsercién de tales elementos puede afectar la expresion de genes individuales.
Ademas, la excisibn de transposones puede generar reordenamientos de secuencias
cromosémicas adyacentes (Peschke et al. 1987; Brar y Jain 1998).

La mayoria de los elementos transponibles estan inactivos en condiciones de crecimiento
y desarrollo normales pero pueden ser movilizados en condiciones especificas, como la
irradiacion (Nakazaki et al. 2003), presion hidrostatica (Lin et al. 2006), infeccién por patégenos
(Pouteau et al. 1994), heridas y congelacion (Mhiri et al. 1997) o la introduccién de ADN extrafio
(Liu y Wendel 2000). El cultivo repetitivo a largo plazo se ha comprobado que provoca la
activacion de elementos transponibles, dando lugar a la aparicion de variacion somaclonal
(Hirochika et al. 1996). Hirochika et al. (1996) identificaron en arroz 15 familias de
retrotransposones (Tos6 - Tos20), que estaban inactivos, o casi inactivos, en condiciones
normales de crecimiento. Tres de ellos (Tos10, Tosl17 y Tos19) se activaron en condiciones de
cultivo in vitro.

IV.1.2.6. Variacion epigenética

El término epigenética se refiere a cambios en la expresidn génica que se producen sin
que haya cambios en la secuencia del ADN (Benito y Espino 2012). Hay tres mecanismos
epigenéticos principales: 1) modificacion reversible del ADN mediante la adiciéon o eliminacién
de grupos metilo, 2) modificacién de las histonas mediante la adicién o eliminacion de grupos
guimicos y 3) regulacién de la expresion génica mediante moléculas de ARN pequefio no
codificante (Klug et al. 2013).

Los cambios epigenéticos son, en muchos casos, temporales y las plantas pueden volver
a fenotipos normales con relativa facilidad. Sin embargo, algunos pueden perdurar durante
bastante tiempo y pueden incluso ser transferidos durante la propagacion sexual (Brettell y
Dennis 1991). Esto ultimo lleva a epimutaciones heredables (epialelos) (Jullien y Berger 2010).
Johannes et al. (2009) detectaron cambios epigenéticos en Arabidopsis thaliana que fueron
estables durante al menos ocho generaciones.

La metilacién es un proceso que tiene lugar con frecuencia y puede constituir uno de los
mecanismos fundamentales en la variacion inducida por cultivo de tejidos (Phillips et al. 1990).
La metilacion (o desmetilacion) implica la adicion (o eliminacion) posreplicativa de un grupo
metilo a una base del ADN mediante reacciones catalizadas por enzimas metiltransferasas (o
metilasas) (Benito y Espino 2012). Esta alteracién puede conducir a la replicacion tardia de la
heterocromatina y por lo tanto a roturas cromosémicas y a cambios en la expresion génica
(Brar y Jain 1998). Lambe et al. (1997) presentaron evidencias de la ocurrencia de alteraciones
en los patrones de metilacion del ADN durante el cultivo a largo plazo de callo.

De acuerdo con Lopez et al. (2010), la frecuencia de las variaciones por metilacion
aumento con la edad del cultivo, aunque algunos estudios también mostraron un posterior
descenso en regenerantes de cultivos antiguos, posiblemente debido a la pérdida de la
totipotencia y del potencial de regeneracién en células altamente mutadas, como se observé en
cultivos de cacao.
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IV.1.3. Técnicas de evaluacién de la estabilidad genética

La variacién somaclonal que puede ocurrir durante el cultivo in vitro de tejidos puede
llegar a suponer un grave problema, especialmente en operaciones comerciales a largo plazo.
La identificaciébn precoz y eficiente de variantes somaclonales constituye por lo tanto una
necesidad cuando se aplican protocolos en los que se utilizan técnicas de cultivo in vitro.

La estabilidad genética de las plantas obtenidas mediante cultivo in vitro debe ser
evaluada lo antes posible para que los posibles efectos deletéreos, que pueden expresarse en
etapas avanzadas del desarrollo, no tengan un impacto econémico grave (Marum et al. 2009).

La fidelidad de las plantas procedentes del cultivo in vitro puede ser evaluada a distintos
niveles: morfoldgico, bioquimico, citolégico y molecular (Srivastava et al. 2009; Baranek et al.
2010; Konieczny et al. 2010; Mallén et al. 2010). No obstante, se recomienda el uso de una
combinacién de varias técnicas, ya que proporciona una evaluacion mas exacta (Gonzalez-
Benito et al. 1999).

IV.1.3.1. Andlisis morfolégico

Los variantes somaclonales pueden ser identificados utilizando caracteres morfolégicos
tales como la altura, morfologia de la hoja, alteracién de la pigmentacion (Israeli et al. 1991),
biomasa de la planta, rendimiento de la semilla y rendimiento agronémico (Earle y Gracen
1985; Zehr et al. 1987; Lee et al. 1988; Carver y Johnson 1989; Dahleen et al. 1991; Bregitzer
et al. 1998). Cuando se evallan estos parametros se suele asumir que los cambios detectados
son debidos a una variacion genética inducida durante el cultivo in vitro. Sin embargo, la
expresion de caracteres fenotipicos puede verse en muchos casos afectada por el estadio de
desarrollo o por factores ambientales, pudiendo no reflejar la verdadera dotacién genética de la
planta (Cloutier y Landry 1994; Mandal et al. 2001).

La deteccion de variantes usando caracteres morfoldégicos es especialmente adecuada
para plantas establecidas en campo o invernadero, aunque su aplicacién comercial es dificil
debido al elevado coste que representa (Israeli et al. 1995). La aplicacion de la biometria puede
ser til para evaluar la variacion de caracteres fenotipicos (Harding 1996; Harding y Staines
2001). La evaluacién de la variacion fenotipica puede llevarse a cabo utilizando listas
especificas de descriptores (IBPGR 1977), analizando posteriormente los caracteres mediante
analisis de componentes principales (Denton et al. 1977; Harding y Staines 2001).

En olivo, Leva (2009) evalué la fidelidad morfolégica en plantas micropropagadas a partir
de yemas axilares y en plantas regeneradas via embriogénesis somatica. Las plantas
micropropagadas mostraron una similitud fenotipica muy alta en comparacién con las
producidas por métodos de estaquillado convencionales. Las plantas somaticas exhibieron dos
fenotipos variantes estables: BOS (bush-olive somaclone) y COS (columnar-olive somaclone).
Una amplia variedad de caracteres estuvieron implicados de forma diferente en la variacion
somaclonal tales como la altura de la planta, las dimensiones de la copa, las hojas, las
inflorescencias y los frutos. De acuerdo con Leva (2009), la estabilidad morfoldgica de las
plantas de olivo obtenidas a partir del cultivo de tejidos estaba estrictamente relacionada con el
método de propagacion utilizado.

IV.1.3.2. Andlisis citolégico

La variacion de la ploidia, el nimero o la estructura de los cromosomas constituye una
evidencia directa de un posible cambio en la composicion genética de un organismo (Kunitake
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et al. 1995; Al-Zahim et al. 1999). En consecuencia, el andlisis de los cromosomas es una
forma importante de deteccion de la variacion somaclonal y ha sido ampliamente utilizado
(Bogdanova 2003; Nakano et al. 2006; Fiuk et al. 2010).

Existe una gran gama de técnicas citologicas para estimar la estabilidad cromosdmica. La
observacion de aberraciones cromosémicas utilizando el microscopio 6ptico u otras técnicas
microscopicas mas complejas se ha usado con éxito en la deteccién de variacion somaclonal
en plantas procedentes de cultivo in vitro (Al-Zahim et al. 1999; Raimondi et al. 2001; Muijib et
al. 2007). Sin embargo, requieren un consumo importante de tiempo y pueden resultar tediosas,
especialmente cuando los cromosomas son dificiles de observar (Dolezel 1997). Como
consecuencia, en la actualidad se usa ampliamente la citometria de flujo (DoleZel et al. 2004).
Esta técnica implica la preparacion de suspensiones acuosas de ndcleos intactos cuyo ADN es
tefiido con un fluorocromo. Los nucleos se clasifican de acuerdo con sus intensidades de
fluorescencia relativas o contenido de ADN (Pfosser et al. 1995; Dolezel y Barto§ 2005). Esta
técnica es comoda y rapida y ha sido utilizada para la evaluacién de la ploidia en alcornoque
(Loureiro et al. 2005), Juniperus (Loureiro et al. 2007), fresa (Nehra et al. 1992), banana
(Giménez et al. 2001) y patata (Sharma et al. 2007). No obstante, la interferencia de
componentes citosdlicos puede causar importantes problemas. También, la ausencia de una
referencia de ADN estandar (como convenio internacional) es otro problema que limita el uso
de esta técnica (Dolezel y Barto$ 2005).

Progresos técnicos, como la hibridacion in situ (Wilkinson 1992) y otras técnicas
derivadas (FISH (McKeown et al. 1992), GISH (Wilkinson et al. 1995) y PRINS (Godsen et al.
1991)), han permitido el examen de regiones especificas de los cromosomas.

IV.1.3.3. Analisis genético

En los Ultimos afios, los marcadores moleculares basados en el ADN han servido como
herramienta importante para la evaluacion de la homogeneidad genética y la fidelidad al tipo de
plantas micropropagadas.

Los marcadores moleculares pueden variar en su abundancia gendmica, nivel de
polimorfismo detectado, especificad de locus, reproducibilidad y exigencias técnicas (Spooner
et al. 2005). Para el estudio de la variabilidad genética se han utilizado distintos marcadores
moleculares:

= RFLPs (Restriction fragment length polymorphism)

Los RFLPs son una técnica ampliamente usada para el estudio del genoma de
organismos, proporcionando una base molecular para el analisis de posibles diferencias. De
hecho, estos marcadores constituyen una de las primeras técnicas utilizadas en el estudio de la
variacién somaclonal y han sido ampliamente usados en distintas especies. Kumar et al. (2011)
sefialaron que estos marcadores son fiables para el analisis de la fidelidad genética de plantas
cultivadas y Bairu et al. (2011) indicaron que eran Utiles en la deteccion temprana de variacion
somaclonal.

Los RFLPs son marcadores con un polimorfismo relativamente alto, herencia
codominante y alta reproducibilidad. Las diferencias en los fragmentos se generan por
sustituciones de nucleétidos o reordenamientos, como insercion o supresion, o polimorfismos
de un solo nucleétido. No obstante, esta técnica es incomoda para las pruebas de fidelidad
genética (Kumar et al. 2011) por el consumo de tiempo, la exigencia de reactivos caros y el
requerimiento de gran cantidad de ADN gendémico de alta calidad (Agarwal et al. 2008).
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= RAPDs (Randomly Amplified Polimorphic DNA)

En muchas ocasiones se han utilizado los RAPDs para la evaluacién de la fidelidad
genética de plantas micropropagadas (Asthana et al. 2011; Bhatia et al. 2011; Kumar et al.
2011; Singh et al. 2012).

Los marcadores RAPDs son populares por su aplicacion simple, rapida y facil. Ademas,
no exigen un conocimiento previo de la secuencia de ADN, tienen una elevada abundancia
gendmica, estan aleatoriamente distribuidos por el genoma y la amplificacion mediante PCR
requiere una escasa cantidad de ADN. No obstante, también presentan una serie de
limitaciones entre las que se incluyen la herencia dominante (Agarwal et al. 2008) y la baja
reproducibilidad entre laboratorios (Agarwal et al. 2008; Nookaraju y Agrawal 2012). De hecho,
Bardakci (2001) detall6 que la principal desventaja de esta técnica es que la amplificacion de
los fragmentos de ADN depende de las condiciones de la reaccion, que pueden variar entre
laboratorios diferentes y, como varios loci discretos en el genoma se amplifican por cada
cebador, los RAPDs no son capaces de distinguir los individuos heterocigéticos de los
homocigéticos (Bardakci 2001).

En olivo, los RAPDs fueron los primeros marcadores de ADN utilizados en la identificacion
varietal (Bogani et al. 1994) y han sido aplicados en diferentes paises como Italia (Fabbri et al.
1995; Cresti et al. 1997), Espafia (Rubio y Arus 1997; Belaj et al. 1999; Belaj et al. 2001; Sanz-
Cortes et al. 2001; Belaj et al. 2004b; Martin y Rallo 2005), Israel (Wiesman et al. 1998) y
Australia (Mekuria et al. 1999; Guerin et al. 2002). Incluso han permitido detectar la existencia
de polimorfismos dentro del cultivar en tres variedades portuguesas (Gemas et al. 2000) y dos
esparfiolas (Belaj et al. 2004a).

= AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism)

La tecnologia de los AFLPs (Vos et al. 1995) se desarrolld6 para superar la falta de
reproducibilidad de los RAPDs. Los pares de cebadores usados en los AFLPs, generalmente
producen de 50 a 100 bandas por muestra. Las amplificaciones por prueba dependen del
ndmero de nucledtidos seleccionados en la combinacion de cebador AFLP, motivo de
nucleétido seleccionado, contenido en GC, tamafio y complejidad del genoma. La técnica de
AFLP genera huellas dactilares de cualquier ADN independientemente de su fuente y sin
conocimiento previo de la secuencia de ADN. La técnica puede ser utilizada para distinguir
individuos estrechamente relacionados a nivel de subespecie (Althoff et al. 2007) y para mapear
genes.

Los AFLPs son marcadores altamente reproducibles aunque el resultado puede verse
afectado por el método de extraccion y la cantidad del ADN utilizado (Meudt y Clarke 2007).

= SSRs (Simple Sequence Repeats)

Los microsatélites consisten en cortas secuencias de uno a seis nucleotidos de longitud
repetidas en tandem (Hajeer et al. 2000). Son muy variables y estan ampliamente distribuidos a
lo largo del genoma, localizandose especialmente en las zonas del centrémero y los telémeros.
Este tipo de ADN repetido es comun en los eucariotas y el nimero de unidades varia
ampliamente a través de los organismos (Vicente y Fulton 2003). Los polimorfismos se generan
por cambios (pérdida o ganancia) en el nimero de repeticiones. Este fenomeno es diferente al
gue se da en los AFLPs y RAPDs, donde la deteccidon de los polimorfismos se da por
mutaciones en un solo nucleétido (Powell et al. 1996).
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Los microsatélites se consideran uno de los mejores marcadores debido a su alta tasa de
mutacién en comparacion con otras zonas del genoma nuclear.

= SNPs (Single Nucleotide Polymorphism)

Los SNPs son variaciones de un solo nucleétido en la secuencia del genoma de los
individuos de una poblacién. Los SNPs constituyen los marcadores moleculares mas
abundantes en el genoma y estdn ampliamente distribuidos, aunque su ocurrencia y
distribucién varia entre especies (Agarwal et al. 2008).

= |RAPs (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) y REMAPs (Retrotransposon
Microsatellite Amplified Polymorphism)

Recientemente se han usado técnicas basadas en las secuencias transponibles para
evaluar la variacidn somaclonal tales como IRAPs y REMAPs (Smykal et al. 2007). La
dispersion, ubicuidad y prevalencia de los retrotransposones en el genoma vegetal
proporcionan una base excelente para el desarrollo de marcadores. Contienen secuencias
largas, definidas y conservadas que pueden ser usadas para la clonacion de marcadores
especificos y secuencias de acompafiamiento.

En olivo se han aplicado distintos marcadores moleculares para estudios de mapeo
(Lopes et al. 2009), diversidad (Lopes et al. 2009) e identificacion de cultivares (Belaj et al.
2003). Sensi et al. (2003) usaron marcadores AFLPs y Terzopoulos et al. (2005) y Doveri et al.
(2008) utilizaron marcadores SSRs en la identificaciéon de cultivares de olivo, mientras que
Omrani-Sabbaghi et al. (2007) los usaron para el estudio de la diversidad genética de
colecciones de olivo iranies. Reale et al. (2006) fueron los primeros en desarrollar SNPs, para
la identificacién de variedades de esta especie, algunas de las cuales pertenecian al Banco de
Germoplasma Mundial de Olivo. En estudios posteriores se han detectado nuevos SNPs en
olivo (Muleo et al. 2009; Santos-Macedo et al. 2009; Hakim et al. 2010).

IV.1.4. Variacion somaclonal debida al proceso de embriogénesis soméatica

La obtencién de plantulas mediante embriogénesis somatica directa se ha indicado que
da lugar a material genéticamente uniforme (Rani y Raina 2000) mientras que la obtencion de
plantas via callo se considera menos fiable para la propagacion clonal (Varshney et al. 2001).
No obstante, la posibilidad de variacion somaclonal no puede ser de entrada descartada
(Nookaraju y Agrawal 2012) y la estabilidad genética de las plantas obtenidas debe ser
evaluada en cada caso. El analisis debe realizarse lo antes posible, especialmente en especies
lefiosas, con ciclos de vida prolongados, de manera que los efectos negativos que puedan
expresarse en fases avanzadas del desarrollo no impliquen un impacto econémico importante
(Marum et al. 2009). La evaluacion precoz de la estabilidad genética de estas plantas a través
de marcadores moleculares es deseable antes de la explotacion rutinaria de la técnica (Rai et
al. 2012).

Se ha demostrado la presencia de variacion somaclonal en arboles de Coffea arabica
propagados via embriogénesis somética (Etienne y Bertrand 2003). Basandose en caracteres
fenotipicos, Sondal y Lauritis (1992) estimaron que el 10% de los arboles de café regenerados
a partir de callos embriogénicos fueron variantes. También se han descrito casos de variacién
somaclonal en cultivos embriogénicos de coniferas tales como Larix decidua (Von Aderkas et
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al. 2003), Picea abies (Burg et al. 1999), Picea glauca (De Verno et al. 1999) y Pinus sylvestris
(Burg et al. 2007).

IV.1.5. Variacién somaclonal debida al proceso de crioconservacion

El nimero de especies y cultivares crioconservados ha crecido de forma rapida en los
ultimos afios (Tsai et al. 2009; Hua y Hong 2010). La conservacién de germoplasma en NL se
supone que se lleva a cabo en condiciones que aseguran la estabilidad genética del material.
Sin embargo, diversos procesos asociados al cultivo in vitro y a los procedimientos de
conservacion pueden causar variaciones (Srivastava et al. 2009; Konieczny et al. 2010). Los
efectos de la crioconservacion sobre el genoma de las plantas son a menudo desconocidos
(Surenciski et al. 2007). Por lo tanto, es importante controlar la estabilidad genética del material
vegetal después de la conservacion en NL.

La estabilidad genética de las plantas procedentes de la crioconservacion puede ser
evaluada mediante analisis fenotipico, citolégico, bioquimico o molecular, a través de una
amplia variedad de técnicas (Harding y Benson 2000). Los marcadores basados en el ADN han
sido utilizados de forma rutinaria para el control de la estabilidad genética del germoplasma.

Distintas investigaciones han utilizado marcadores moleculares, como los RAPDs (Rani et
al. 1995; Munthali et al. 1996; Touchell y Dixon 1996; Gagliardi et al. 2003; Martin y Gonzalez-
Benito 2005; Sanchez et al. 2008) y los AFLPs (Turner et al. 2001; Fernandes et al. 2008;
Peredo et al. 2008), para la evaluacion de la estabilidad genética después de la
crioconservacion. En ninguno de estos estudios se encontraron diferencias en los marcadores
de ADN antes y después de la crioconservacion. Aronen et al. (1999) encontraron diferencias
en cultivos embriogénicos de Abies cephalonica, pero no en los cultivos tratados y
crioconservados. Con marcadores RAPDs, Sanchez et al. (2008) detectaron polimorfismos en
un ES de Quercus robur crioconservado usando un procedimiento basado en la vitrificacion.
Kaity et al. (2008) también encontraron modificaciones en el ADN de plantulas de papaya
regeneradas a partir de de 4pices conservados usando una técnica de crioconservacion basada
en la vitrificacion. En crisantemo, Martin y Gonzéalez-Benito (2005) detectaron variaciones en el
perfil de RAPDs en una de las plantulas regeneradas a partir de apices crioconservados
mediante un protocolo de deshidratacion-encapsulacion. Sin embargo, plantulas de
Grammatophyllum speciosum obtenidas a partir de protocormos crionconservados utilizando
vitrificaciébn en gota, vitrificacion-encapsulacion y deshidratacién-encapsulacién no mostraron
caracteristicas anormales o cambios en el nivel de ploidia cuando se analizaron mediante la
citometria de flujo (Sopalun et al. 2010).

Hasta el afio 2010, de las 64 publicaciones sobre estabilidad genética de plantas
crioconservadas, solo se describieron 7 variaciones genéticas y 9 epigenéticas en las plantas
regeneradas (Mikula 2010). En muchas ocasiones, las variaciones fueron debidas al uso de
procedimientos de cultivo in vitro que no garantizaban la estabilidad genética durante el
precultivo o la fase de recuperaciéon. No obstante, la exposicién prolongada a temperaturas muy
bajas, el estrés osmatico o algunos componentes, como el DMSO, también pueden provocar
mutaciones o cambios en la metilacion del ADN (Martin y Gonzalez-Benito 2006; Martin y
Gonzalez-Benito 2009). Harding (2004) sefial6 que la inestabilidad genética después de la
crioconservacion se debe principalmente a las condiciones de estrés del cultivo de tejidos y/o a
los tratamientos previos a la crioconservacion, que pueden causar estrés osmaético o toxicidad
quimica, mas que a la exposicion a bajas temperaturas.
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IV.2. Material y métodos

IV.2.1. Evaluacién de la estabilidad genética de plantas regeneradas via embriogénesis
somatica

IV.2.1.1. Material vegetal

Se evalud la estabilidad genética de plantas de olivo, cultivar ‘Picual’, obtenidas via
embriogénesis soméatica a partir de cultivos mantenidos in vitro mediante subcultivos repetitivos
durante diferentes periodos de tiempo.

Siguiendo el protocolo de embriogénesis somética detallado en el apartado 11.2 de esta
memoria, se regeneraron plantas a partir de lineas embriogénicas mantenidas en medio de
proliferacién durante 2 (lineas T1, T2, T4 y T5) y 8 afios (lineas P1, P2, P3 y P5). En algunos
casos se obtuvo mas de una planta por ES germinado, bien porque el embrién diera lugar a
varios brotes o por multiplicacién in vitro del brote obtenido en la fase de germinacion.

Paralelamente, y en las mismas condiciones utilizadas para los ES, se llevé a cabo la
germinacion de semillas para obtener plantas control, con las que comparar las obtenidas a
partir de cultivos embriogénicos. Tanto las plantulas obtenidas de la germinacion de ES como
las procedentes de EZ se multiplicaron, enraizaron y aclimataron a condiciones ex vitro de
acuerdo con el apartado 1.2. Seis meses después de la aclimatacion, las plantas fueron
transferidas a invernadero (Fig. 69).

Figura 69. Aspecto general en umbréculo de las plantas obtenidas via embriogénesis somaticay a
partir de semillas, 6 meses después de la aclimatacién.

IV.2.1.2. Andlisis fenotipico

= Material vegetal

El analisis fenotipico se llevd a cabo mediante comparacion de las plantas somaticas con
las plantas control, procedentes de semillas.

En una primera aproximacion se considerd solo la primera planta obtenida de cada ES,
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mientras que en una segunda aproximacién se consideraron todas las plantas producidas.

Al igual que en otras investigaciones sobre variacion somaclonal en plantas regeneradas
via embriogénesis somatica (Tremblay et al. 1999), el nUmero de plantas evaluadas por linea
no fue homogéneo, debido a la existencia de diferencias entre lineas embriogénicas en la
eficiencia de las diferentes fases del proceso. Asi, cuando se consideré solo la primera planta
obtenida de cada ES, el nimero de plantas evaluadas en las lineas jovenes oscil6 entre 15y 51
por linea, mientras que en las lineas antiguas se evaluaron entre 8 y 18 plantas por linea. El
ndmero de plantas control analizadas fue 17. Cuando se evaluaron todas las plantas obtenidas,
el nimero de plantas evaluadas por linea varié entre 18 y 110 en las lineas jovenes, y entre 14
y 38 en las lineas antiguas. Estas plantas se compararon con 24 plantas control.

= Evaluacién morfolégica

Cuatro afios después del traslado de las plantas a invernadero, en cada una de ellas se
evaluaron las siguientes caracteristicas: longitud del tallo principal, diametro del tallo principal,
habito de crecimiento, estructura de la ramificaciébn, nimero de brotes axilares, filotaxia,
morfologia foliar, floracion, estructura floral y fructificacién.

= Andlisis de datos

Para determinar el efecto del genotipo y el tiempo de cultivo sobre la aparicién de
variantes somaclonales, los datos de porcentaje se analizaron mediante analisis de frecuencias
utilizando el test de independencia RxC. Para el resto de datos se realizaron ANOVA y las
medias se separaron mediante el test DMS (Sokal y Rohlf 2003). El nivel de significacion fue
0,05 en todos los casos.

Con el fin de identificar individuos con valores atipicos o extremos de longitud del tallo
principal, diametro del tallo principal y nimero de brotes axilares, se realizaron diagramas de
cajas para cada uno de estos parametros.

IV.2.1.3. Analisis con marcadores moleculares

La estabilidad genética se evalud utilizando marcadores RAPDs.

= Material vegetal

El material vegetal se recolecté dos afios después del traslado de las plantas al
invernadero. Se seleccionaron 6 plantas procedentes de semillas y 6 de cada una de las lineas
P1, P2, P3, P5, T1, T2, T4 y T5, basandose en la presencia de malformaciones fenotipicas. En
todos los casos se muestrearon hojas recién formadas, de aproximadamente 1,5-2,5 cm de
longitud. El material recolectado se limpié con alcohol al 70% (v/v) y se almacend a -80°C hasta
su analisis.

= Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se llevd a cabo siguiendo el protocolo de Gawel y Jarret (1991)
modificado por Martin et al. (2008). La concentracion de ADN en cada extracto se estimé
mediante electroforesis en geles de agarosa.
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= Técnica RAPD

o Amplificacion mediante PCR

La amplificacién se llevd a cabo con los primers de Operon Technologies (Alameda/CA,
EE.UU.) que se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 13. Secuencia de los primers y concentracion utilizada de cada uno de ellos.

Primer Secuencia Concentracion utilizada (UM)
010 TCAGAGCGCC 10
020 ACACACGCTG 10
B15 GGAGGGTGTT 10
B7 GGTGACGCAG 20
F1 ACGGATCCTG 10
F3 CCTGATCACC 20
F4 GGTGATCAGG 10
F10 GGAAGCTTGG 10
A1l CAATCGCCGT 10

Las amplificaciones de ADN se realizaron en un volumen de 25 pl con aproximadamente
10-20 ng de ADN total, dNTP 0,8 mM, Cl2Mg 3 mM, cada uno de los primers a la concentracion
indicada en la Tabla 13 y 1 unidad de Tag ADN polimerasa en tampén para PCR comercial
(Biotools) 1x.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador "DNA Thermal Cycler 480" (Perkin-
Elmer Cetus), seguln la siguiente secuencia de ciclos programados:

- 1 ciclo a 94°C durante 1 min.

- 35 ciclos: 92°C durante 45 s.
37°C durante 1 min.
72°C durante 2 min.

- 1 ciclo a 72°C durante 10 min.

Con la finalidad de comprobar la reproducibilidad de la amplificacion, para cada primer se
realizaron al menos dos reacciones de amplificacién con cada una de las muestras.
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0 Electroforesis de los productos amplificados

Los productos de ADN amplificados se mezclaron con tampoén de carga y se separaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5% (p/v) en tampdn TBE 1x. Justo después de
la electroforesis, los geles se incubaron en bromuro de etidio (0,5 pg/ml) durante 10 min y a
continuacioén se lavaron con agua destilada durante 20-25 min para retirar el exceso de este
compuesto. Las bandas obtenidas se visualizaron con luz ultravioleta y se fotografiaron con una
camara digital Kodak DC 290. El tamafio de los productos de la amplificacion se estimé usando
el marcador de peso molecular de &cidos nucleicos 100 base-Pair Ladder” (GE).

o Analisis de datos

Los productos de las amplificaciones se registraron como presentes (1) o ausentes (0). A
partir de la matriz de presencias y ausencias se cred una matriz de similitud utilizando el
coeficiente de Jaccard (1908), definido por la expresion:

GS(ij) =al(a+b +c)
donde:
a es el nimero de fragmentos polimorficos de ADN en comun en los individuos.
b es el nimero de fragmentos presentes en i y ausentes en j

c es el numero de fragmentos presentes en j y ausentes en i

La matriz resultante se sometié a analisis de agrupamiento mediante la aplicacién SAHN
siguiendo el método UPGMA (Unweighted Pair-Group method with Arithmetic Mean). A partir de
los resultados de agrupamiento se construyd el dendograma. Estos analisis se llevaron a cabo
utilizando el programa NTSYS-pc (‘Numerical Taxonomyl and Multivariante Analysis System”)
version 2,2 (Rohlf 1992).

IV.2.2. Evaluacién de la estabilidad genética de plantas crioconservadas

IV.2.2.1. Material vegetal

Se evaluo la estabilidad genética de plantas de olivo, cultivar ‘Picual’, obtenidas a partir de
cultivos embriogénicos de la linea P5 procedentes directamente del stock o establecidos a partir
de ES crioconservados, con o sin precultivo en medio con alta concentracion de sacarosa. La
crioconservacion se llevo a cabo tal y como se indica en el apartado 111.2.2 y la obtencion de
plantas se realizé como se especifica en el apartado I.2.

IV.2.2.2. Andlisis fenotipico

El andlisis fenotipico se llevé a cabo mediante comparacion de las plantas obtenidas a
partir de cultivos crioconservados, con (Sac/+NL) o sin (+NL) precultivo durante 7 dias en medio
con 0,2 M de sacarosa, con plantas control, regeneradas a partir de cultivos no
crioconservados. El nimero de plantas evaluadas por tratamiento oscil6 entre 6 y 16 (8 plantas
en el tratamiento control, 6 en el tratamiento +NL y 16 en el tratamiento Sac/+NL). En este
experimento solo se analiz6 la primera planta obtenida de cada ES.
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Seis meses después del traslado de las plantas al invernadero, en cada una de ellas se
evaluaron las caracteristicas indicadas en el apartado 1V.2.1.2.

El analisis de datos se llevd a cabo utilizando las herramientas que se detallan en el
apartado IV.2.1.2.

IV.2.2.3. Andlisis con marcadores moleculares

El analisis con marcadores RAPDs se llevé a cabo siguiendo la misma metodologia que
en el estudio sobre estabilidad genética de plantas regeneradas via embriogénesis somatica
(apartado 1V.2.1.3.).

En este caso se seleccionaron 6 plantas por tratamiento, muestreando hojas jovenes, de
aproximadamente 1,5-2,5 cm de longitud, que se recolectaron 16 meses después de la
aclimatacion.
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IV.3. Resultados

IV.3.1. Evaluacién de la estabilidad genética de plantas regeneradas via embriogénesis
somaética

IV.3.1.1. Andlisis fenotipico

La comparacion morfol6gica de las plantas obtenidas via embriogénesis somatica con
plantas control, procedentes de semilla, puso de manifiesto la existencia de 14 fenotipos
variantes, asociados a las caracteristicas previamente indicadas en Material y Métodos
(apartado 1V.2.1.2.).

En relacién a la disposicion de las hojas en el tallo (Fig. 70), se encontraron los siguientes
fenotipos variantes:

- El tipo V4, correspondiente a plantas con cuatro hojas en el entrenudo (verticilo
cuadruple). Este tipo de filotaxia solo aparecio en el tallo principal.

- El tipo E, correspondiente a plantas con hojas alternas, es decir, con una sola hoja por
verticilo.

Figura 70. Fenotipos en relacion a la disposicién de las hojas observados en plantas de olivo
regeneradas via embriogénesis somatica: C) Dos hojas opuestas, disposicion caracteristica de las
plantas control, V4) verticilo cuadruple y E) hojas en disposicion alterna. Barra = 1 cm.

La estructura del tallo también vari6 en algunos casos respecto a la observada
normalmente en las plantas control (Fig. 71):

- El tipo Mult corresponde a plantas en las que los tallos se dividieron en tres
ramificaciones.

Figura 71. Fenotipos en relacion a la estructura del tallo observados en plantas de olivo
regeneradas via embriogénesis somatica: C) Morfologia del tallo caracteristica de las plantas
control y Mult) ramificacion en tres ramas. Barra = 15 cm.
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También se observaron fenotipos variantes relacionados con la formacion de brotes
axilares (Fig. 72):

- La variacién Br hace referencia a plantas con tres brotes en el mismo verticilo. Dos de
los brotes podian aparecer dispuestos de forma paralela y opuestos al tercero (Bra) o los tres
podian aparecer en la misma zona (Brb) (Fig. 72).

Figura 72. Fenotipos en relacion a la formacion de brotes axilares observados en plantas de olivo
regeneradas via embriogénesis somatica: C) Brotes axilares opuestos, con la disposicion
observada normalmente en plantas procedentes de semilla. Formacion de tres brotes axilares:
Bra) Dos de ellos opuestos al tercero o Brb) los tres dispuestos en la misma zona. Barra =1 cm.

El habito de crecimiento de la planta también presenté un fenotipo variante (Fig. 73):

- El fenotipo P hace referencia a un crecimiento plagiotropico, en vez del crecimiento
ortotrépico caracteristico de las plantas de olivo procedentes de semilla. Para la mayoria de los
genotipos en los que este fenotipo fue inicialmente detectado, el crecimiento plagiotropico
revirtid a ototrépico durante el crecimiento de las plantas en el umbraculo. Solo las plantas
indicadas en las Tablas 14 y 15 mantuvieron esta morfologia después de 4 afios en el
invernadero.

Figura 73. Habito de crecimiento C) ortotropico y P) plagiotrépico. Barra = 15 cm.

También se identificaron una serie de fenotipos variantes relacionados con la morfologia
foliar (Fig. 74):

- El tipo HD hace referencia a la presencia de hojas dobles, con dos nervios centrales.
Dentro del mismo se distinguieron diferentes fenotipos variantes: En HD1 y HD2 ambos nervios
aparecieron separados a nivel del peciolo pero mientras que en HD1 el limbo estaba dividido de
forma simétrica (a distintas distancias del peciolo, lo que dio lugar a los fenotipos HD1a, HD1b y
HD1c), en HD2 lo estaba de forma asimétrica. En los casos en los que los dos nervios no se
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separaron a nivel del peciolo sino en el limbo, también se distinguieron diferentes fenotipos
variantes dependiendo de la forma del limbo: sin apenas division (HD3), dividido en dos partes
asimétricas (HD4) o con contorno irregular (HD5) (Fig. 74).

Figura 74. Morfologias observadas en hojas de plantas de olivo regeneradas via embriogénesis
somatica: Hoja caracteristica de las plantas de olivo procedentes de semilla (C), hojas con dos
nervios centrales y el limbo dividido simétricamente a distintos niveles (HD1a, HD1b y HD1c), hoja
con dos nervios centrales y el limbo dividido de forma asimétrica (HD2) y hojas con un nervio
central comun que se divide en dos partes distales unidas (HD3), separadas de forma asimétrica
(HD4) o con contorno irregular (HD5). Barra = 1 cm.

Tres afios y medio después de la aclimatacién, se observé el desarrollo de flores en
plantas de las lineas P1 y T4. Las flores de las plantas de la linea P1 (Fig. 75) se iniciaron 10-
17 dias antes que las de la linea T4.

En las plantas de la linea P1 se formaron 3-13 inflorescencias por planta, con 2-10 flores
por panicula. En las plantas de la linea T4, sin embargo, solo se observé 1 inflorescencia por
planta, con 1-3 flores en cada caso. Las inflorescencias se desarrollaron a partir de yemas
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axilares o del meristemo apical del brote. Se desarrollaron tanto flores perfectas (hermafroditas)
como imperfectas (masculinas), aunque fueron mas abundantes estas Ultimas.

Figura 75. Iniciacién (A) y desarrollo (B y C) de flores en plantas de la linea embriogénica P1.
Barra=1cm.

Se observaron alteraciones en la estructura de la flor, con un aumento del nimero de
pétalos y estambres en relacion a la flor normal de olivo, que presenta 4 pétalos y 2 estambres
(Gomez del Campo y Rapoport 2008). De acuerdo con estas modificaciones, se distinguieron
diferentes tipos de flores variantes (Fig. 76):

- Tipo FI1, correspondiente a flores compuestas de 5 pétalos y 2 estambres.
- Tipo FI2, correspondiente a flores compuestas de 5 pétalos y 3 estambres.
- Tipo FI3, correspondiente a flores compuestas de 7 pétalos y 3 estambres.

- Tipo Fl4, correspondiente a flores con 5 estambres y mas de 7 pétalos.

Figura 76. Fenotipos de flores observados en plantas de olivo regeneradas via embriogénesis
somatica. FIC) Flor con 4 pétalos y 2 estambres, caracteristica de las plantas control procedentes
de semilla, FI1) flor con 5 pétalos y 2 estambres, FI2) flor con 5 pétalos y 3 estambres, FI3) flor con
7 pétalos y 3 estambres y Fl4) flor con 5 estambres y mas de 7 pétalos. Barra =1 cm.

En una planta de cada una de las lineas (P1 y T4) se observé la formacién de frutos (Fig.
77).
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Figura 77. Desarrollo del fruto en plantas de olivo regeneradas via embriogénesis somética: A)
Inicio, B) desarrollo y C) maduracion del fruto en una planta de la linea T4. Barra = 1 cm.

La aparicidon de variaciones fenotipicas no se present6é de forma homogénea en todas las
lineas estudiadas ni en todas las plantas de cada linea.

Cuando solo se considerd la primera planta obtenida de cada ES, las frecuencias de
aparicion de los diferentes fenotipos variantes variaron considerablemente, oscilando entre el
1,96 y el 83,33% (Tabla 14). En general, la frecuencia de aparicion de los fenotipos variantes
fue mayor en las lineas antiguas que en las jévenes. Ademas, algunos de los fenotipos
variantes, como V4, Br, HD2, HD3, HD4, HD5 y FI3, solo aparecieron en plantas regeneradas a
partir de cultivos mantenidos durante 8 afios. No obstante, parte de este efecto de debid a la
linea P1, que acumulé muchas de las variaciones. De hecho, los resultados obtenidos pusieron
de manifiesto la existencia de morfologias anormales especificas de una linea embriogénica,
como es el caso de los fenotipos V4, HD2, HD3, HD4, HD5 y FI3, que solo pudieron observarse
en plantas de la linea P1.

El porcentaje de fenotipos variantes (niumero de fenotipos variantes/nimero total de
plantas evaluadas) fue significativamente mayor (P = 0,0001) en las lineas antiguas, con un
27,78% frente a un 5,98% obtenido en las lineas jovenes (Tabla 14). No obstante, el genotipo
tuvo un efecto muy importante (P = 8,70 10-°) sobre este resultado, siendo P1 fue la linea que
presentd6 mas anormalidades (83,33%), mientras que P2 y P3 no presentaron ninguna
alteracion morfolégica.

En lo que se refiere al porcentaje de plantas regeneradas que presentaron fenotipos
variantes, el analisis estadistico puso de manifiesto un efecto significativo tanto del genotipo (P
= 0,0000) como de la edad del cultivo (P = 8,49 10%) (Tabla 16). La linea P1, con un 91,67%, es
la que dio lugar a mas plantas con variaciones, mientras que a partir de las lineas P2 y P3 no
se regenero ninguna planta variante. En general, las lineas antiguas presentaron un porcentaje
de plantas con fenotipos variantes mas elevado que las lineas jovenes (44,44% frente a
12,82%) aunque, como se apunté anteriormente, el efecto solo se debié a parte de las lineas
testadas.

Cuando se consideraron todas las plantas obtenidas, se apreci6 un aumento en el
numero de variaciones morfolégicas detectadas (Tabla 15) ya que los fenotipos FI2 y FI4 solo
se apreciaron cuando se tuvieron en cuenta todas las plantas obtenidas. En este caso, la
frecuencia de aparicién de fenotipos variantes oscil6 entre el 0,91y el 76,47%, dependiendo del
fenotipo y de la linea. Al igual que cuando solo se consideré la primera planta obtenida por ES,
la frecuencia de aparicién de los fenotipos variantes fue, en general, mayor en las lineas
antiguas que en las jovenes.

Los fenotipos variantes nuevamente detectados (FI2 y FI4) estuvieron relacionados con la
estructura floral y, por lo tanto, solo fueron observados en plantas de las lineas P1y T4.
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Tabla 14. Frecuencias de aparicién de fenotipos variantes en cada genotipo considerando solo la primera planta obtenida por ES germinado. N&) ndmero de
fenotipos variantes/namero total de plantas y %) porcentaje de fenotipos variantes. Evaluacion realizada 4,5 afios después de la aclimatacion.

notipo \Z! E Mult Br P HD1 HD2 HD3 HD4 HD5 Fl1 FI3 Total

Linea N2 %
Control 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0/17 0,00
P1 8,33 83,33 0,00 16,67 0,00 58,33 16,67 25,00 8,33 8,33 8,33 8,33 10/12 83,33a
P2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0/8 0,00c
P3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0/18 0,00c
P5 0,00 75,00 6,25 6,25 12,50 6,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5/16 31,25b
Total 1,85 40,75 1,85 5,56 3,70 14,81 3,70 5,56 1,85 1,85 1,85 1,85 15/54 27,78a
Tl 0,00 15,00 0,00 0,00 0,00 5,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2/20 10,00bc
T2 0,00 46,67 0,00 0,00 6,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2/15 13,33bc
T4 0,00 0,00 0,00 0,00 3,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,23 0,00 2/31 6,45¢c
T5 0,00 0,00 1,96 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1/51 1,96¢
Total 0,00 8,55 0,85 0,00 1,71 0,85 0,00 0,00 0,00 0,00 0,85 0,00 7/117 5,98b

notipo V4 E Mult Br P HD1 | HD2 HD3 HD4 HD5 Fl1 Fl2 FI3 Fl4 Total

Linea N2 %
Control 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0/24 0,00
P1 455 | 68,18 | 0,00 | 13,64 | 0,00 | 36,36 | 18,18 | 22,73 | 9,09 9,09 | 9,09 4,55 4,55 455 | 12/22 | 54,55a
P2 0,00 7,14 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 1/14 7,14bc
P3 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0/38 0,00c
P5 0,00 | 76,47 | 5,88 588 | 11,76 | 5,88 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 5/17 | 29,41ab
Total 1,1 31,87 | 1,1 4.4 2,20 9,90 | 4,40 5,49 2,20 2,20 2,2 1,10 1,10 1,10 18/91 | 19,78a
T1 0,00 | 10,00 | 0,00 0,00 0,00 6,67 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 2/30 6,67bc
T2 0,00 | 50,00 | 0,00 0,00 5,56 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 2/18 11,11b
T4 0,00 0,00 | 0,00 0,00 2,38 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 2,38 4,76 0,00 0,00 3/42 7,14bc
T5 0,00 0,00 | 0,91 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 1/110 0,91c
Total 0,00 6,00 | 0,50 0,00 1,00 1,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,50 1,00 0,00 0,00 | 8/200 | 4,00b

Tabla 15. Frecuencias de aparicion de fenotipos variantes en cada genotipo considerando todas las plantas obtenidas por ES germinado. N¥) nimero de fenotipos
variantes/namero total de plantas y %) porcentaje de fenotipos variantes. Evaluacion realizada 4,5 afios después de la aclimatacion.
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Tabla 16. Porcentaje de plantas somaticas con fenotipos variantes.

Tratamiento Porcentaje de plantas soméaticas con
fenotipos variantes
Edad (afios) | Linea embriogénica 12 planta Total de plantas
/ES germinado /ES germinado
Control 0,00 0,00
P1 91,67a 86,36a
P2 0,00d 7,14cd
8
P3 0,00d 0,00d
P5 81,25ab 82,35ab
Media 44,44a 37,36a
T1 20,00c 16,67c
T2 53,33b 55,56b
2
T4 6,45cd 9,52¢
T5 1,96d 0,91d
Media 12,82b 10,00b

El porcentaje de fenotipos variantes continué siendo significativamente mayor (P = 2,87
10°)) en las lineas mantenidas durante 8 afios (19,78% en lineas antiguas frente a 4,00% en
las jévenes). El genotipo también tuvo un efecto significativo (P = 6,50 10-1°) sobre el porcentaje
de variantes fenotipicos. La linea P1 fue la que acumulé mas variaciones con un 54,55% frente
a la linea P3 en la que no se observé ningun fenotipo variante. A pesar del elevado niumero de
plantas producidas a partir de cultivos de la linea T5 (110), el porcentaje de variacion en este
genotipo fue muy bajo (0,91%).

En relaciéon al porcentaje de plantas con caracteres variantes, también cuando se
consideraron todas las plantas se observé un efecto significativo del genotipo (P = 0,0000) y del
tiempo de cultivo (P= 7,65 10®) (Tabla 16). La linea P1 continué siendo la que mas plantas
variantes presento6 y en P3 sigui6 sin aparecer ninguna alteracién morfolégica. El 37,36% de las
plantas regeneradas a partir de lineas mantenidas in vitro durante 8 afios presentaron
variaciones fenotipicas, mientras que esto solo ocurrié en el 10% de las plantas obtenidas de
lineas jovenes.

El nimero de fenotipos variantes acumulados por planta también se vio afectado de forma
significativa por ambos factores, genotipo (P = 0,0000) y edad del cultivo (P = 0,0000). El efecto
observado fue el mismo independientemente de que se solo se considerara la primera planta
producida o la totalidad de las mismas (Tabla 17).
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Tabla 17. Acumulacién de fenotipos variantes en plantas de olivo obtenidas via embriogénesis
somatica.

Tratamiento N° de fenotipos variantes/planta
Edad (afios) Linea embriogénica 12 planta Total de plantas
/ES germinado /ES germinado
Control 0,00 0,00
P1 2,42a 2,00a
P2 0,00d 0,07d
8
P3 0,00d 0,00d
P5 1,06b 1,06b
Media 0,85a 0,69a
T1 0,20d 0,17d
T2 0,53c 0,56¢
2
T4 0,06d 0,10d
T5 0,02d 0,01d
Media 0,13b 0,10b

Como era de esperar, el andlisis biométrico puso de manifiesto un efecto significativo del
genotipo sobre todos los parametros estudiados independientemente de si se consideraba solo
la primer planta o todas las obtenidas (P = 0,0000 para la longitud del tallo principal, P = 0,0002
para el diametro del tallo principal y P = 0,0000 para el nimero de brotes axilares cuando solo
se considerd la primera planta, y P = 0,0000 para la longitud del tallo principal, P = 0,0001 para
el didmetro del tallo principal y P = 0,0000 para el numero de brotes axilares cuando se
consideraron todas las plantas) (Tabla 18). Sin embargo, no se aprecié una influencia de la
edad del cultivo en ninguno de los parametros testados (Tabla 18).

A pesar de que las plantas regeneradas a partir de cada linea deben ser tedricamente
clonales, la representacion en diagramas de cajas de los datos de longitud del tallo principal,
diametro del tallo principal y numero de brotes axilares reveld la existencia de plantas con
fenotipos variantes dentro de cada linea embriogénica, tanto cuando se considerd la primera
planta por ES germinado (Fig. 78), como cuando se consideraron todas las plantas obtenidas
(Fig. 79). Asi, en los dos casos, para cada una de las variables evaluadas se observaron
plantas con valores atipicos (es decir, menores que el percentil 25 o mayores que el percentil
75 pero dentro de 1,5 veces la altura de la caja) o extremos (es decir, con valores inferiores o
superiores a la altura de la caja multiplicada por 3).
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Tabla 18. Crecimiento de plantas de olivo obtenidas via embriogénesis somatica.

Tratamiento

12 planta

/ES germinado

Total de plantas

/ES germinado

A 1 [0} [0}
Edad (afios) L_|ne£31 . Longitud | Diametro N° de Longitud | Diametro N° de
embriogénica brotes brotes
(cm) (cm) . (cm) (cm) :
axilares axilares
Control 69,91 0,91 50,47 73,02 0,90 51,63
P1 80,25bc | 0,98ab 41,29a | 81,18bc | 0,96ab | 40,61ab
P2 50,44d | 0,90bcd | 30,00b 49,71e 0,94ab 29,71b
8
P3 58,00d | 0,89bcd | 35,22ab | 55,34e 0,90bc 33,24b
P5 84,94ab | 0,95abc | 33,00ab | 86,35ab | 0,95ab 33,18b
Media 69,81a 0,93a 35,14a 66,52a 0,93a 34,47a
T1 69,35¢ 0,89cd 23,28b 69,92d 0,90bc 23,27c
T2 71,97c 0,84d 32,80ab | 74,25cd 0,84c 33,78b
2
T4 93,00a 1,02a 40,02a 94,52a 1,0la 41,94a
T5 56,44d 0,92bc 39,96a 56,18e 0,92b 39,45ab
Media 70,33a 0,93a 36,21a 67,92a 0,93a 37,04a
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Cuando se analiz6 la longitud del tallo principal en la primera planta obtenida por ES se
encontraron valores atipicos y extremos en las lineas P3, T1, T2, T4 y T5. Mientras que en la
linea P3 se detectaron valores atipicos por encima y por debajo de la mediana, las lineas
jovenes (T1, T4 y T5) solo presentaron valores significativamente diferentes por debajo del
percentil 25 (Fig. 78). En las lineas P3 y T2 también se obtuvieron valores extremos de longitud
del tallo principal. Asi, en la linea P3 se identificaron dos plantas (41 y 52) de gran altura (70 y
75 cm frente a 57,50 cm de mediana (58 cm de media)) (Fig. 80), mientras que en la linea T2
se identificd una planta (96) con una longitud del tallo principal muy pequefia (9 cm frente a
78,00 cm de mediana (71,97 cm de media)), debido a una alteracién del crecimiento del apice
del tallo principal.

Figura 80. Plantas con estatura diferente regeneradas a partir de la misma linea
embriogénica. (A), Planta de la linea P3 con un valor de longitud del tallo principal dentro de la
cajay (B) planta de la linea P3 con un valor de longitud del tallo principal extremo. Barra = 15
cm.

También se observaron valores atipicos y extremos en relacion al diametro del tallo
principal, aunque solo se dieron en las plantas regeneradas a partir de las lineas jévenes T2, T4
y T5 (Fig. 78). Dependiendo de la linea, dichos valores se situaron por encima o por debajo de
la mediana. Los valores extremos solo se dieron en dos plantas de la linea T4 (124 y 130),
ambas con un diametro del tallo principal de 1,5 cm frente a 1,00 cm de mediana (1,02 cm de
media), y dos plantas de la linea T5 (171 y 173), con 0,40 y 0,50 cm de didmetro frente a 0,90
cm de mediana (0,92 cm de media)).

Cuando la variable evaluada fue el niumero de brotes axilares, se apreciaron menos
plantas variantes (Fig. 78). Estas solo se identificaron en las lineas P5, T2 y T4. De ellas, solo
una planta de la linea T2 (99) present6 un valor extremo de numero de brotes (72 frente a 30
brotes de mediana (32,8 cm de media)).

Solo en cuatro plantas se acumularon varios de los fenotipos variantes identificados
mediante biometria. Asi, una planta de la linea T2 (96) presenté un valor extremadamente bajo
de longitud del tallo acompafiado de un valor atipico, por debajo de la mediana, de niumero de
brotes. No obstante, no se traté de un individuo enano ya que la dominancia del crecimiento
paso a los brotes laterales (Fig. 81). Una planta regenerada a partir de cultivos de la linea T4
(115) present6 valores atipicos por debajo de la mediana para la longitud del tallo principal y el
namero de brotes axilares. En la linea T5, las plantas 171 y 173 presentaron valores atipicos de
longitud del tallo principal y extremos de diametro del tallo principal, en ambos casos por debajo
de la mediana.
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Figura 81. Plantas regeneradas a partir de cultivos de la linea T2: A) con valores de longitud del
tallo principal dentro de la caja y B) con una alteracion en el crecimiento del tallo principal. Barra =
15cm.

El andlisis estadistico de la longitud del tallo principal de todas las plantas obtenidas
permitié la identificacion de individuos con valores atipicos en todas las lineas salvo P2, P5, T1
y T4 (Fig. 79). Sin embargo, valores extremos solo se observaron en las lineas P3y T2. Asi, se
identificaron dos plantas sométicas con valores extremos de longitud del tallo principal respecto
al resto de plantas con el mismo origen: una en la linea P3 (91), con 7 cm frente a 57 cm de
mediana (55,34 cm de media), y otra en la linea T2 (150), con 9 cm, ya identificada cuando solo
se considero la primera planta obtenida por ES.

En relacion al diametro del tallo principal, se detectaron valores atipicos en las lineas P2,
T2, T4 y T5, mientras que valores extremos solo se observaron en la linea T5 (Fig. 79). Los
valores atipicos se situaron por encima y por debajo de la mediana mientras que las plantas
con valores extremos (252, 254 y 255) presentaron todas tallos mas finos que el resto de
plantas con su mismo origen (0,40 y 0,50 cm frente a 0,90 cm de mediana (0,92 cm de media)).

En el caso del nUmero de brotes axilares, se observaron valores atipicos en las lineas P3,
P5, T2 y T4 y extremos en las lineas P5y T4 (Fig. 79). Las dos plantas con valores extremos
presentaron mas brotes que el resto de plantas regeneradas a partir de la misma linea. Asi, la
planta de la linea P5 (103) presentd 62 brotes frente a 32 de mediana (33,18 de media) y la de
la linea T4 (201) 77 brotes frente a 41 de mediana (41,94 de media).

En algunas plantas se acumularon variaciones relacionadas con el crecimiento. Asi, las
plantas 91 y 150, de las lineas P3 y T2, respectivamente, presentaron un valor extremadamente
bajo de longitud del tallo principal y valores atipicos, también bajos, de nimero de brotes. Dos
plantas, de las lineas T2 (147) y T5 (252), presentaron tallos principales mas cortos y delgados
gue el resto de plantas de su linea.

IV.3.1.2. Andlisis con marcadores moleculares

Para la evaluacion de la estabilidad genética de las plantas regeneradas a partir de
cultivos embriogénicos mantenidos in vitro durante 2 y 8 afios se analizaron 6 plantas por linea,
las cuales se compararon con 6 plantas procedentes de semillas.

Cuando se analizaron los fragmentos de ADN obtenidos mediante RAPDs con los 9
primers seleccionados, se observaron un total de 118 marcadores con tamafos comprendidos
entre 220 y 2000 pares de bases (pb). El total de bandas encontradas y su tamafio en pb se
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recogen, para cada uno de los primers, en la Tabla 19.

Tabla 19. Numero de fragmentos amplificados con cada primer y tamafio de los mismos.

Primer Fragmentos RAPDs Tamarfo fragmentos (pb)
010 19 480-2000
020 11 470-1950
B15 14 300-1750
F10 20 220-2000

F1 8 610-1700
F3 9 510-1600
F4 8 450-900
B7 16 360-2000
All 13 650-1900
Total 118 220-2000

De los 118 marcadores analizados, 35 resultaron monomorficos (29,70%) para las 54
muestras estudiadas.

Cuando solo se consideraron las plantas control, se detectaron 104 marcadores; es decir,
14 de las 118 bandas no aparecieron en las plantas procedentes de semilla. De estos 104
marcadores, 10 fueron exclusivos de las plantas control, no estando presentes en las plantas
regeneradas a partir de cultivos embriogénicos, y 43 resultaron monomoérficos (41,35%) para
todas las plantas procedentes de EZ.

Cuando solo se consideraron las plantas soméaticas, procedentes tanto de cultivos
antiguos como jovenes, se obtuvieron 108 bandas. Entre ellas, se identificaron 39 marcadores
monomorficos, lo que representa un grado de similitud del 36,11%. De estas 108 bandas, 20
estuvieron presentes en los cultivos mantenidos in vitro durante 8 afios pero no aparecieron en
los mantenidos durante 2 afios. No obstante, 14 de las 20 bandas se encontraron también en
los controles, aunque no de forma homogénea, ni en estos Ultimos ni en las lineas antiguas.

En las plantas regeneradas a partir de las lineas jovenes se detectaron 88 marcadores,
de los que 49 resultaron monomoérficos, dando lugar a un grado de similitud del 55,7%. De ellos,
10 fueron monomorficos para las lineas T y los otros 39 fueron monomorficos para todas las
muestras analizadas.

El analisis de los patrones de bandas puso de manifiesto la existencia de diferencias
evidentes entre las plantas procedentes de lineas embriogénicas distintas. Las lineas T2 y T4
presentaron 66 y 68 bandas, respectivamente, no detectandose ninguna variacién dentro de
cada linea. En las lineas Tl y T5 se detectaron 71 bandas en cada caso, observandose
marcadores polimorficos en las dos lineas. En las plantas de la linea T5 solo se detectd un
marcador polimorfico, consistente en un fragmento de 1060 pb amplificado con el primer O10,
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lo que dio lugar a un 98,59% de similitud entre las plantas regeneradas a partir de esta linea
(Fig. 82). En la linea T1 se detectaron 6 polimorfismos: 5 fragmentos de 1100, 900, 800, 750 y
470 pb amplificados con el primer F10 (Fig. 83) y un fragmento de 1090 pb amplificado con el
primer B7 (Fig. 84), con lo que el grado de similitud fue del 91,55%.

En las lineas antiguas (P) se detectaron 95 marcadores, 46 de los cuales fueron
monomorficos: 7 de ellos para las lineas antiguas y 39 de forma general. En todas las lineas se
detectaron marcadores polimorficos.

En las lineas P1, P2, P3 y P5 se identificaron 66, 69, 71 y 76 bandas, respectivamente.
En todas ellas se observé una banda polimérfica, consistente en un fragmento de 1400 pb
amplificado con el primer 020, presente en algunas plantas de cada linea y en otras no (Fig.
85). Si bien en las lineas P1 y P2 esta banda fue el tnico polimorfismo detectado, en las lineas
P3 y P5 se identificaron dos polimorfismos mas en cada una de ellas: los fragmentos de 650 y
550 pb amplificados con el primer F4 en la linea P3 (Fig. 86) y los fragmentos de 550 y 360 pb
amplificados con el primer B7 en la linea P5 (Fig. 87).

Las diferencias observadas se reflejan en el dendograma obtenido a partir de la matriz de
similitud (Fig. 88), en el que se identificaron los siguientes genotipos en cada una de las lineas
embriogénicas: 3 en lalinea T1, con 1, 2 y 3 individuos, cada uno de ellos; 1 en la linea T2 con
6 individuos, 1 en la linea T4 con 6 genotipos, 2 genotipos en la linea T5, con 3 individuos cada
uno; 2 enlalinea P1, con 4y 2 individuos cada uno; 2 en la linea P2, con 5 y 1 individuos cada
uno; 3 en la linea P3, con 3, 2 y 1 individuos cada uno, y 3 en la linea P5, con 1, 1 y 4
individuos cada uno.

A un nivel de similitud de aproximadamente el 63%, se separan dos grandes grupos, Ay
B. El grupo A lo forman todas las muestras de las lineas jovenes, perfectamente agrupadas las
muestras de cada linea, y una de las muestras control (PC2). El grupo B esta formado por las
lineas P2, P3, P5 y el resto de las muestras control. Las plantas de la linea P1 aparecen
separadas de ambos grupos, presentando un grado de similitud con el resto de solo el 61%.

Los individuos regenerados a partir de las lineas T2 y T4 fueron idénticos (100% de
similitud dentro de cada linea), mientras que en las lineas T1 y T5, la similitud entre individuos
fue del 91,55% y el 98,59%, respectivamente. En las lineas embriogénicas antiguas, ninguna
dio lugar a plantas que fueran todas idénticas, presentando todas las lineas al menos un
individuo diferente al resto. Los porcentajes de similitud mas elevados se obtuvieron en las
lineas P2 y P1, con un 98,55 y un 98,48%, respectivamente. Valores algo mas bajos se
apreciaron en las plantas regeneradas a partir de las lineas P5 (96,05%) y P3 (95,77%).
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T1 T2 T4 T5 P1 PC
M abc de fabcde fabc def ab cde fabc dabcM

Figura 82. Amplificacion obtenida con el primer O10 en plantas de semillas (PC) y regeneradas a
partir de las lineas T1, T2, T4, T5 y P1. Las letras a-f indican los individuos ensayados en cada
linea. M es el marcador de peso molecular. La flecha sefiala una banda, correspondiente a 1060
pb, ausente en las plantas d, e y f de la linea T5.

T1 T2 T4 T5 P1 PC
Mabc def abcdef abc defabcde fabcdabcM

Figura 83. Amplificacion obtenida con el primer F10 en plantas de semillas (PC) y regeneradas
a partir de las lineas T1, T2, T4, TS5 y P1. Las letras a-f indican los individuos ensayados en cada
linea. M es el marcador de peso molecular. Las flechas sefialan bandas nuevas observadas en
plantas de la linea T1 (A1, A2, A3, A4 y A5 corresponden a 1100, 900, 800, 750 y 470 pb,
respectivamente).

T1 T2 T4 T5 P1 PC
M abcdef abc def abc def abcdef ab cdabM

Figura 84. Amplificacion obtenida con el primer B7 en plantas de semillas (PC) y regeneradas a
partir de las lineas T1, T2, T4, T5 y P1. Las letras a-f indican los individuos ensayados en cada
linea. M es el marcador de peso molecular. La flecha sefiala una banda nueva en la planta a de la
linea T1 a nivel de 1090 pb.
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P1 P2 P3 P5 PC
M a b ab cdef abocdef abocdefabocde f M
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Figura 85. Amplificacion obtenida con el primer O20 en plantas de semillas (PC) y regeneradas a
partir de las lineas P1, P2, P3 y P5. Las letras a-f indican los individuos ensayados en cada linea.
M es el marcador de peso molecular. Las flechas sefialan una banda nueva a nivel de 1400 pb en
las plantas a de P1, b de P2y P3,y d de P5.

P1 P2 P3 P5 PC
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Figura 86. Amplificacion obtenida con el primer F4 en plantas de semillas (PC) y regeneradas a
partir de las lineas P1, P2, P3 y P5. Las letras a-f indican los individuos ensayados en cada linea.
M es el marcador de peso molecular. Las flechas sefialan una banda ausente (Al) y otra nueva
(A2) correspondientes a 650 y 550 pb, respectivamente, en la planta ¢ de la linea P3.

P1 P2 P3 P5 PC
Mab ab cde f a bcdef abc def abcde fM
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Figura 87. Amplificacion obtenida con el primer B7 en plantas de semillas (PC) y regeneradas a
partir de las lineas P1, P2, P3 y P5. Las letras a-f indican los individuos ensayados en cada linea. M
es el marcador de peso molecular. Las flechas sefialan una banda presente (Al) y otra ausente (A2)
correspondientes a 550 y 360 pb, respectivamente, en plantas de la linea P5.
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Figura 88. Dendograma de plantas de olivo procedentes de semillas (PC) y de cultivos embriogénicos antiguos (P) y jovenes (T) basado en marcadores RAPDs
y generado por el método UPGMA usando el coeficiente de Jaccard (1908).
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IV.3.2. Evaluacion de la estabilidad genética de plantas crioconservadas

En este trabajo se estudio el efecto de la crioconservacion, con o sin tratamiento previo
con sacarosa, sobre la estabilidad genética de las plantas regeneradas.

IV.3.2.1. Andlisis fenotipico

Las plantas analizadas a nivel morfolégico mostraron algunos de los fenotipos variantes
descritos previamente en el estudio sobre el efecto del genotipo y la edad del cultivo en la
variacién somaclonal de plantas regeneradas via embriogénesis somatica (Tabla 20).

Tabla 20. Frecuencias de aparicién de fenotipos variantes en plantas de la linea P5 procedentes
de cultivos control y crioconservados, con (Sac/+NL) o sin tratamiento previo con sacarosa (+NL).
N&) nimero de fenotipos variantes/nimero total de plantas y %) porcentaje de fenotipos variantes.
Evaluacion realizada 6 meses después de la aclimatacion.

Fenotipo
E HD1 P Total
Tratamiento N2 %
Control 87,50 0,00 62,50 2/8 25a
+NL 83,33 33,33 100 3/6 50a
Sac/+NL 93,75 0,00 93,75 2/16 12,50a

La aparicion de variaciones fenotipicas no tuvo lugar de forma homogénea en las plantas
testadas. Las frecuencias oscilaron entre el 33,33 y el 100%, dependiendo del fenotipo y el
tratamiento (Tabla 20). Los fenotipos E y P aparecieron con una frecuencia muy elevada en
todos los tratamientos, mientras que HD1 solo fue detectado en las plantas crioconservadas sin
tratamiento previo (+NL).

El analisis estadistico no mostré una influencia significativa del tratamiento sobre el
porcentaje de fenotipos variantes. No obstante, el nUmero de fenotipos variantes/nimero total
de plantas evaluadas fue ligeramente mas elevado en las plantas crioconservadas (50,00%)
que en las plantas control (25,00%) o pretratadas con sacarosa y crioconservadas (12,50%).

La crioconservacion, con o sin tratamiento previo con sacarosa, no afect6 al porcentaje de
plantas con fenotipos variantes (Tabla 21), ni al nimero de fenotipos variantes observados en
cada planta (Tabla 22).

Tabla 21. Porcentaje de plantas con fenotipos variantes regeneradas a partir
de cultivos control o crioconservados, sin 0 con tratamiento previo con

sacarosa.
Tratamiento Porcentaje de plgntas con fenotipos
variantes
Control 100a
+NL 100a
Sac/+NL 100a
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Tabla 22. Acumulacion de fenotipos variantes en plantas obtenidas a partir de
cultivos control o crioconservados, sin o con tratamiento previo con sacarosa.

Tratamiento N° de fenotipos variantes/planta

Control 1,50a
+NL 2,17a
Sac/+NL 1,88a

El anadlisis biométrico de las plantas obtenidas a partir de cada uno de los tipos de cultivo
puso de manifiesto una influencia significativa del tratamiento sobre el didmetro del tallo
principal (P = 0,0349), siendo las plantas procedentes de cultivos crioconservados las mas
gruesas (0,89 cm) y las obtenidas a partir de cultivos pretratados y crioconservados las mas
finas (0,60 cm) (Tabla 23); no obstante, en ningln caso las diferencias fueron significativas
respecto al control. La longitud del tallo principal y el nimero de brotes no se vieron afectados
por el tratamiento.

Tabla 23. Andlisis biométrico de plantas obtenidas a partir de cultivos control o crioconservados,
sin o con tratamiento previo con sacarosa.

Tratamiento Longitud del tallo Diametro del N° de brotes
principal (cm) tallo principal axilares
(cm)
Control 60,94a 0,73ab 26,31a
+NL 54,48a 0,89a 20,17a
Sac/+NL 55,23a 0,60b 25,19a

Cuando se analizaron mediante estadistica descriptiva los datos de longitud del tallo
principal, diametro del tallo principal y nimero de brotes axilares, solo se identificaron cuatro
plantas con valores atipicos o extremos (Fig. 89). Asi, a partir de cultivos no crioconservados se
regenerd una planta (6) con una longitud del tallo principal extremadamente mas baja que el
resto (23,5 cm frente a 65,25 cm de mediana (60,94 cm de media)) y otra (1) con un valor
atipico de diametro del tallo por encima de la mediana (1,5 cm frente a 0,6 cm de mediana (0,73
cm de media)). A partir de los cultivos procedentes de explantos crioconservados sin precultivo
con sacarosa se regeneraron dos plantas con valores extremos de nimero de brotes, una (9)
por encima y otra (13) por debajo de la mediana (32 y 5, respectivamente, frente a 21,50 de
mediana (20,17 de media)).
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Figura 89. Diagramas de cajas para la longitud del tallo principal, diametro del tallo principal y nimero de brotes axilares en plantas de la linea P5
regeneradas a partir de cultivos control y crioconservados, con (Sac/+NL) o sin tratamiento previo con sacarosa (+NL). (°) valores atipicos y (¥)

extremos.
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IV.3.2.2. Andlisis con marcadores moleculares

Para la evaluacion de la estabilidad genética de cultivos crioconservados, se analizaron
mediante marcadores RAPDs 6 muestras procedentes de plantas regeneradas a partir de
cultivos control sin crioconservar, 6 procedentes de cultivos crioconservados sin tratamiento
previo con sacarosa y 6 procedentes de cultivos crioconservados después de un precultivo
durante 7 dias con 0,2 M sacarosa.

Cuando se analizaron los fragmentos de ADN obtenidos mediante RAPDs con los 9
primers seleccionados, se observaron un total de 110 marcadores con tamafios comprendidos
entre 220 y 2000 pb (Tabla 24).

Tabla 24. Numero de fragmentos amplificados con cada primer y tamafio de los mismos.

Numero de fragmentos Tamafio fragmentos

Primer RAPDs (pb)
010 10 510-2000
020 10 470-1900
B15 13 300-1680
F10 16 220-2000
F1 11 610-1800
F3 12 410-1600
F4 16 450-2000
B7 12 360-1720
All 10 550-2000
Total 110 220-2000

De los 110 marcadores analizados, 107 resultaron monomorficos (97,27%) para las 18
muestras estudiadas.

Cuando se consideraron solo las muestras de las plantas control, 108 de las 110 bandas
fueron monomorficas, con 2 marcadores que aparecieron de forma especifica en una de las
plantas: un fragmento de 910 pb amplificado con el primer B7 y otro de 650 pb amplificado con
el primer F3 (Figs. 90 y 91). El grado de similitud dentro de las plantas control fue del 98,18%.

Cuando se consideran solo las muestras de las plantas crioconservadas sin tratamiento
previo (+NL), se detectaron 108 marcadores de los que 107 fueron monomorficos, ya que uno
de ellos (fragmento de 1410 pb amplificado con el primer All) desaparecié en una de las
plantas (Fig. 92). El grado de similitud que presentaron las plantas regeneradas a partir de
cultivos crioconservados sin tratamiento previo fue del 99,07%.

Cuando se consideran solo las muestras de las plantas congeladas después de un
precultivo con sacarosa, se identificaron 110 marcadores, de los que 107 fueron monomorficos.
Dos de los marcadores polimérficos fueron comunes a los que aparecieron en la planta control
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variante (fragmento de 910 pb amplificado con el primer B7 y fragmento de 650 pb amplificado
con el primer F3) y al igual que en aquel caso, ambos aparecieron en una Unica planta variante
(Figs. 90 y 91). El tercer marcador polimoérfico fue comin al detectado en una de las plantas
procedentes de cultivos crioconservados sin tratamiento previo (fragmento de 1410 pb
amplificado con el primer All) y, al igual que en aquel caso, consistid en la desaparicion de la
banda en una de las plantas regeneradas (Fig. 92). El grado de similitud entre las plantas
pretratadas y crioconservadas fue del 97,27%.

El marcador A11-1410 fue monomoérfico para los individuos controles y polimérfico para
los individuos procedentes de cultivos crioconservados (+NL y Sac/+NL), mientras que los
marcadores F3-650 y B7-910 fueron monomorficos para las plantas procedentes de cultivos
directamente congelados (+NL) y polimorficos para los individuos controles y los procedentes
de cultivos tratados y congelados (Sac/+NL) (Figs. 90, 91 y 92). Todos los fragmentos
amplificados con los primers 010, 020, B15, F10, F1 y F4 se comportaron como monomorficos
para todas las muestras.

En el total de plantas, se identificaron 4 individuos variantes: 1 en el control, 1 en el
tratamiento +NL y 2 en el tratamiento Sac/+NL (Figs. 90, 91 y 92).

La representacion de los resultados obtenidos en un dendograma (Fig. 93) permitio la
identificacion de 3 genotipos: el primero con 5 individuos del tratamiento control, 5 de +NL y 4
de Sac/+NL; el segundo genotipo con 1 planta de +NL y otra de Sac/+NL, y el tercero con 1
planta control y otra de Sac/+NL. La similitud entre los distintos genotipos fue muy elevada, del
98 y el 99%.
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Plantas Control Plantas (+NL) Plantas (Sac/+NL)
M a b cde f abocde f abocde f M

Figura 90. Amplificacién obtenida con el primer B7 en plantas regeneradas a partir de cultivos
control o crioconservados, directamente (+NL) o después de un precultivo con sacarosa
(Sac/+NL). Las letras a-f indican los individuos ensayados en cada tratamiento. M es el marcador
de peso molecular. Las flechas sefialan una banda nueva a nivel de 910 pb aparecida en plantas
Control (d) y Sac/+NL (b).

Plantas Control Plantas (+NL) Plantas (Sac/+NL)
M a b c d e f a b c d e f a b cde f M

Figura 91. Amplificacidon obtenida con el primer F3 en plantas regeneradas a partir de cultivos
control o crioconservados, directamente (+NL) o después de un precultivo con sacarosa
(Sac/+NL). Las letras a-f indican los individuos ensayados en cada tratamiento. M es el marcador
de peso molecular. Las flechas sefialan una banda nueva a nivel de 650 pb aparecidas en plantas
Control (d) y Sac/+NL (b).

Plantas Control Plantas (+NL) Plantas (Sac/+NL)
M a b c d e f a b c d e f a b cde f M

Figura 92. Amplificacién obtenida con el primer A1l en plantas regeneradas a partir de cultivos
control o crioconservados, directamente (+NL) o después de un precultivo con sacarosa
(Sac/+NL). Las letras a-f indican los individuos ensayados en cada tratamiento. M es el marcador
de peso molecular. Las flechas sefialan una banda a nivel de 1410 pb ausente en plantas +NL (f) y
Sac/+NL (a).
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Figura 93. Dendograma de plantas de la linea P5 procedentes de cultivos control y crioconservados, con (Sac/+NL) o sin tratamiento previo con sacarosa
(+NL) basado en marcadores RAPDs y generado por el método UPGMA usando el coeficiente de Jaccard (1908).
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V. 4. Discusioén

IV.4.1. Evaluacién de la estabilidad genética de plantas regeneradas via embriogénesis
somaética

Los resultados obtenidos en este trabajo ponen de manifiesto la existencia de variacion
somaclonal en plantas de olivo regeneradas via embriogénesis somatica.

IV.4.1.1. Andlisis fenotipico

Las plantas de olivo obtenidas mediante embriogénesis somatica mostraron variaciones
fenotipicas cuando se compararon con plantas procedentes de semillas. Algunos de los
caracteres variantes encontrados en este trabajo, como HD, habian sido previamente descritos
en plantas de olivo obtenidas via organogénesis adventicia (Caflas y Benbadis 1988). En
plantas de olivo regeneradas via embriogénesis somatica, Leva et al. (2000) también
describieron modificaciones en el habito de crecimiento, distinguiendo dos tipos principales:
BOS, consistente en plantas con porte arbustivo, y COS, consistente en plantas con una fuerte
dominancia apical.

En otras especies se han detectado fenotipos variantes similares a los observados en la
presente investigacion, como la plagiotropia, descrita en plantas somaticas de Pinus pinaster
(Marum et al. 2009), Picea mariana y Picea glauca (Tremblay et al. 1999). Al igual que en el
presente trabajo, en la investigacién llevada a cabo por Tremblay et al. (1999), el crecimiento
plagiotrdpico revirtid en muchos casos, persistiendo solo en algunos genotipos.

En plantas de otras especies arbéreas regeneradas via embriogénesis somatica se han
descrito otros fenotipos variantes como enanismo, fasciacion, variegacion, modificacion del
angulo de las ramas y de la forma de ramificacion (Bajaj 1990; Hammerschlag 1992) o pérdida
de la dominancia apical (Marum et al. 2009).

Ademas de las variaciones que afectaban a aspectos estructurales y morfolégicos de la
planta, el presente estudio también puso de manifiesto una variacion fisioldgica importante; el
acortamiento del periodo juvenil. En olivo, el periodo juvenil puede alcanzar 10-15 afios
(Barranco et al. 2008). Sin embargo, 6 de las plantas obtenidas via embriogénesis somatica
florecieron 3 afios y medio después de la aclimatacion. Ademas de la reduccién del periodo
juvenil, también se observaron variaciones en la estructura de la flor que afectaron al nimero
de pétalos y estambres. En plantas de palma de aceite regeneradas via embriogénesis
somatica también se apreciaron flores aberrantes, ya que estas desarrollaron un segundo
verticilo de carpelos en lugar de estambres (Alwee et al. 2006). En la mayoria de los casos el
fruto no se desarrollé adecuadamente (Corley et al. 1986), lo que podia causar importantes
pérdidas econdmicas, mas aun porque esta anormalidad solo es detectable una vez que las
palmeras comienzan a florecer, 2 6 3 afios después de su plantacion. Eeuwens et al. (2002)
realizaron un estudio para determinar los factores del cultivo de tejidos que causaron la
aparicion de estas flores malformadas y encontraron que el desorden se daba con mas
frecuencia en genotipos sensibles cuando se utilizaban periodos cortos de subcultivo y cuando
se aplicaban altas concentraciones de citoquinina y bajas de auxina. El desorden no parecio
estar relacionado con los niveles enddgenos de citoquinina (Jones et al. 1995). Como esta
alteracion es un cambio tipicamente homeético, podrian estar implicadas alteraciones en los
genes homeoticos que participan en la determinacién de la identidad del 6rgano floral (Alwee et
al. 2006). No obstante, a pesar de que se encontraron algunos cambios genéticos, no se
observé una correlacion con la ocurrencia de la aberracion morfolégica (Matthes et al. 2001).
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Segun Smulders y de Klerk (2011), ya que los cambios ocurrieron regularmente, se podria
esperar que se debieran mas a cambios epigéneticos que genéticos. Aunque también se
encontraron cambios en la metilacion del ADN entre las plantas regeneradas, tampoco esto
pudo correlacionarse con la ocurrencia de la anormalidad (Jaligot et al. 2002).

Los fenotipos variantes no aparecieron de forma homogénea en las lineas estudiadas,
con algunas que se podian considerar bastante estables y otras en las que se acumularon
multiples variaciones. Los genotipos mas inestables fueron las lineas P1, P2, P5, T1, T2y T4.

Segun Tremblay et al. (1999), en Picea abies, el nimero de fenotipos variantes es
independiente del nimero de plantas del mismo clon. Sin embargo, en la presente investigacion
se comprobd que el numero de fenotipos variantes se hizo mayor al aumentar el nimero de
plantas evaluadas. Un ndmero mayor de copias podria ofrecer mas oportunidades para la
expresion de la variacién somaclonal que probablemente se ha acumulado durante la fase de
mantenimiento de los cultivos embriogénicos. Resultados similares han sido observados en
diferentes sistemas de embriogénesis somatica (Morrish et al. 1983; Symillides et al. 1995;
Henry et al. 1996), en los que se ha documentado la aparicidon de variantes somaclonales en la
progenie (S6ndahl y Lauritis 1992; Etienne y Bertrand 2001).

En este trabajo se ha demostrado la influencia del genotipo y de la edad del cultivo sobre
la aparicion de variacion somaclonal en plantas de olivo regeneradas via embriogénesis
somatica.

Estudios previos en otras especies han identificado al genotipo como un factor
fundamental en la aparicion de variaciobn somaclonal (Karp 1995) e importante en la
determinacioén del tipo y la frecuencia de la variacién (Jain et al. 1998; Etienne y Bertrand 2003).

En olivo, todos los genotipos, salvo la linea P3, mostraron alguna variacion fenotipica,
aungue con porcentajes variables. Mientras que en la linea T5 el porcentaje de plantas
anormales fue del 0,91%, en otras se acercd al 90,00%. El genotipo mas inestable fue la linea
P1, con 12 fenotipos variantes en 22 plantas regeneradas (6 10 fenotipos variantes en 12
plantas regeneradas, cuando solo se considero la primera planta obtenida por ES).

El tiempo de mantenimiento también se ha descrito como un factor importante que afecta
a la aparicién de variacion somaclonal (Sibi 1990; Skirvin et al. 1994). En olivo, el tiempo de
mantenimiento de los cultivos embriogénicos tuvo un efecto significativo sobre la aparicion de
variaciones fenotipicas en las plantas regereneradas, observdndose en general una
acumulacién de caracteres variantes a lo largo del tiempo. Muchos autores han sefialado la
influencia del tiempo de mantenimiento de los cultivos embriogénicos sobre la variacion
somaclonal. De hecho, se espera un aumento de la proporcién de variantes somaclonales con
el nimero de ciclos de multiplicacion o la longitud del tiempo de cultivo (L6rz y Scowcroft 1983;
Preil 1986; Cassells y Morrish 1987; Benzion y Phillips 1988; Hartmann et al. 1989; Wang et al.
1992; Yang et al. 1999). Sin embargo, para Tremblay et al. (1999) este factor parece
secundario en comparacion con el efecto del genotipo. No obstante, estos autores sefialaron
gue el efecto del tiempo de mantenimiento esti probablemente subestimado ya que un
incremento del mismo va normalmente acompafado de una disminucion de las capacidades
regenerativas de las lineas celulares y los estudios solo consideran las plantas regeneradas en
crecimiento. En plantas de Foeniculum vulgare regeneradas via organogénesis Yy
embriogénesis somatica no se encontraron cambios genéticos después de 9 y 17 meses de
cultivo (Bennicci et al. 2004).

La aparicion de variantes somaclonales tras el proceso de embriogénesis somatica se ha
descrito en muchas especies (Jain et al. 1998). En Solanaceae, se han observado casos de
variacion somaclonal en tabaco (Chaleff y Ray 1984), tomate (Evans y Sharp 1983; Evans et al.
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1984) y patata (Shepard et al. 1980).

En olivo, Shibli et al. (2001) y Mencuccini y Rugini (1993) observaron que las plantas
regeneradas in vitro via organogénesis eran fenotipicamente similares entre si y a aquellas
producidas por micropropagacion a partir de yemas axilares. Leva et al. (1995) sefialaron que
las plantas somaticas establecidas en invernadero mostraron un crecimiento normal, sin
cambios de rendimiento. Por lo contrario, Cafias y Benbadis (1988) detectaron variaciones en
plantas regeneradas mediante organogénesis a partir de cotiledones de EZ. La deteccion de
estas variaciones puede depender de la forma de evaluacion que, como se indico
anteriormente, puede realizarse a través de diferentes aproximaciones (Sweldlund y Vasil 1985;
Shenoy y Vasil 1992; Chawdhury et al. 1994; Saieed et al. 1994; Hogberg et al. 2003). En
nuestro caso es razonable pensar que ha sido observada mas variacion somaclonal que en
trabajos previos llevados a cabo en esta especie debido a que se han evaluado de forma
sistematica un nimero mayor de plantas y utilizando diferentes parametros.

La dominancia apical puede tener un efecto pronunciado sobre el crecimiento y la forma
de las ramas individuales y contribuye de forma significativa a la apariencia general del arbol
(Zimmerman y Brown 1980). Aspectos de la forma del arbol como la cantidad de ramas vy el
grado de dominancia apical estan bajo control genético (Kramer y Kozlowski 1979). En nuestro
estudio se observaron plantas fuera del tipo o con valores extremos de longitud del tallo
principal en una planta de la linea P3 y en otra de la linea T2. En estos casos, la dominancia
apical se habia perdido o alterado por causas desconocidas. Piagnani et al. (2008) sefialaron
gue brotes de los somaclones HS de Prunus avium crecidos in vitro mostraron una dominancia
apical reducida en comparacién con el tipo silvestre, confirmandose en plantas aclimatadas
este comportamiento. Respecto al diametro del tallo principal, también se encontraron plantas
variantes en mayor o menor medida. Este parametro es un factor importante para la evaluacion
del vigor de la planta y suele estar altamente correlacionado con el tamafio del arbol (Miller y
Tworkoski 2003). Los resultados obtenidos también pusieron de manifiesto la existencia de
plantas con valores atipicos y extremos de numero de brotes, parametro que también esta
relacionado con el vigor de la planta.

IV.4.1.2. Andlisis con marcadores moleculares

El analisis con RAPDs de plantas de olivo regeneradas mediante embriogénesis soméatica
mostré diferencias claras entre las ocho lineas estudiadas, debido al origen de cada linea, a
partir de semillas distintas. En total se obtuvieron 118 marcadores, de los que el 29,70% fueron
monomorficos para todas las muestras, incluyendo las plantas control.

Utilizando la misma técnica, Munthali et al. (1996) detectaron polimorfismo en somaclones
de Beta vulgaris, con una frecuencia del 0,05%. Frecuencias similares se encontraron en esta
misma especie usando isoenzimas y RFLPs (Sabir et al. 1992; Levall et al. 1994). Al-Zahim et
al. (1999) detectaron con RAPDs polimorfismos con una frecuencia total del 0,63% en plantas
de Allium sativum regeneradas via embriogénesis somatica a partir de callos cultivados durante
tiempo prolongado. No obstante, otros investigadores describieron utilizando RAPDs la
ausencia de polimorfismo en plantas de cebada regeneradas mediante cultivo de anteras
(Devaux et al. 1993) o de Picea mariana (Isabel et al. 1993) y Festuca pratensis (Valle et al.
1993) obtenidas via embriogénesis somatica.

El nimero total de fragmentos registrados en la presente investigacion (2819) es elevado
en comparacion con los 900 obtenidos por Isabel et al. (1993) cuando evaluaron la estabilidad
genética de plantas de Picea mariana regeneradas mediante embriogénesis somatica. En
regenerantes de Beta vulgaris (Munthali et al. 1996), Prunus persica (Hashmi et al. 1997) y
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Populus deltoides (Rani et al. 1995) se detectaron 3, 59 y 78 polimorfismos analizando un total
de 5607, 4180 y 1702 bandas, respectivamente. En consecuencia, el nimero total de bandas
registradas en este trabajo parece aceptable con respeto a otros estudios para evaluar la
estabilidad genética de plantas de olivo regeneradas a partir de cultivos embriogénicos.

En olivo, las lineas embriogénicas mantenidas en cultivo durante 2 afios presentaron
mayor estabilidad genética que las mantenidas durante 8 afios, las cuales presentaron en todos
los casos estudiados al menos dos genotipos distintos. Como se apuntd anteriormente, el
tiempo de cultivo es uno de los factores que determina la aparicion de variacién somaclonal,
con un aumento de la frecuencia de variacion al aumentar el tiempo en mantenimiento
(Bennicci 1974; Lorz y Scowcroft 1983; Nehra et al. 1992; Bogani et al. 1996). No obstante, al
igual que ocurre a nivel fenotipico, algunas lineas se ven mas afectadas por los cambios que
otras.

IV.4.2. Evaluacién de la estabilidad genética de plantas crioconservadas

IV.4.2.1. Andlisis fenotipico

El analisis fenotipico de las plantas regeneradas a partir de cultivos de la linea P5 puso de
manifiesto la existencia de variaciones morfoldgicas en las plantas control y en las procedentes
de cultivos crioconservados, con o sin tratamiento previo con sacarosa. Sin embargo, todas las
malformaciones encontradas en este estudio habian sido previamente observadas en plantas
somaticas de la linea P5 analizadas para determinar el efecto de la embriogénesis somatica
sobre la aparicion de variaciébn somaclonal. Adema4s, las frecuencias de aparicion de los
caracteres variantes no fueron diferentes entre las plantas procedentes de los diferentes
tratamientos. Estos resultados podrian poner de manifiesto que la crioconservacion no afecta al
fenotipo de las plantas de olivo obtenidas via embriogénesis somatica, pudiendo tener su origen
las variaciones observadas en procesos relacionados con el cultivo in vitro. No obstante, la
posible aparicion de nuevos fenotipos variantes al avanzar el desarrollo de las plantas hace
recomendable una evaluacién de las mismas mas a largo plazo.

Existe relativamente poca informacion sobre los efectos de la crioconservacion sobre la
estabilidad genética y conformidad agrondmica del material vegetal (Engelmann 1997). En
plantas de crisantemo obtenidas de la regeneracion de apices crioconservados se han
observado alteraciones fenotipicas que afectaron al color de la flor (Fukai et al. 1994). Estos
cambios fueron debidos probablemente a la regeneracién de sectores particulares del callo
formado después de la descongelacion. Estos sectores se “seleccionaron” probablemente por
su particular sensibilidad al proceso de crioconservacion (Cote et al. 2000). En este caso, la
etapa de congelacion no parecié responsable de la variacion somaclonal observada. De hecho,
la informacion disponible indic6é que las técnicas de crioconservacién generalmente no son el
origen de los procesos de variaciéon somaclonal en plantas. Resultados obtenidos en banana a
nivel de campo apoyan esta idea (Céte et al. 2000).

Plantas de fresa y mandioca regeneradas a partir de meristemos apicales congelados
fueron fenotipicamente similares a las plantas control (Kartha et al. 1980; Bajaj 1883). Arboles
de palma de aceite desarrollados a partir de embriones crioconservados mostraron un
crecimiento vegetativo y floral comparable al de las plantas control (Engelmann 1991).
También, plantas de Prunus regeneradas in vitro a partir de apices crioconservados mostraron
un crecimiento normal, dando lugar a plantas fieles al tipo (Helliot et al. 2002). Tampoco hubo
diferencias en el desarrollo morfolégico de plantas control y crioconservadas de cafia de azUcar
(Paulet et al. 1993), cebolla (Lakhanpaul et al. 1996), arroz (Al-Forkan et al. 2001), kiwi (Wu et
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al. 2001), uva (Zhao et al. 2001), Eucalyptus (Blakesley y Kiernan 2001), Coffea (Dussert et al.
1997), Dendrobium candidum (Wang et al. 1998) y Cosmos atrosanguineus (Wilkinson et al.
1998).

En sus estudios sobre plantas de fresa micropropagadas y obtenidas a partir de apices
crioconservados por el método de vitrificacion en gota, Pinker et al (2009) obtuvieron
porcentajes de plantas fuera de tipo dentro del rango previamente descrito para plantas
micropropagadas de esta especie (Popescu et al. 1997; Boxus et al. 2000; Morozova 2002).

La evaluacién biométrica de las plantas en relacion a pardmetros como la longitud del
tallo principal, diametro del tallo principal y nimero de brotes axilares, revel6 la existencia de
plantas con un patron de crecimiento variante, tanto en el tratamiento control como en +NL.

Estudios biométricos examinando caracteres morfoldgicos, caracteristicas agronémicas o
descriptores del desarrollo vegetal en Dioscorea floribunda, cafia de azlcar y banana no
revelaron diferencias significativas entre las plantas control y las crioconservadas (Harding
2004). En patata, plantas de 98 variedades obtenidas después de la crioconservaciéon no
mostraron ninguna variacion fenotipica significativa (Schafer-Menuhar et al. 1997). En otro
estudio llevado a cabo en esta misma especie se encontré una variacién considerable en la
altura de plantas crioconservadas, pero se atribuy6 a un efecto medioambiental (Harding 1997).
Estudios sobre el rendimiento en campo de plantas de banana obtenidas a partir de células en
suspension crioconservadas (Cote et al. 2000) y de cafia de azucar procedentes de callos
crioconservados (Martinez-Montero et al. 2002) no mostraron diferencias con las plantas
control.

IV.4.2.2. Andlisis con marcadores moleculares

El nimero total de marcadores registrados en esta investigacion fue de 110, de los que
2,73% fueron polimorficos. En estudios previos llevados a cabo en plantas de crisantemo
regeneradas a partir de apices crioconservados usando protocolos de vitrificacion y
encapsulacién-deshidratacién encontraron un 5,57% de polimorfismo en 121 marcadores
registrados (Martin et al. 2011).

Los marcadores RAPDs de las plantas control y crioconservadas, con o sin tratamiento
previo con sacarosa fueron idénticos en nimero y tamafio, excepto dos bandas, amplificadas
con los primers B7 y F3, que aparecieron en una planta control y otra pretratada y
crioconservada y una banda, amplificada con el primer All, que desaparecio en dos plantas
crioconservadas, una con pretratamiento y otra sin pretratamiento.

De acuerdo con Sanchez et al. (2008), los resultados obtenidos podrian indicar que la
variacion genética observada no se debe a los tratamientos crioprotectores previos a la
inmersién en NL ni al proceso de congelacién, sino que podria estar causada por el cultivo in
vitro, antes del proceso de crioconservacion (Dixit et al. 2003) o durante la recuperacion del
cultivo, después de la descongelacion (De Verno et al. 1999; Dixit et al. 2003; Keller et al.
2008).

El analisis con RAPDs de callos crioconservados de Citrus sinensis, Citrus reticulata,
Citrus aurantium y Citrus paradisi puso de manifiesto el mantenimiento de la estabilidad
genética después del proceso de crioconservacién (Hao et al. 2002). En Pinus sylvestris
(Haggman et al. 1998) y Picea glauca engelmanni complex (Cyr et al. 1994), la
crioconservacion tampoco afectd a la estabilidad genética de los cultivos embriogénicos. Los
resultados obtenidos utilizando esta técnica tampoco revelaron cambios genéticos en otras
especies como Prunus Ferlenain Plumina (Prunus besseyi x padre desconocido) (Helliot et al.
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2002), Vitis vinifera (Zhai et al. 2003), Humulus lupulus (Peredo et al. 2008) y Pinus nigra (Salaj
et al. 2011).

No obstante, los distintos tipos de estrés a los que se someten las células y tejidos
durante la crioconservacion (deshidratacion, alta presion osmdtica, baja temperatura, etc.),
pueden causar variacién genética (Engelmann 2004; Hazubska-Przbyl et al. 2010). De hecho,
se ha detectado variacion genética en material crioconservado a nivel morfologico, bioquimico,
cromosémico y molecular (Miller et al. 2007; Kaity et al. 2008; Sanchez et al. 2008; Zeng et al.
2010; Martin et al. 2011). De hecho, en Chrysanthemum x morifolium, Martin y Gonzalez-Benito
(2005) y Martin et al. (2011) encontraron variaciones genéticas después de la crioconservacion.

Algunos autores como Vannini y Poli (1983) encontraron que, en algunas condiciones, el
DMSO podia ser el origen de las alteraciones. En algunas especies como Abies cephalonica
(Aronen et al. 1999), Solanum tuberosum (Harding 1997) y Rubus grabowskii (Castillo et al.
2010), el DMSO dio lugar a la aparicion de dafios y/o reordenamientos cromosomicos. Este
efecto ha sido explicado generalmente por su influencia sobre la permeabilidad y funcionalidad
de las membranas, la estabilidad térmica de la estructura de los cromosomas o la inhibicion de
la sintesis de ADN. Aunque la crioconservacion no elimina el potencial mutagénico del DMSO,
es posible que elimine gran parte de los cambios genéticos que causa (Aronen et al. 1999),
pudiendo ser utilizado de forma eficiente en los protocolos de conservacion en NL (Salaj et al.
2011). Los efectos perjudiciales de este compuesto podrian ser reducidos utilizando otros
crioprotectores, como el polietilenglicol o la glucosa, o una combinacion de ambos (Aronen et
al. 1999).
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V. CONCLUSIONES
A partir de este trabajo se han extraido las siguientes conclusiones:

1. El mantenimiento de cultivos embriogénicos de olivo durante un periodo prolongado de
tiempo (8 afios) provocé un aumento de la tasa de multiplicacion y un cambio en el patrén de
proliferacién, con una disminucion de la produccion de ES en estadios avanzados de desarrollo.

2. El tiempo de cultivo afectd de forma negativa al desarrollo de ES en medio de
maduracion y disminuy6 la capacidad de germinacién de los embriones formados, lo que
provocO un descenso significativo del potencial de regeneraciéon. Aunque los ES obtenidos a
partir de los cultivos mantenidos durante mas tiempo dieron lugar a mas brotes por ES
germinado, las plantulas obtenidas fueron mas pequefias. Las plantas regeneradas a partir de
cultivos mantenidos en medio de proliferacion durante diferentes periodos de tiempo no
presentaron diferencias significativas en su comportamiento en las fases de multiplicacion,
enraizamiento y aclimatacion; aunque los tallos procedentes de las lineas embriogénicas mas
jévenes dieron lugar a brotes axilares de mayor longitud durnate la fase de elongacion.

3. La técnica de vitrificaciobn en gota sobre tiras de aluminio se mostr6 adecuada para
crioconservar ES de olivo, estableciéndose el tiempo de incubacién en PVS2 en 30 min.

4. La tasa de recuperacion de los cultivos después de la crioconservacion se vio
significativamente afectada por el método de cultivo, en medio liquido o medio sélido, la fase de
crecimiento del cultivo y la interacciébn entre ambos factores. En general, las tasas de
recuperacion mas elevadas se consiguieron con explantos procedentes de cultivos en
suspensién. La fase de crecimiento Optima para la crioconservacion varié dependiendo del
método de cultivo: mientras que en medio solido los mejores resultados se obtuvieron con
explantos en la fase lag, en medio liquido se consiguieron al final de la fase exponencial.

5. El precultivo en medio con alta concentracion de sacarosa mejor6 significativamente la
recuperacion de los cultivos después de la crioconservacion. Los mejores resultados se
obtuvieron con explantos incubados 7 dias en medio ECO sélido suplementado con sacarosa
0,2 M, con un 100% de los cultivos recuperados seis semanas después de la descongelacion.

6. La crioconservacion no afectd negativamente a ninguna de las fases de la
embriogénesis somatica, a pesar de existir una importante influencia del genotipo. La inclusién
del tratamiento con sacarosa 6ptimo tampoco tuvo una influencia negativa sobre ninguna de las
etapas del proceso. De hecho, los cultivos crioconservados después del precultivo con
sacarosa presentaron un potencial de regeneracion significativamente mas elevado que los
cultivos control, no crioconservados. Las plantas regeneradas a partir de cultivos
crioconservados, sin 0 con tratamiento previo con sacarosa, no presentaron diferencias con las
plantas control durante las fases de elongacion, enraizamiento y aclimatacion.

7. La aplicabilidad del protocolo de crioconservacion establecido se demostré en diez
lineas embriogénicas de caracteristicas diferentes. En algunos casos fue necesaria la inclusion
de un pretratamiento con sacarosa para conseguir porcentajes de recuperacion del cultivo
aceptables. No obstante, aun se requiere optimizacion adicional para mejorar los resultados
obtenidos en una de las lineas testadas.

8. El ensayo con FDA revel6 dos patrones de tincion diferentes: una fluorescencia tenue y
de amplia distribucién que desaparecia poco después de la descongelacién y una fluorescencia
especifica, cuya frecuencia normalmente aumentaba con el tiempo. Estos resultados nos llevan
a proponer que solo cuando el estado metabdlico de la célula es el definitivo, las
determinaciones de viabilidad celular mediante FDA pueden ser consideradas fidedignas.

9. La comparacion morfolégica de plantas de olivo regeneradas via embriogénesis
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somatica con plantas control procedentes de semilla permitié la identificacion de 14 fenotipos
variantes. Todos los parametros evaluados (frecuencia de aparicién de los fenotipos variantes,
porcentaje de fenotipos variantes, porcentaje de plantas con fenotipos variantes y nimero de
fenotipos variantes acumulados por planta) se vieron afectados de forma significativa por el
genotipo y la edad del cultivo. El analisis biométrico puso de manifiesto variaciones en la forma
de crecimiento de las plantas regeneradas. El andlisis genético mediante marcadores RAPDs
permitid detectar variacion genética entre individuos procedentes de una misma linea
embriogénica. Esta diversidad aparecié en mayor grado en las plantas procedentes de cultivos
mantenidos durante 8 afios.

10. La crioconservacion, sin o con tratamiento previo con sacarosa, no dio lugar a nuevos
fenotipos variantes. Ninguno de los pardmetros evaluados (frecuencia de aparicion de los
fenotipos variantes, porcentaje de fenotipos variantes, porcentaje de plantas con fenotipos
variantes y numero de fenotipos variantes acumulados por planta) se vio afectado de forma
significativa por este proceso, ni por el precultivo con sacarosa. El andlisis con marcadores
RAPDs permiti6 detectar variacion genética en plantas de olivo procedentes de cultivos
crioconservados, sin 0 con tratamiento previo con sacarosa. El nimero de individuos que
presentaron variaciones fue mas elevado en los cultivos crioconservados después de un
precultivo con sacarosa.
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