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Presentacion

La Sociedad Espafiola de Cultivo In Vitro de Tejidos Vegetales (SECIVTYV) invita
a participar en la “XII Reunién de la SECIVTV” que tendra lugar en Madrid entre
los dias 13 y 15 de Septiembre de 2017, organizada conjuntamente por el Centro de In-
vestigaciones Biologicas del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CIB-
CSIC) y la Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronémica, Alimentaria y de
Biosistemas de la Universidad Politécnica de Madrid (ETSIAAB-UPM). Bajo el lema
“Plantas In Vitro para el Futuro”, la reunion tratara los temas mas actuales en la in-
vestigacion del cultivo in vitro vegetal, mediante Conferencias Plenarias, Ponencias In-
vitadas, Sesiones Cientificas Orales y Posters. El congreso reunira expertos sobre las
siguientes areas tematicas: Totipotencia celular, Organogénesis y regeneracion, Em-
briogénesis in vitro, Micropropagacion, Conservacion y crioconservacion in vitro, Apli-
caciones del cultivo in vitro en mejora vegetal, Estabilidad genética y epigenética,
Transformacion, Protoplastos, Biofactorias, Metabolitos secundarios y Avances tecno-
l6gicos en cultivo in vitro. Ademas habra una sesion especial sobre Ciencia y empresa,
el reto de la transferencia del conocimiento al sector productivo del cultivo in vitro.

En nombre de la SECIVTYV, animamos a participar activamente a todos los interesa-
dos en el cultivo in vitro de plantas, cientificos, empresas, jovenes investigadores,
miembros y no miembros de la SECIVTV.

El Comité Organizador

Pilar S. Testillano (CIB-CSIC), Presidenta
Carmen Martin (ETSIAAB-UPM), Vicepresidenta
Elena Gonzalez Benito (ETSIAAB-UPM)

Maria del Carmen Risuefo (CIB-CSIC)
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Presentation

The Spanish Society of Plant In Vitro Culture (SECIVTYV) invites to participate
in the “XII Congress of the SECIVTV” which will be held in Madrid, from 13th to
15th September 2017. It will be jointly organized by the Biological Research Center
of the National Research Council (CIB-CSIC) and the Higher Technical School of
Agronomic, Alimentary and Biosystems Engineering of the Polytechnic University
of Madrid (ETSIAAB-UPM). Under the main topic of “Plants In Vitro for the Fu-
ture”, the meeting will address the current hot topics in the field of plant in vitro cul-
ture through Plenary and Invited Lectures, and Scientific Sessions of oral
communications and posters. The congress will bring together experts on the follo-
wing scientific topics: Cell totipotency, Organogenesis and regeneration. /n vitro
embryogenesis, Micropropagation, Conservation and cryoconservation in vitro, Apli-
cations of in vitro culture to plant breeding, Genetic and epigenetic stability, Trans-
formation, Protoplasts, Biofactories and secondary metabolites, and Technological
advances in in vitro culture. Moreover, there will be a special session on Science and
Companies: The challenge of the transfer of knowledge to the productive sector of
in vitro culture.

On behalf of the SECIVTYV, we encourage all people interested in plant in vitro cul-
ture, researchers, companies, young scientists, members and non-members of the SE-
CIVTYV, to participate in the meeting.

The Organizing Committee

Pilar S. Testillano (CIB-CSIC), President

Carmen Martin (ETSIAAB-UPM), Vice-president
Elena Gonzalez Benito (ETSIAAB-UPM)

Maria del Carmen Risuefo (CIB-CSIC)
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PROGRAMA DETALLADO

Miércoles 13 de septiembre

12:30 h Entrega de documentacion
14:30 h Inauguraciéon
14:45 h Conferencia plenaria inaugural

Klaus Palme (Freiburg University, Germany)
“4D-high-resolution phenotyping of single cells and organs enables systems
biology insights into cell differentiation”

15:45h Sesion Cientifica I: “Totipotencia, organogénesis y embriogénesis”
Moderadores: Jorge Canhoto (Univ. Coimbra, Portugal),
M? Carmen Risuefio (CIB-CSIC)

15:45h Charla Invitada:
Miguel A. Moreno-Risueiio (CBGP, UPM-INIA, Montegancedo,
Madrid)
“Regulation of organogenesis and tissue patterning during
postembryonic development of Arabidopsis roots”

16:15h Comunicacion oral
Yolanda PEREZ-PEREZ, Maria Teresa SOLIS,
Ahmed A. EL-TANTAWY, Marta PITARCH,
Aurelio GOMEZ-CADENAS, Maria C. RISUENO,
Pilar S. TESTILLANO (CIB, CSIC, Madrid, Univ. Jaume I, Castellon)
“Auxin biosynthesis and transport are required for stress-indu-
ced microspore embryogenesis whereas the gametophytic path-
way progresses with decreasing auxin in rapeseed and barley”

16:30 h Comunicacion oral
Marina CARRASCO ACOSTA, Robaina R.R.,
Pilar GARCIA-JIMENEZ (Univ. Las Palmas)
“Establecimiento de cultivos celulares de fanerogamas marinas”

16:45h  CAFE Y POSTERS
17:45h Discusion de posters de Sesion I

19:15h Cocktail de bienvenida

17
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Jueves 14 de septiembre

08:30 h Conferencia Plenaria
Joachim Keller (IPK, Gatersleben, Alemania)
“Ultra-cold but alive — achievements, chances and problems of plant cryo-
preservation”

09:30 h Sesion Cientifica II: “Conservacion, estabilidad y mejora”
Moderadores: Isabel Arrillaga (Univ. Valencia),

09:30 h

10:00 h

10:15h

11:15h

11:30 h

Fernando Pliego (Univ. Mélaga)

Charla Invitada

Fernando Pliego (Univ. Malaga)

“Aproximaciones biotecnologicas a la mejora de olivo para in-
ducir resistencia a Verticilosis”

Comunicacién oral

Marian MORCILLO, Lorena PONCE, Maria CANO,

Leonardo ORLANDO, Alex ALBORCH, Eva CANIZARES,
Juan BAUTISTA PERIS, Juan SEGURA, Mariano TORIBIO,
Isabel ARRILLAGA (Univ. Valencia, IMIDRA, Alcala de Henares)
“Estimacion de la eficacia de tratamientos elicitores para la in-
duccion de tolerancia a estrés bidtico en Quercus ilex L.”

CAFE Y POSTERS

Comunicacion oral

Miguel F. GARAVELLOQ; Pablo ALEZA GIL (IVIA, Valencia)
“Analisis genético de granos de polen de Lima Mexicana cul-
tivados in vitro con marcadores SSR (Simple Sequence Repeat)
y SNP (Single Nucleotide Polymorphism)”

Discusion de posters de Sesion 11

12:30 h COMIDA Y POSTERS

14:30 h Sesion Cientifica I1I: “Transformacion y biofactorias”
Moderadores: Lorenzo Burgos (CEBAS, CSIC; Murcia),

M? Angeles Pedrefio (Univ. Murcia)

18
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14:30 h Charla Invitada
Francisco Canovas (Univ. Mélaga)
“Transgénesis y nutricion nitrogenada en coniferas”

15:00 h Charla Invitada
M?* Angeles Pedrefio (Univ. Murcia)
“Biofactorias celulares para la produccion de metabolitos se-
cundarios”

15:30 h Comunicacion oral
Carmen MARTIN-PIZARRO, David POSE (IHSM La Mayora,
CSIC-Univ Malaga)
“Genome editing of the octoploid Fragaria X ananassa using
the CRISPR/Cas9 system”

15:45h Comunicacion oral
Vanesa CANO, Elena CORREDOIRA, Teresa MARTINEZ,
José Luis COUSELO, Antonio BALLESTER, Elena VARAS,
Mariano TORIBIO, M* Carmen SAN JOSE (IIAG-CSIC,
Santiago de Compostela, Univ. Vigo, EFA-Pontevedra,
IMIDRA, Alcala de Henares)
“Transformation of Quercus suber somatic embryos with a
gene encoding a thaumatin-like protein”

16:00h  CAFEY POSTERS
17:00 h Discusion de posters de Sesion I11
18:15h Asamblea SECIVTV

21:00 h Cena del Congreso

Viernes 15 de septiembre

09:00 h Sesion especial: “Ciencia y empresa, el reto de la transferencia del cono-
cimiento al sector productivo”
Moderador: Francisco Canovas (Univ. Malaga)
Ponentes:
* Francisco Canovas (Univ. Malaga)
e Lorenzo Garcia (COTEVISA, Valencia)
e Inés Mataix (INVISA Biotecnologia Vegetal, Murcia)
¢ Gonzaga Ruiz de Gauna (BIOVEGEN, Plataforma Tecnoldgica de Bio-
tecnologia Vegetal, Madrid)

19
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10:15h

11:00 h

12:00 h

12:30 h

16:15h

CAFE Y POSTERS

Conferencia Plenaria
Salomé Pais (Univ. Lisboa, Portugal)
“In vitro plant cell culture. A challenge for the future?”

Sesion Cientifica I'V: “Micropropagacion y avances tecnolégicos”
Moderadores: Teresa Cruz Bacallado (Cultesa, Tenerife)

12:00 h

Juan Segura (Univ. Valencia)

Charla Invitada

Ana Pelacho (Univ. Lleida)

“Agricultura, contaminacion ambiental por pldsticos, ;cultivo
in vitro?”

COMIDA Y POSTERS

14:15h

14:45 h

15:00 h

15:15h

Clausura

Charla Invitada
Juan Segura (Univ. Valencia)
“Retos actuales en micropropagacion”

Comunicacion oral

Verénica CODESIDO SAMPEDRO, Salvatore CASANO,
Stefan MEYER (Parque Cientifico y Tecnologico, Cordoba)
“Cultivo in vitro low cost: maximizando la productividad”

Comunicacion oral

Diego GAGO MESEJO, Anxela ALDREY VILLAR,

Beatriz CUENCA VALERA, Conchi SANCHEZ FERNANDEZ,

Angeles BERNAL PITA DA VEIGA, Nieves VIDAL GONZALEZ

(Univ. La Coruiia, [TAG-CSIC, Santiago de Compostela, TRAGSA-

Orense)

“Efecto del aporte de sacarosa sobre el crecimiento y el estado
fisiologico de brotes de especies lefiosas cultivadas in vitro”

Discusién de posters de Sesion IV

20
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DETAILED PROGRAM

Wednesday 13™ September

12:30 h Registration
14:30 h Opening Ceremony
14:45h Opening Plenary Lecture

Klaus Palme (Freiburg University, Germany)
“4D-high-resolution phenotyping of single cells and organs enables systems
biology insights into cell differentiation”

15:45 h Scientific Session I: “Totipotency, organogenesis and embryogenesis”
Chairpersons: Jorge Canhoto (Univ. Coimbra, Portugal),
M? Carmen Risuefio (CIB-CSIC)

15:45h Invited Lecture
Miguel A. Moreno-Risuefio (CBGP, UPM-INIA, Montegancedo,
Madrid)
“Regulation of organogenesis and tissue patterning during pos-
tembryonic development of Arabidopsis roots”

16:15h Oral communication
Yolanda PEREZ-PEREZ, Maria-Teresa SOLIS,
Ahmed A. EL-TANTAWY, Marta PITARCH,
Aurelio GOMEZ-CADENAS, Maria C. RISUENO,
Pilar S. TESTILLANO (CIB, CSIC, Madrid, Univ. Jaume I, Castellon)
“Auxin biosynthesis and transport are required for stress-indu-
ced microspore embryogenesis whereas the gametophytic path-
way progresses with decreasing auxin in rapeseed and barley”

16:30 h Oral communication
Marina CARRASCO ACOSTA, Robaina R.R.,
Pilar GARCIA-JIMENEZ (Univ. Las Palmas)
“Establecimiento de cultivos celulares de fanerogamas marinas”

16:45h COFFEE AND POSTERS

17:45h Poster Discussion of Session I

19:15 h Welcome Cocktail

21
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Thursday 14" September

08:30 h Plenary Lecture
Joachim Keller (IPK, Gatersleben, Germany)
“Ultra-cold but alive — achievements, chances and problems of plant cryo-
preservation”

09:30 h Scientific Session II: “Conservation, stability and breeding”

Chairpersons: Isabel Arrillaga (Univ. Valencia),

09:30 h

10:00 h

10:15h

11:15h

11:30 h

Fernando Pliego (Univ. Malaga)

Invited Lecture

Fernando Pliego (Univ. Malaga)

“Biotechnological approaches in olive breeding to induce
Verticillium wilt resistance”

Oral communication

Marian MORCILLO, Lorena PONCE, Maria CANO,

Leonardo ORLANDO, Alex ALBORCH, Eva CANIZARES,
Juan Bautista PERIS, Juan SEGURA, Mariano TORIBIO,

Isabel ARRILLAGA (Univ. Valencia, IMIDRA, Alcala de Henares)
“Estimacion de la eficacia de tratamientos elicitores para la in-
duccion de tolerancia a estrés biotico en Quercus ilex L.”

COFFEE AND POSTERS

Oral communication

Miguel F. GARAVELLOQ; Pablo ALEZA GIL (IVIA, Valencia)
“Analisis genético de granos de polen de Lima Mexicana cul-
tivados in vitro con marcadores SSR (Simple SequenceRepeat)
y SNP (Single Nucleotide Polymorphism)”

Poster Discussion of Session I1

12:30 h LUNCH AND POSTERS

14:30 h Scientific Session III: “Transformation and Biofactories”
Chairpersons: Lorenzo Burgos (CEBAS, CSIC, Murcia),

M? Angeles Pedrefio (Univ. Murcia)

22
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14:30 h Invited Lecture
Francisco Canovas (Univ. Malaga)
“Transgenesis and nitrogen nutrition in conifers”

15:00 h Invited Lecture
M? Angeles Pedrefio (Univ. Murcia)
“Cell biofactories for secondary metabolites production”

15:30h Oral communication
Carmen MARTIN-PIZARRO, David POSE (IHSM La Mayora,
CSIC-Univ Malaga)
“Genome editing of the octoploid Fragaria X ananassa using
the CRISPR/Cas9 system”

15:45h Oral communication
Vanesa CANO, Elena CORREDOIRA, Teresa MARTINEZ,
José Luis COUSELO, Antonio BALLESTER, Elena VARAS,
Mariano TORIBIO, M?* Carmen SAN JOSE (ITAG-CSIC,
Santiago de Compostela, Univ. Vigo, EFA-Pontevedra, IMIDRA,
Alcala de Henares)
“Transformation of Quercus suber somatic embryos with a
gene encoding a thaumatin-like protein”

16:00 h COFFEE AND POSTERS
17:00 h Poster Discussion of Session II1
18:15h SECIVTY General Assembly

21:00 h Congress Dinner

Friday 15" September

9:00 h Special Session: “Science and Companies: The challenge of the transfer
of knowledge to the productive sector”
Chairperson: Francisco Canovas (Univ. Malaga)
Speakers:
* Francisco Canovas (Univ. Mdlaga)
e Lorenzo Garcia (COTEVISA, Valencia)
* Inés Mataix (INVISA Biotecnologia Vegetal, Murcia)
* Gonzaga Ruiz de Gauna (BIOVEGEN, Plataforma Tecnolégica de Bio-
tecnologia Vegetal, Madrid)
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10:15h

11:00 h

12:00 h

12:30 h

16:15h

COFFEE AND POSTERS

Plenary Lecture
Salomé Pais (Univ. Lisboa, Portugal)
“In vitro plant cell culture. A challenge for the future?”

Scientific Session I'V: “Micropropagation and technological advances”
Chairpersons: Teresa Cruz Bacallado (Cultesa, Tenerife)
Juan Segura (Univ. Valencia)

12:00 h Invited Lecture
Ana Pelacho (Univ. Lleida)
“Agriculture, environmental contamination, in vitro culture?

LUNCH AND POSTERS

14:15h Invited Lecture
Juan Segura (Univ. Valencia)
“Present Challenges in Micropropagation”

14:45 h Oral communication
Verénica CODESIDO SAMPEDRO, Salvatore CASANO,
Stefan MEYER (Parque Cientifico y Tecnologico, Cordoba)
“Cultivo in vitro low cost: maximizando la productividad”

15:00 h Oral communication
Diego GAGO MESEJO, Anxela ALDREY VILLAR,
Beatriz CUENCA VALERA, Conchi SANCHEZ FERNANDEZ,
Angeles BERNAL PITA DA VEIGA,
Nieves VIDAL GONZALEZ (Univ. La Coruiia, ITAG-CSIC,
Santiago de Compostela, TRAGSA- Orense)
“Efecto del aporte de sacarosa sobre el crecimiento y el estado
fisiologico de brotes de especies lefiosas cultivadas in vitro”

15:15h Poster Discussion of Session IV

Closing

24
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PL1
4D-high-resolution phenotyping of single cells and organs

enables systems biology insights into cell differentiation

Klaus PALME®™

! Center for Systems Biology, Faculty of Biology, University of Freiburg (Germany)

E-mail of contact: klaus.palme@biologie.uni-freiburg.de

Understanding the cellular mechanisms that direct organ growth in response to
internal and environmental cues is a major challenge for plant biology. Although
numerous studies have provided insight into the regulatory networks that direct organ
growth and shape, surprisingly little is known about how cells and organs develop in
three-dimensional space. To understand the cellular mechanisms that direct organ
growth of plants in response to internal and environmental cues, large-scale methods
have been developed for a quantitative analysis of cells and organs in situ. An
advanced fully robotized imaging pipeline allows us to accurately visualize how
single cells reprogram and differentiate into tissues and organs. An intrinsic root
coordinate system enables a direct quantitative comparison between root tips at single
cell resolution. Even subtle changes in cell division patterns within the root apical
meristem can be monitored.
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Ultra-cold but alive — achievements, chances and problems of
plant cryopreservation

E. R. Joachim KELLER®

! Genebank Department, Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK), Cor-
rensstrasse 3, D-06466 Seeland OT Gatersleben, Germany

E-mail of contact: keller@ipk-gatersleben.de

Cryopreservation is the safest method to store plant germplasm for long time periods.
It is most important for vegetatively propagated material and species with recalcitrant
seeds, but it is also used for short-living orthodox seeds and pollen. Despite the fact
that there are well-established methods for some main crop species, the need is
evident of further research on fundamental and applied physico-chemical,
physiological and genetic aspects.

Cryopreservation has been established in IPK since 1997. The genebank focuses on
shoot tip cryopreservation of three main crops, namely potato, garlic and mint, and
storage of A/lium pollen. Recently, the number of accessions in storage amounts to
more than 1950. Methods were adopted and further developed for this material.
Investigations were conducted on positive effects of cold pretreatments and the
influence of stress factors in various steps of the cryo-procedures. Tissue water plays
a major role in cooling and warming processes. This was investigated by Differential
Scanning Calorimetry. Ice crystallization is a major obstacle for maintenance of intact
cell structure. Cryo-microscopy visualized freezing-thawing and vitrification
processes. It was usable for pollen and thin translucent tissue. Genetic questions
concern genes involved in stress responses, recovery processes and genetic stability.
Conclusions from well-established systems to new ones (related species or alternative
target tissue) are not always easy. The ubiquitous presence of microorganisms
(endophytes) in all tissue types induces the need to work on cryopreservation of more
complex living systems. Finally, economical aspects are important for broader
utilization of cryopreservation, which was investigated in a model case of garlic
cryopreservation. As major research results can be attained only with collaboration,
some examples are given. Concluding the matter, some general features of
cryopreservation are summarized.
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In vitro Plant Cell Culture: A Challenge for the future?

Maria Salomé S. PAIS®

! Academia das Ciéncias de Lisboa; Biosystems and Integrative Sciences Institute (BiolSI). R. da Aca-
demia das Ciéncias, 19, 1249-122, Lisboa, Portugal

E-mail of contact: msalomepais@acad-ciencias.pt; msalomepais@gmail.com

The concept of in vitro plant cell culture comes back to 1902 with Haberlandt,
immediately followed by Kolte & Robins that successfully cultured roots and stem
tips. Attemps allowed Went (1926) to discover the plant growth hormone (IAA),
followed by Skoog & Miller (1955) showing that kinetin, they discovered, act as a
cell division hormone and that organ formation depends on the balance
auxin/cytokinin. Discover of how to isolate protoplasts by Cocking (1960), enabled
Takebe et al. (1971) to regenerate, for the first time, entire plants from them. A mark
in the future of plant cell culture and of its impact on crop improvement arrived in
1977 with Chilton et al. (1977) that successfully integrated Ti plasmid DNA from
Agrobacterium tumefaciens in plants, this discovery being the base of plant
biotechnology. The in vitro plant cell culture achievements found their application in
agriculture, floriculture, forestry, biodiversity preservation as well as in cosmetic and
pharmaceutical industry. But it was with Horsh et al. (1984) that tobacco was the first
plant (transgenic) to be engineered with A. tumefaciens and the first GENETICALLY
MODIFIED CROP (GMC) was produced in USA (1996). Genetic transformation
technology relies on the technical aspects of plant tissue culture and molecular
biology. From 1996 to 2012, the cultivation of GMCs spread across the world, with
more than 17 million farmers across 28 nations planting GMCrops.

Theoretically it should be possible to have an horizon of solutions for improving
crops, the quality of products and human welfare. In the world we are leaving with
increased air pollution, global changes, increased ecological footprint, increased
levels of phosphorous and nitrogen in soils, iodine deficiency and crops yield growth
slowing down about 40% compared to the green revolution, malnutrition, obesity and
chronic diseases, the challenge by 2050, includes food production, food security,
ability to cope with harmful effects of global changes and corresponding effects. In
a changing world, to provide sustainable long term solutions scientists must make
use of all available resources and developments generated by Plant Cell Culture,
OMICS, Plant Biotechnology, Synthetic Biology and Gene Editing.
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Regulation of organogenesis and tissue patterning during
postembryonic development of Arabidopsis roots

Miguel-Angel MORENO-RISUENQ®, Estefano BUSTILLO AVENDANO®,
Juan PERIANEZ-RODRIGUEZ®, Alvaro SANCHEZ-CORRIONERO®,
Sergio IBANEZ®, Jose Manuel PEREZ-PEREZ®, Juan C. DEL POZO™

! Center for Plant Biotechnology and Genomics (UPM-INIA), Department of Biotechnology and
Plant Biology, Universidad Politécnica de Madrid, Pozuelo de Alarcon, Madrid, Spain.
2 Instituto de Bioingenieria, Universidad Miguel Hernandez, Elche, Spain.

E-mail de contacto: miguelangel.moreno@upm.es

Plants develop continuously through the formation and growth of organs.
Organogenesis after embryogenesis starts with the formation of organ founder cells,
which have the developmental potential —pluripotency-of giving rise to all distinct
tissues which make up an organ. Positioning and specification of root organ founder
cells is dependent on oscillating gene expression, which is part of a developmental
clock, the Lateral Root Clock. To gain further insight into morphogenetic regulators
of oscillating gene expression and founder cell specification we have generated plants
carrying specific cell identity markers and have performed a mutagenesis screen. In
one of these mutants, which we named potent, many pericycle cells change their
identity becoming organ founder cells, which results in overproduction of lateral
roots. POTENT is degraded by auxin and interacts with oscillating transcription
factors, functioning as a transcriptional repressor. Our results indicate that POTENT
integrates auxin signaling into oscillating gene expression through a double repression
mechanism to set the pace of organ founder cell positioning.

New organ formation also occurs as part of body regeneration mechanisms. Regenera-
tion of new root organs from plant aerial cuttings can occur naturally without exogenous
hormone supplementation. We have investigated the developmental changes occurring
during rooting of leaves using Arabidopsis thaliana as a model. Our results show that
cytokinin and auxin signaling leads to proliferation of vascular-associated tissues, pri-
marily those expressing the JO121 marker, to form a mass of cells with rooting compe-
tence which we termed morphogenic microcallus. Morphogenic microcallus does not
show all markers observed in exogenously hormone-induced callus and precedes spe-
cification of postembryonic root founder cells. We also found that de novo root initiation
and patterning of adventitious roots requires stem cell regulators, as mutant combina-
tions of these factors show abnormal vascular and ground tissue specification with re-
duced number of cell layers. Our work highlights key stages required for rooting leaves
and identifies factors primarily involved in their regulation, providing a developmental
framework for understanding de novo organ formation in plants.
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Aproximacion biotecnoldgica a la mejora de olivo para
inducir resistencia a Verticilosis
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Nuestro grupo de trabajo esta abordando la mejora genética del olivo por métodos
biotecnologicos. Inicialmente, esta mejora se ha enfocado hacia el acortamiento del
periodo juvenil, mediante transformacion con el gen M¢FT, para acelerar los
cruzamientos (FAST TRACK BREEDING) e introducir, en olivo cultivado, genes
de resistencia a Verticilosis presentes en olivo silvestre. Se han obtenido varias lineas
transgénicas, dos de las cuales mostraron floracion in vitro, asi como en condiciones
de invernadero. Tras polinizaciéon manual, se han obtenido algunos frutos y en la
actualidad se estan germinando las semillas. En una aproximacion paralela, se esta
evaluando el efecto de distintos genes en la resistencia a Verticilosis: a) gen afp de
Aspergillus niger, cuya proteina muestra una potente actividad antifingica frente a
hongos filamentosos; b) gen AtNPRI, que juega un papel crucial en la respuesta de
la planta a patogenos mediada por salicilato y ¢) gen Vel de tomate, implicado en la
resistencia al patotipo no defoliante de Verticillium dahliae. En la actualidad, se
dispone de varias lineas transgénicas de las 3 construcciones y se estan regenerando
plantas para evaluar su comportamiento frente a este patdogeno. Asimismo, se ha
abordado la regeneracion in vitro del genotipo de olivo silvestre Stop Vert, resistente
a Verticilosis, mediante proliferacion de yemas axilares y via embriogénesis somatica;
se han obtenido plantas mediante ambas rutas y se esta evaluando su estabilidad
genética. Finalmente, y como ultima estrategia, se esta investigando la tolerancia a
concentraciones crecientes del filtrado crudo de Verticillium dahliae en lineas
embriogénicas procedentes de semillas del cv. susceptible Picual y del cv. Frantoio,
con tolerancia parcial a Verticilosis.

Financiado por:

Proyecto AGR-7992 (P11-Junta de Andalucia)
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Transgénesis y nutricion nitrogenada en coniferas
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Las especies forestales juegan un papel crucial en el equilibrio global de los
ecosistemas. Las plantas de interés forestal tienen también gran importancia
econdmica en la produccion de madera, pulpa de papel, biocombustibles y una gran
variedad de resinas y metabolitos secundarios.

Las actividades investigadoras de nuestro grupo estan dirigidas a conocer cémo el
uso eficiente de los nutrientes nitrogenados determina el desarrollo vascular y la acu-
mulacion de biomasa en arboles. La economia del nitrégeno (N) tiene especial rele-
vancia en especies arboreas que poseen ciclos de vida largos con periodos estacionales
de crecimiento y desarrollo durante muchos afios. Como modelo experimental utili-
zamos pino maritimo (Pinus pinaster L. Aiton), la conifera de mayor importancia
econdmica y ecoldgica en el sur de Europa y también uno de los modelos mas avan-
zados en estudios de genomica forestal. En colaboracion con otros grupos, en el marco
de los proyectos europeos Sustainpine y ProCoGen, hemos puesto en marcha una
plataforma tecnoldgica para la realizacion de estudios funcionales de genes en coni-
feras via embriogénesis somatica. Se han generado lineas transgénicas (sobre-expre-
sion y silenciamiento) para genes implicados en el metabolismo del N, entre los que
se incluyen algunos relacionados con el metabolismo de aminoéacidos. Actualmente
estamos explorando las propiedades moleculares, regulacion molecular y localizacion
subcelular de las enzimas implicadas en la biosintesis de aminoacidos esenciales para
la economia del N de las coniferas. Se presentara y discutird una vision general de
este programa de investigacion.

Financiado por:

BIO2015- 69285-R, BI02012-0474 y Grupo de investigacion PAIDI BIO-114.
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Biofactorias celulares para la produccion de metabolitos secundarios
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La produccion de compuestos bioactivos mediante la utilizaciéon de sistemas
biotecnoldgicos constituye un area emergente y de gran potencial ya que representa
una alternativa a los procesos clasicos de extraccion. Una de estas alternativas
biotecnologicas consiste en el empleo de cultivos celulares vegetales. Tras mas de
diez afios de investigaciones, muchos de los retos ligados al cultivo de células
vegetales en biorreactores, han sido alcanzados. Sin embargo, el gran problema que
plantean es el bajo nivel de produccion alcanzado por unidad de biomasa (en el rango
de 1-100mg/L) que, en ocasiones, es inferior al nivel de acumulacion de estos
metabolitos en los tejidos especializados de la planta. Este bajo nivel de produccion
depende factores inherentes de la linea celular y de la optimizacion del medio y de
las condiciones de cultivo. Ademas, existen estrategias que permiten incrementar los
niveles de produccion de un metabolito en particular, rentabilizando su proceso de
produccion a gran escala. Entre ellas destacan la elicitacion y la ingenieria metabdlica.
Partiendo de nuestra experiencia previa con suspensiones celulares de vid para pro-
ducir trans-resveratrol, los principales escollos para la utilizacion de este cultivo ce-
lular como biofactoria han sido superados ya que el metabolito se produce a alto nivel
(>2000 mg/L) bajo unas condiciones especificas de elicitacion (Pedrefio et al, 2003,
2009) reproducibles y controladas. Ademas, el metabolito se secreta y se acumula en
el medio de cultivo resultando facil el proceso de recuperacion. Utilizando esta tec-
nologia hemos sido capaces de mejorar la produccion de metabolitos utilizando ci-
clodextrinas, solas o combinadas con otros compuestos inductores que resultan muy
eficaces para estimular la produccion de alcaloides, sesquiterpenos, carotenoides, fi-
toesteroles y tocoferoles en cultivos celulares de diferentes especies de plantas.

Por otra parte, conociendo las rutas de biosintesis de estos compuestos bioactivos y
mediante el uso de aproximaciones gendmicas y transcriptomicas se han disefiado
procedimientos de transformacién para sobre-expresar genes que codifican enzimas
claves de la biosintesis de estos compuestos bioactivos.

Referencias:

PEDRENO et al. 2003, W02003062406A 1. PEDRENO et al. 2009, W0O2009106662A1.

Financiado por:

Este trabajo de investigacion ha sido financiado por el “Programa de Ayudas a Grupos de Ex-
celencia de la Region de Murcia, Fundacion Séneca, Agencia de Ciencia y Tecnologia de la
Region de Murcia” (Proyecto 19876/GERM/15) y por el Ministerio de Economia y Compe-
titividad (Proyecto BI02014-51861-R).
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Agricultura, contaminacion ambiental por plasticos, ; cultivo in vitro?
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El término pléstico engloba una gran familia de productos de base polimérica diversa
aditivados con cantidades menores de otros compuestos que otorgan propiedades
unicas y diversas y los adaptan a su uso final especifico. En agricultura se empezaron
a utilizar como sustitutivos del vidrio en invernaderos, y poco después masivamente
en tineles y sobre todo como acolchados, asi como en infinidad de otras aplicaciones.
Para muchos cultivos horticolas, en ambientes con restricciones climaticas de cultivo,
y mas aun en agricultura ecoldgica, son insustituibles por los beneficios que
proporcionan, a lo que contribuyen su bajo coste y su durabilidad. Sin embargo, estas
caracteristicas se han convertido también en el principal problema: al finalizar los
cultivos, los acolchados plasticos fragmentados y mezclados con el suelo y restos de
material vegetal son dificiles de recoger, perduran y se acumulan dispersos en el
campo durante muchos afios, contaminando el medio ambiente.

Conscientes de esta situacion, desde hace unos afios se desarrollan plasticos biode-
gradables con el objetivo de que sus fragmentos puedan ser incorporados al suelo
agricola tras recoger los cultivos para los que se utilizan; una buena alternativa para
evitar la contaminacion por polietileno que sin embargo plantea interrogantes. ;Se
degradan totalmente los plasticos en el suelo? ;Se degradan también los aditivos y
los plastificantes? ;Coémo se produce la biodegradacion? ;Qué moléculas interme-
diarias se liberan? ;Afecta la composicion de los plésticos, por su degradacion, al
equilibrio de la flora bacteriana del suelo? ;Y a los cultivos que se instalan sobre un
suelo en el que se estan degradando los acolchados? En tanto en cuanto la cantidad
de estos materiales en el suelo es pequeia se viene dando respuesta satisfactoria a la
mayoria de estas cuestiones y no se espera que produzcan efectos indeseables. Sin
embargo, conforme va incrementandose su uso también puede aumentar su acumu-
lacion, haciendo necesario identificar y considerar efectos y umbrales.

En linea con ello, la industria dispone de normas para asegurar la idoneidad de los ma-
teriales, incluyendo los acolchados plasticos biodegradables, y que determinan aspectos
asociados a la posible toxicidad de los mismos sobre distintos tipos de organismos. En
el caso de las plantas estas normas se limitan habitualmente a evaluar el efecto de los
materiales fabricados sobre la germinacion en placa Petri y las primeras etapas del desarrollo
en macetas en invernadero, resultando muy cuestionable que estos ensayos permitan
identificar el efecto de los compuestos liberados por la degradacion de los plasticos a lo
largo del ciclo agricola: la germinacion es un proceso independiente del desarrollo pos-
terior de la planta y buena parte de los cultivos horticolas se instalan como plantulas. El
cultivo in vitro se ha revelado como una tecnologia muy flexible, cuyas condiciones per-
miten superar estas limitaciones e identificar efectos de los compuestos liberados por
los plasticos biodegradables, tanto individualmente como en un pool de composicion
multiple e indefinida resultante de la degradacion parcial del material, sobre el desarrollo
de especies que habitualmente se cultivan en acolchado. Presentaremos los resultados
mas recientes realizados con varios acolchados biodegradables, asi como otros indicati-
vos del impacto que pueden tener estos materiales plasticos de uso agricola.
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Retos actuales en micropropagacion
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Es indudable que la micropropagacion continua siendo la aplicacion mas importante
e inmediata de la tecnologia del cultivo in vitro de células y tejidos vegetales. Sin
embargo, y pese a los éxitos conseguidos, ninguna de las cuatro etapas en que se
acostumbra a dividir la propagacion in vitro de las plantas esta exenta de problemas;
en algunos casos, estos problemas limitan drasticamente el uso generalizado de esta
tecnologia. Pese a los conocimientos adquiridos, en los Gltimos afios, utilizando
especies modelo, la falta de informacion sobre los mecanismos moleculares
implicados en las respuestas morfogénicas de las especies con mayor interés (agricola,
forestal, aromatico-medicinal u ornamental), unido a la variabilidad entre especies y
genotipos, hace que las aproximaciones experimentales utilizadas para resolver estos
problemas contintien siendo, en la mayoria de los casos, empiricas. Aunque, por el
momento, esta aproximacion metodoldgica sigue siendo necesaria, abordaré la
posible solucion de algunos de los problemas (recalcitrancia, por ejemplo) a partir
de los conocimientos actuales sobre la senalizacion de las hormonas implicadas en
el proceso. Asi mismo, discutiré tanto el papel de los nuevos abordajes experimentales
(disefio de material mediante impresoras 3D, cultivos fotoautdtrofos y Biorreactores)
como el del microbioma vegetal en el proceso de micropropagacion.
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Auxin biosynthesis and transport are required for stress-induced
microspore embryogenesis whereas the gametophytic pathway
progresses with decreasing auxin in rapeseed and barley
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E-mail of contact: testillano@cib.csic.es

During another development in vivo, microspores develop and follow the gametophytic
pathway to produce pollen grains. In vitro, isolated microspores can be reprogrammed
by stress, and they become totipotent cells, follow the embryogenesis program, and
produce doubled-haploid embryos and plants. Our knowledge on the involvement of
the phytohormone auxin in these two microspore pathways is very limited.

In the present study we analyzed the dynamics of the synthesis, transport and cellular
accumulations of auxin during these two microspore developmental pathways, game-
tophytic and embryogenic, in Brassica napus and Hordeum vulgare. We analyzed auxin
concentration and cellular accumulation, expression of 744/ auxin biosynthesis gene
and PIN1-like efflux carrier gene, as well as the effects in microspore embryogenesis
of inhibitors of auxin biosynthesis (Kynurenin), transport (N-1-naphthylphthalamic
acid, NPA) and action (a-(p-Chlorophenoxy) isobutyric acid, PCIB), in both species.

During the gametophytic development in vivo, endogenous auxin levels, 7447 and PINI-
like expression were high at early stages, in microspore tetrads and tapetum, while they
progressive decreased during gametogenesis in both pollen and tapetum cells. In contrast,
after stress-induced microspore reprogramming to embryogenesis, 7441 gene was up-
regulated, auxin concentration increased and accumulated in embryo cells from the first
embryogenic divisions. Kynurenin treatments decreased microspore embryogenesis ef-
ficiency, indicating that de novo auxin biosynthesis was required in this pathway. PINI-
like gene expression was also induced with microspore embryogenesis, while NPA and
PCIB impaired embryogenesis initiation and development. These results indicated that
auxin biosynthesis, polar transport and action were required for microspore embryo in-
itiation and progression, while auxin progressively diminishes during gametophytic de-
velopment, in the two species, the dicot rapeseed and the monocot barley.

Funding:

Work supported by project (AGL2014-52028-R) funded by Spanish Ministry of Economy and
Competitiveness (MINECO) and European Regional Development Fund (ERDF/ FEDER).
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Establecimiento de cultivos celulares de fanerogamas marinas
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La franja del litoral ocupada por las praderas de fanerogamas marinas coincide con
las zonas de mayor presion antrdpica, por lo que, a pesar de tener una importante
funcidn ecoldgica, estan sometidas a numerosos impactos ambientales que provocan
la regresion de las mismas. Los trabajos de cultivo in vitro, que tienen como fin la
restauracion de las praderas, tienen como objetivo la propagacion clonal de explantos
y el cultivo en condiciones asépticas de plantulas germinadas in vitro, los cuales
dependen de una pradera donante. En los ultimos afios, la aproximacion que se ha
realizado es a través de cultivos celulares con la inducciéon de embriogénesis, que
minimiza considerablemente la perturbacion en dichas praderas dado que usa poca
cantidad de material de partida. Con este objetivo, en el presente estudio se han
establecido cultivos celulares axénicos de las especies de fanerégamas marinas
Posidonia oceanica'y Cymodocea nodosa. Los cultivos de células libres, para ambas
especies, se obtuvieron mediante plasmolisis y digestion enzimatica de los explantos.
Dichos cultivos se establecieron en medio base MS suplementado con hormonas (10
*M de la auxina 2,4-D y la citoquinina BAP). Las células se desarrollaron y dieron
lugar microembriones en cultivos con diferentes reguladores de crecimiento (2,4-D,
NAA, entre otros), reductores como el glutation y sucesivas aclimataciones a la
salinidad. Se presenta como dato mas destacado que a las 9 semanas en cultivo, las
células derivaron en estructuras multicelulares.

Con la experiencia adquirida se estableceran las bases del cultivo in vitro a partir de te-
jido embrionario, para poder obtener, en un futuro, material vegetal con el que llevar a
cabo los programas de restauracion y trasplante sin recurrir a las praderas naturales.
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Analisis genético de granos de polen de Lima Mexicana
cultivados in vitro con marcadores SSR (Simple
SequenceRepeat) y SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
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El estudio de la estructura genética de los granos de polen de genotipos diploides y
euploides de citricos es de gran interés para los programas de mejora genética de
hibridos triploides obtenidos mediante hibridacion sexual. A partir de hibridaciones
sexuales entre parentales diploides se pueden obtener hibridos triploides como
consecuencia de la formacion de gametos no reducidos (gametos 2n).

En este trabajo se pretende extraer el ADN de los granos de polen individualizados
de Lima mexicana (Citrus aurantifolia Swing) cultivados in vitro y posterior ampli-
ficacion del genoma completo para realizar analisis genéticos de cada grano de polen
con multiples marcadores SSR y SNP con el objetivo de identificar la presencia de
granos de polen originados mediante gametos 2n y el mecanismo implicado en la for-
macion de los mismos. Para ello, se sembraron granos de polen in vitro y con la ayuda
de un microscopio estereoscopico se clasificaron los granos de polen en funcion de
su tamarfio, y se colocaron individualmente en tubos Eppendorf de 200 uL en los que
previamente se depositaron 0,5 puL de una solucion de SDS al 0,01%. A continuacion,
los tubos se sometieron a cinco ciclos de 5 minutos cada uno de enfriamiento a -25°C
y calentamiento a 50°C. Luego se incorpor6 a cada tubo una soluciéon tampoén com-
puesta por proteinasa K y se incubaron una hora a 54°C y 10 minutos a 95°C. Final-
mente, se amplifico el genoma de cada grano de polen mediante el REPLI-g Single
Cell Kit (Qiagenlnc.,Valencia, CA, USA) lo que nos permitié realizar analisis gené-
ticos de un solo grano de polen con varios marcadores.

Los resultados obtenidos nos han permitido identificar la presencia de granos de polen
originados a partir de gametos 2n y actualmente se estan analizando con mas marca-
dores para determinar el mecanismo implicado en su formacion.

55

S2-03



S2-04

SECIVTV 2017 Plants in vitro for the future Madrid, September 13-15, 2017

Estimacion de la eficacia de tratamientos elicitores para
la induccion de tolerancia a estrés biotico en Quercus ilex L.
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En los tltimos afios los encinares (Quercus ilex L.) de la Peninsula Ibérica estan sufriendo
un decaimiento general, conocido como “la seca”, provocado tanto por factores abioticos
como bidticos; entre estos ultimos destaca la infeccion por el oomiceto Phytophthora ssp.
El objetivo de nuestro estudio fue la induccion de tolerancia a Phytophthora cinnamomi
mediante la aplicacion de diferentes concentraciones de elicitores y extractos del oo-
miceto en embriones somaticos de Quercus ilex L. La evaluacion de la posible tolerancia
al patdgeno se realiz6 en las lineas embriogénicas y/o en plantas obtenidas.

Las lineas embriogénicas Hal3 y EOO de encina se trataron, durante 3 dias, con ex-
tractos estériles del oomiceto (OCF) o con elicitores quimicos (metil jasmonato,
MelJA; benzotiadiazol, BTH; 4cido para-aminobenzoico, PABA; 4cido salicilico, AS
y 4cido 3-aminobutanoico, BABA) a diferentes concentraciones. Transcurridos 7, 15
y 30 dias, se evalud el dafno producido en las membranas celulares tras la elicitacion,
determinando la concentracion de malondialdehido (MDA). El crecimiento y des-
arrollo de las lineas embriogénicas se determind a los 60 dias tras la elicitacion. Pos-
teriormente se realizaron ensayos de tolerancia en la linea embriogénica Hal3; para
ello, dicha linea se co-cultivd con micelio durante 3 horas en medio liquido (20%) y
durante 3 dias en medio so6lido. La evaluacion del estrés oxidativo se realizé cuanti-
ficando los niveles de perdxido de hidrogeno (H,O,) y superoxido dismutasa (SOD).
La posible tolerancia al patégeno se determino en base al radio del crecimiento del
micelio frente a lineas embriogénicas elicitadas y controles.

De los resultados obtenidos se destaca que concentraciones <25 uM de MeJa son un
buen agente elicitador ya que no afectan al crecimiento y desarrollo de la linea em-
briogénica; por otra parte, el contacto posterior de este material con el micelio incre-
menta la produccion de H,0, Ademas, en los ensayos de cocultivo la elicitacion con
MeJA o 50% de OCF indujo cierta tolerancia al oomiceto.

Financiado por:
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Due to its octoploid nature, gene functional analyses in the cultivated strawberry
(Fragaria x ananassa) are commonly carried out via gene silencing using self-
complementary “hairpin” double-stranded RNA (RNA1) constructs. However, this
system is not always as efficient as expected. First, an efficient silencing of the target
gene is not always achieved, and second, its effect might not be stable after several
clonal propagations of the transgenic lines. Recently, genome editing is becoming an
important biotechnological tool for gene functional analysis and crop improvement,
in particular since the development of the CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeat-CRISPR associated protein 9) system.

To investigate the functionality of the CRISPR/Cas9 in strawberry, we designed two
sgRNAs directed against two regions of the floral homeotic gene APETALA3 (AP3)
in order to induce a deletion of around 200 nt. A vector containing both sgRNAs and
Cas9 was used to transform leaf disks of . X ananassa cv. Camarosa. Several inde-
pendent stable transgenic lines displayed defects in stamen and fruit development,
partially phenocopying that of the Arabidopsis ap3 mutants. Molecular analysis of
the targeted AP3 locus indicated differences in gene editing among different trans-
genic lines and suggests mutations in all the possible AP3 alleles. Phenotypic analyses
indicate that impaired fruit development might be caused by the lack of proper de-
velopment of the anthers due to the CRISPR/Cas9 induced mutation in 4P3.

In summary, we show that the CRISPR/Cas9 system is a functional tool to perform
genome editing in the octoploid F. X ananassa. We propose this system as an alter-
native to the traditional RNAI strategy to stably mutagenize a particular gene of in-
terest for functional analyses in this species.
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Cork oak is a widely distributed tree species in the Mediterranean ecosystem. The
species is economically important as it provides cork, a renewable product that is
widely used in the wine industry. In the last few decades, Quercus populations have
been increasingly affected by the pathogen Phytophthora cinnamomi, one of the main
causes of the syndrome denominated oak decline.

As genes directly related to resistance have not yet been isolated, genetic transfor-
mation techniques are used to overexpress pathogenesis-related (PR) proteins to pro-
duce individuals that are tolerant to oak decline. PR proteins comprise a group of
diverse proteins that are accumulated in response to pathogen attack, abiotic stress
and systemic acquired resistance. In European chestnut, a 23-kD thaumatin-like pro-
tein (CsTL1), belonging to the PRS family, displays in vitro antifungal properties
(Garcia-Casado et al. 2000). The objective was to produce cork oak somatic embryos
(SEs) that overexpress the chestnut thaumatin-like protein (Cs7L1).

Small clumps of 2-3 SEs at globular and/or torpedo stages, derived from three dif-
ferent cork oak embryogenic lines (ALM6, ALM80 and TGR3), were used as target
explants. SEs were co-cultured for 5 days with Agrobacterium tumefaciens strain
EHA105 harbouring the pK7WG2D-CsTL1 binary vector. SEs were then cultured
on selective medium containing kanamycin (125 mg/l) and carbenicillin (300 mg/l).
After14 weeks on the selective medium, transformation efficiency was determined
on the basis of the fluorescence of surviving explants. Transformation efficiency was
clearly genotype dependent, as TGR3 yielded higher transformation rates (17%) than
ALMBSO0 (4.5%) and ALM6 (2%). The presence of transgenes was verified by PCR,
and expression of the CsTL/ gene was confirmed by qPCR. Maturation and germi-
nation of transformed somatic embryos yielded transgenic plants. No phenotypic dif-
ferences were found relative to control plants, suggesting a lack of any cytotoxic
effects of the green fluorescent protein (GFP) used as a marker for gene expression.
References:
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En el cultivo in vitro convencional, de caracter fotomixotrofico, los explantos crecen
en un medio rico en sacarosa, normalmente con agar como soporte, y se comportan
como parcialmente heterétrofos. En cambio, en el cultivo in vitro en condiciones
fotoautotroficas se elimina el azlicar exdgeno, se aumenta la intensidad luminica y
se aporta aire enriquecido con CO,, con el objetivo de estimular la funcion
fotosintética de los explantos y de que las plantas resultantes se aclimaten con mayor
facilidad a las condiciones ex vitro.

El objetivo de este trabajo es la evaluacion de las respuestas morfologicas y fisiolo-
gicas de especies lefiosas a la disminucion o eliminacion de azicar exogeno del medio
de cultivo durante la fase de multiplicacion in vitro.

Para ello se seleccionaron brotes de tres especies de familias distintas (Salix viminalis,
familia Salicaceae, Castanea sativa x C. crenata, familia Fagaceae, y Prunus do-
mestica, familia Rosaceae).

Los brotes se cultivaron tanto en jarras con medio semisolido como en biorreactores
de inmersion temporal (RITA® y plantform™) con medio liquido. Para estudiar el
efecto de las condiciones fotomixotroficas y fotoautotroficas se utilizaron diferentes
concentraciones de sacarosa. Ademas, en el caso del cultivo en biorreactores, se es-
tudio el efecto de aportar aire enriquecido con CO,,.

En la evaluacion de resultados se tuvieron en cuenta tanto caracteristicas fisicas (nt-
mero y longitud de los brotes, capacidad de multiplicacion, tamaiio de las hojas, peso
fresco y seco...), como bioquimicas, cuantificando los pigmentos fotosintéticos (clo-
rofilas a y b y carotenoides) y algunas enzimas relacionadas con el metabolismo del
carbono y metabolismo de los radicales libres en las plantas.
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El cultivo in vitro de plantas permite obtener una mayor tasa de reproduccion que la
clasica propagacion mediante esquejes, obteniendo un mayor nimero de plantas y
reduciendo el volumen que ocupan estas en las salas de cultivo, ademas de facilitar
su transporte y exportacion debido a sus 0ptimas condiciones de esterilidad. Uno de
los mayores factores limitantes en las empresas para llevar a cabo multiplicacion a
través de cultivo in vitro es el elevado coste que supone no solo la infraestructura
necesaria para llevarlo a cabo sino también el de los reactivos necesarios para ello.

La empresa Phytoplant Research, especializada en el estudio y mejora genética de
plantas medicinales, ha desarrollado una tecnologia que minimiza los gastos sin com-
prometer la viabilidad del proceso. Se ha estudiado el éxito de propagacion de seis
variedades de Cannabis sativa L. bajo diferentes condiciones de cultivo, comparando
el medio mas utilizado Murashige & Skoog (MS) con nuevos medios de cultivo, en
presencia de diferentes cantidades de sacarosa, hormonas, vitaminas y presencia/au-
sencia de agar. Se han utilizado dos tipos de explantos: meristemos apicales y seg-
mentos nodales de 1cm de longitud. Se ha medido la supervivencia, la longitud del
tallo, nimero de hojas y capacidad de enraizamiento.

Los resultados obtenidos demuestran que es posible realizar cultivo in vitro en un
solo paso (crecimiento de la parte aérea y enraizamiento simultineamente) sin nece-
sidad de utilizar sacarosa, agar y/o vitaminas con mejores tasas de éxito que utilizando
el medio MS+vitaminas.
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Autophagy is a degradation pathway that recycles cell materials upon stress
conditions or during specific developmental processes. Together with a survival role,
autophagy can also play critical roles as cell death initiator and/or executioner. Papain-
like C1A Cys-proteases or cathepsins are the most abundant enzymes with proteolytic
activity in plants, with a prominent role in plant senescence and PCD events.

The microspore, at the responsive developmental stage of vacuolated microspore,
can be reprogrammed in vitro by stress treatments, becoming a totipotent cell and
producing doubled-haploid embryos and plants, very useful in plant breeding, via
microspore embryogenesis. The efficiency of the process is limited by the occurrence
of cell death after the inductive stress.

In this study we have analyzed the activation and possible involvement of cathepsins
and autophagy in cell death occurrence during stress-induced microspore embryoge-
nesis of Hordeum vulgare (barley). In isolated microspore cultures, application of a
cold stress treatment induced microspore embryogenesis, and also produced high le-
vels of cell death and ROS production. Enzymatic activity assays revealed, after the
inductive stress, increased activities of several cystein proteases like cathepsins L,
B, H and caspase 3-like proteases, as well as up-regulation of several autophagy
(Atgs) and cathepsin genes. Concomitantly, autophagosomes, revealed by MDCYV,
also increased. Treatments with ROS scavengers, and with inhibitors of autophagy,
caspase-3-like and cathepsin proteases reduced cell death levels and increased embryoge-
nesis induction rate in microspore cultures. Taken together, the results indicate that
autophagy is activated in stress-treated microspores suggesting autophagy plays a
role in cell death at early stages of stress-induced microspore embryogenesis.
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Plant cells are characterized by their high plasticity and capacity to become totipotent
and pluripotent cells that can initiate embryogenesis and organogenesis in response
to external stimuli. Stress-induced microspore embryogenesis is a process of cell
reprogramming, totipotency acquisition and embryogenesis initiation, used in plant
breeding for rapid production of doubled-haploids, but their regulating mechanisms
are still largely unknown. Increasing evidence has revealed epigenetic reprogramming
during microspore embryogenesis, through DNA methylation, but less is known about
the involvement of histone modifications.

In this study, we have analyzed the dynamics and possible role of histone H3K9
methylation, a major repressive modification, as well as the effects on microspore
embryogenesis initiation of BIX-01294, an inhibitor of histone methylation, tested
for the first time in plants, in Brassica napus and Hordeum vulgare.

Results revealed that microspore reprogramming and initiation of embryogenesis in-
volved low H3K9 methylation. With the progression of embryogenesis, methylation of
H3K9 increased, correlating with gene expression profiles of the histone methyl trans-
ferase BnHKTM SUVR4-like and the histone demethylase BnL.SD1-like (writer and era-
ser enzymes of H3K9me?2). At early stages, BIX-01294 promoted cell reprogramming,
totipotency and embryogenesis induction, while diminished bulk H3K9 methylation,
decreased DNA methylation and reduced heterochromatin masses. Findings open new
possibilities to enhance microspore embryogenesis efficiency in recalcitrant species
through pharmacological modulation of histone methylation by using BIX-01294.

References:

Berenguer E, Barany I, Solis MT, Pérez-Pérez Y, Risueiio MC, Testillano PS (2017) Inhibition
of histone H3K9 methylation by BIX-01294 promotes microspore totipotency and enhances
embryogenesis induction. Frontiers Plant Sci. In press
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Los reguladores de crecimiento juegan un papel fundamental en las diversas formas
de cultivo in vitro, incluyendo el cultivo de microsporas para la obtencion de
embriones haploides o dobles haploides a partir de los precursores del polen maduro.
Sin embargo, el cultivo de microsporas en especies consideradas como modelo para
este proceso no requiere de fitohormonas exdgenas, mientras que las especies
recalcitrantes aun necesitan este aporte en mayor o menor medida. Las microsporas
de berenjena se han cultivado desde el inicio en presencia de auxinas (&cido
naftalenacético) y citoquininas (6-benzilamino-purina). Con este medio de cultivo se
obtienen numerosos callos, pero la embriogénesis que se consigue inducir se detiene
en la transicion de embrion globular a corazon.

Estudios anteriores en nuestro grupo han demostrado que la disminucion global de la
concentracion de fitohormonas no solo no disminuye la eficiencia sino que la aumenta
(Corral-Martinez y Segui-Simarro, 2014), lo cual parece indicar que se ha estado traba-
jando en unas concentraciones demasiado elevadas para lo que estas estructuras nece-
sitan. En este trabajo se disminuyen los reguladores del crecimiento a distintos tiempos,
con el objetivo de eliminar sefiales externas en el momento de la transicion embrion
globular a corazén para evitar que se induzca una desdiferenciacion de las células que
forman la estructura. Partiendo de la base de que a través del balance entre citoquininas
y auxinas se puede dirigir la regeneracion hacia callos, raices o yemas, estudiar el balance
auxina/citoquinina endogeno y el efecto de su alteracion puede llevarnos a encontrar la
combinacidén mas favorable para la embriogénesis de microsporas.

Referencias:

Corral-Martinez, P. y Segui-Simarro, J.M. (2014). Refining the method for eggplant micros-
pore culture: effect of abscisic acid, epibrassinolide, polyethylene glycol, naphthaleneacetic
acid, 6-benzylaminopurine and arabinogalactan proteins. Euphytica 195, 369-382.
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Modifications in cell wall components and pectin residues have been reported as being
crucial for initiating cell responses in relation to cell fate and development. Recent reports
have indicated that changes in cell wall mechanics controlled by the esterification/de-
esterification status of pectins, mediated by pectin methyl esterases (PME) and pectin
methyl esterase inhibitors (PMEI) underlie organogenesis initiation, early embryo growth
and embryogenesis progression. Arabinogalactan proteins (AGPs) are highly glycosylated
hydroxyproline-rich proteins that are present in cell walls, plasma membranes and
extracellular secretions and play a key role in several plant developmental processes.

In this study, we have investigated, in Quercus suber, if the induction of somatic
embryogenesis and embryo differentiation involve changes in pectin esterification
and AGP levels and distribution, which would suggest the cell wall remodeling during
the process. Immuno-dot-blot assays, immunofluorescence and confocal analysis
were performed at specific developmental stages of SE, by using a battery of mono-
clonal antibodies to specific epitopes of AGPs and pectin residues, high- and low-
methylesterified (LM6, LM2, LM19, LM20, JIM7, JIMS).

The results allowed the in situ identification of the distribution patterns of AGPs and pectin
esterification/de-esterification during somatic embryogenesis initiation and progression in
Quercus suber. Early embryo cells and embryogenic cell masses showed high levels of es-
terified pectins and AGPs. At advanced stages of embryo differentiation, in heart, torpedo
and cotyledonary embryos, the differentiating cells, like epidermis, exhibited walls rich in
de-esterified pectins. These findings may indicate the cell wall remodeling, associated with
cell proliferation and differentiation, during this ir vitro embryogenesis process in a woody
species, in which information on cellular processes underlying SE is still scarce.
References:
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La embriogénesis somatica, ademas de ser una herramienta con un gran potencial para
la produccién de planta élite, resulta un sistema experimental de gran valor para el
estudio de diversos procesos fisiologicos. Sin embargo, uno de los factores que limita
su utilizacion es que encontramos especies y/o genotipos recalcitrantes. A este respecto,
se ha demostrado que diferentes tipos de estres fisico-quimico promueven tanto la
iniciacion de tejido embriogénico como la formacion de embriones somaticos (Feher
et al. 2003). En estudios previos mostramos que ligeras modificaciones sobre la
temperatura y la concentracion de agar durante la etapa de iniciacion, generaban
diferencias significativas tanto en esa etapa como en las de proliferacion y maduracion
en Pinus radiata (Garcia-Mendiguren et al. 2016) y Pinus halepensis (Pereira et al.
2016). Por otro lado, los cambios en las condiciones ambientales durante las primeras
etapas del proceso embriogénico generan cambios epigenéticos (Yakovlev et al. 2016)
que pueden resultar en plantas somaticas con distinta capacidad de adaptacion a
condiciones de estrés; a este respecto, experimentos recientes en nuestro laboratorio
han mostrado diferencias en la tolerancia al estrés hidrico en plantas somaticas de P
radiata generadas bajo diferentes condiciones de disponibilidad de agua durante la
etapa de iniciacion (Montalban et al. 2015). Con el objetivo de profundizar en el efecto
de las temperaturas extremas en el proceso embriogénico, y de corroborar la hipotesis
de que podemos modular la tolerancia al estrés hidrico, se aplicaron los siguientes
tratamientos durante la iniciacion de tejido embriogénico: 30°C, 40°C y 50 °C durante
tiempos decrecientes. Los resultados obtenidos corroboran las hipdtesis planteadas.

Referencias:
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Algunas técnicas biotecnologicas de cultivo in vitro permiten acelerar el proceso de
obtencion de lineas puras mediante la produccion de plantas dobles haploides,
reduciendo considerablemente el tiempo y los recursos empleados tradicionalmente.
Una de estas técnicas es la embriogénesis de microsporas, por la cual la microspora
se desvia de su ruta gametofitica original y se reprograma hacia un desarrollo
embriogénico. A pesar del creciente interés econdomico generado por la especie
Cannabis sativa L. debido a su utilidad industrial y farmacolégica, no se ha
conseguido desarrollar hasta la fecha un protocolo de induccidon androgénica con el
que generar individuos dobles haploides que puedan emplearse en programas de
mejora para la obtencion de hibridos comerciales. En nuestro laboratorio, hemos
conseguido inducir por primera vez la embriogénesis de microsporas en esta especie.
Para ello, tal y como se ha estudiado en otras especies recalcitrantes a la androgénesis,
es necesario, en primer lugar, aplicar un tratamiento de estrés sobre las flores. En
nuestro caso, la aplicacion de frio sobre las flores estaminadas de cannabis promueve
el desarrollo esporofitico de las microsporas. Ademas, aplicar el frio sobre las yemas
en lugar de sobre las microsporas directamente, mejora significativamente la
viabilidad de las mismas. Tras el pretratamiento de induccion sobre las flores y el
establecimiento del cultivo de microsporas, éstas pueden seguir diferentes rutas de
desarrollo. Ademas de la muerte, una de estas rutas es su desarrollo natural o
gametofitico. Otras microsporas/granos de polen, pueden sufrir un proceso de
callogénesis derivado de la microspora o del grano de polen. Por ultimo, las
microsporas/granos de polen también pueden desviarse hacia una ruta de desarrollo
embriogénico. Aunque la frecuencia es todavia muy baja, esta es la primera vez que
se consigue inducir el cambio de programa de desarrollo en esta especie,
extremadamente recalcitrante a la induccion de androgénesis.
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La embriogénesis somatica en coniferas es un proceso por el cual se desarrollan
estructuras bipolares similares a los embriones cigdticos en las primeras etapas del
desarrollo. Este proceso de regeneraciéon comienza con la formacion de masas de
embriones-suspensores que extruyen a través del micropilo del megagametofito y se
multiplican por poliembrionia de particion de forma continua. Un fendémeno
generalmente observado en pinos, es la pérdida de capacidad para producir embriones
somaticos maduros después de que la linea embriogénica ha sido subcultivada durante
varios meses. Esta pérdida de potencial de maduracion se ha asociado con cambios
en la morfologia de los embriones somaticos iniciales y en la composicion/
organizacion celular del cultivo. La induccién de embriogénesis secundaria (ES) en
embrion somatico maduro podria ser un sistema para reestablecer o aumentar el
potencial embriogénico en aquellas lineas que la han perdido con el tiempo en cultivo.

Se trata de determinar las condiciones necesarias para la induccion de ES en embrio-
nes somaticos de P. pinea, aislados en distintos estados del desarrollo; y la posible
reactivacion de la capacidad para producir embriones con morfologia normal en lineas
embriogénicas cultivadas durante varios afios. Se han evaluado diferentes medios de
cultivo, anadiendo distintos PGRs (2,4-D, BA, Picloram, Brasinélido, CPPU) y su-
plementos de vitaminas (biotina, acido folico, tiamina, nicotinico, piridoxina) para
promover la iniciacion. Los embriones cotiledonares no fueron susceptibles a la in-
duccion. En embriones precotiledonares, las masas embrionarias procedentes del sus-
pensor crecieron mas pero menos diferenciadas que las procedentes de la cabeza
embrionaria. Se inici6 SE por gemacion directa sobre el meristemo apical cuando el
embridn inicial se cultivd en medio con CPPU. El tejido embriogénico generado en
la cabeza embrionaria se multiplic6 dando masas de embrion-suspensor con el po-
tencial embriogénico similar a las procedentes de los cultivos envejecidos.
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La regeneracion de plantas por embriogénesis somatica, es la via mas adecuada
para la micropropagacion clonal de especies forestales. El ébano (Ebenopsis ebano
[Berland.] Barneby & J.W. Grimes), es una especie nativa del sureste de Texas y
noreste de México, de la cual su madera se utiliza para la fabricacién de muebles;
su propagacion se realiza por semilla, pero requiere de escarificacion. Actualmente,
no existe referencia de su empleo en embriogénesis in vitro, condicion que la hace
una especie atractiva para su regeneracion. El objetivo de esta investigacion fue
inducir la embriogénesis somatica en ébano, a partir de semillas inmaduras en
diferentes concentraciones de auxina, tipo de medio y condiciones de incubacion;
y posterior maduracion de embriones somaticos. Fue utilizado medio MS
adicionado con 2,4-D (0.0-6.79 uM mas 2.32 uM de kinetina y 10% de agua de
coco [AC]), ademas de un tratamiento con 10% AC. Los tratamientos de induccion
fueron semisoélidos y liquidos e incubados en fotoperiodo y oscuridad. Los medios
liquidos se colocaron en un agitador orbital a 80 rpm. En estas condiciones, los
tratamientos se evaluaron ocho semanas, contabilizando el porcentaje de callo
embriogénico en los explantes. De acuerdo a los resultados, se demostrd que los
explantes tuvieron mayor induccion de embriogénesis en los tratamientos con 2.26
y 4.53 uM de 2,4-D, en medio semisolido y oscuridad. La formacién de masas
embriogénicas comenzo en el embridn cigotico inmaduro y continuo hasta los
cotiledones. Posteriormente, las masas embriogénicas se colocaron en los
tratamientos de maduracion, utilizando medio MS semisoélido, suplementado con
sacarosa (1-4%), ABA (1.89-7.57 uM) o PEG 400 (3.75-7.5%), registrando el
numero de embriones en diferentes fases, después de ocho semanas. En esta etapa,
solo se presento diferencia significativa en las fases corazon y torpedo, destacando
los tratamientos con 7.5% PEG y 2% de sacarosa, respectivamente.
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El paclobutrazol (PBZ) es un triazol que inhibe la sintesis de la giberelina bloqueando
el citocromo P450, que a su vez esta involucrado en diferentes reacciones de la
biosintesis de distintos reguladores de crecimiento (GA, ABA y citoquininas). Este
efecto inhibidor de la sintesis de GA parece ser responsable del efecto promotor del
enraizamiento que mostramos aqui. Se sabe que las giberelinas reducen y limitan el
desarrollo de los primordios de raiz en las fases iniciales.

En este trabajo queremos profundizar en este efecto promotor del enraizamiento en
una especie recalcitrante al enraizamiento in vitro como Pistacia vera.

El material vegetal utilizado fue la seleccion de pistacho AD15 que ha sido introdu-
cido in vitro y multiplicado adecuadamente anteriormente. Brotes de una longitud
igual o superior a los 20 mm a los que se les quitaban las hojas basales se colocaron
en medios de enraizamiento con IBA a los que se afiadio PBZ a diferentes concen-
traciones. El mismo medio sin PBZ sirvié de control.

Los resultados preliminares muestran que el aumento del porcentaje de enraizamiento
de la seleccion AD15 (P, vera) al anadir PBZ al medio de enraizamiento fue muy ele-
vado, pasando de un escaso 6.7% al 83.3%. Ademas el enraizamiento fue sincronico
y de igual manera se paso de una raiz por brote a numerosas raices que rodeaban la
base del brote.
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La embriogénesis somatica es una herramienta poderosa para la clonacion de genotipos
de interés. En algunas especies como el olivo, esta técnica se ve limitada por las
dificultades que presenta la regeneracion a partir de material adulto. En este trabajo, se
ha inducido embriogénesis somatica a partir de material adulto de Olea europaea var:
sylvestris siguiendo el protocolo desarrollado por Mazri et al. (Scient. Hort. 159: 88-95,
2013) para el cultivar de olivo Dahbia. Se emplearon 4 genotipos con distinto nivel de
resistencia al patdogeno fungico Verticillium dahliae: AC18, StopVert and Outvert
(genotipos resistentes) y AC15 (genotipo susceptible) (Jiménez-Diaz, IAS-CSIC,
Cordoba, comunicacion personal). Inicialmente, los explantos se cultivaron en oscuridad
en medio liquido de induccion conteniendo la formulacion mineral MS con los
macroelementos a la mitad, y un suplemento de 30 uM TDZ-0.5 uM NAA durante 4
dias, a 80 rpm; posteriormente, fueron transferidos al mismo medio sin reguladores del
crecimiento. A las 8 semanas, el callo que prolifer6 se cultivd en medio de expresion
ECO suplementado con 0.25 uM IBA, 0.5 uM 2iP y 0.44 uM BA, durante varios
subcultivos. Sélo los explantos de yema apical del genotipo Stopvert formaron callo
embriogénico con una frecuencia del 5%. Tras la multiplicacion de este callo, una parte
del mismo se transfirid a medio de maduracion ECO con membranas de acetato de
celulosa para la maduracion de embriones. Los embriones maduros mostraron un
porcentaje de germinacion del 35%, lo que ha permitido la recuperacion de plantas. La
estabilidad genética del material obtenido se analizé mediante marcadores microsatélites.
Se compararon plantas regeneradas a partir de embriones somaticos con el callo
embriogénico del que procedian, plantas iniciadas a partir de yemas laterales y
mantenidas in vitro mediante proliferacion de axilares y la planta donante.
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La micropropagacion vegetal es una técnica aplicada con éxito en varios paises del
mundo, y ha sido utilizada extensivamente para la multiplicacion de numerosas
especies, logrando desplazar sistemas de propagacion tradicional de numerosas
especies de importancia econdémica. La vid (Vitis vinifera L.) es un cultivo de
importancia econdmica a nivel mundial, esto resulta de gran interés para cuidar la
calidad genética de los arboles elite. Por lo que, el objetivo de esta investigacion fue
inducir la organogénesis directa en yemas axilares de vid (Vitis vinifera L.) del cultivar
Merlot. El establecimiento aséptico se inicio depositando el material vegetal en una
solucion de Cloralex® al 30% (v/v) durante 15 min, seguido de tres enjuagues con
agua esterilizada. Posteriormente, los materiales se colocaron en una solucidon
antioxidante, durante la siembra. La induccidn de brotes se inicid a partir de yemas
axilares en medio MS suplementado con 1.0 mg L' de BAP, e incubados en
condiciones controladas de fotoperiodo e intensidad luminica (16 h luz, 8 h oscuridad;
24-27 uM m™? s!) y temperatura. Después de 8 semanas se evalud el nimero y
longitud de brotes. El nimero de brotes fue de 1.88 cm en promedio, mientras que
para la longitud de brotes fue de 2.45 cm. La multiplicacion de brotes se realizo en
el mismo medio de cultivo MS al 50% de concentracion. Las variables evaluadas
fueron: numero y longitud de brotes, los cuales fueron de 6.37 brotes y 2.72 cm de
longitud de brotes despues de 10 semanas de la transferencia a este medio. El
enraizamiento se evaluo en esta misma etapa y las variables evaluadas fueron: niimero
y longitud de raices, obteniendo promedios de 4.06 raices y en longitud de raices con
3.34 cm. Los resultados obtenidos muestran evidencias para iniciar un protocolo de
micropropagacion del cultivar estudiado.
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El género Capsicum es reconocido como severamente recalcitrante a la regeneracion
de plantas in vitro. La recalcitrancia es un fenomeno que limita a muchas especies
vegetales para la regeneracion in vitro y puede ocurrir en cualquiera de las etapas del
proceso. Esta incapacidad es la causa de que las herramientas biotecnoldgicas no
puedan ser aprovechadas en la mejora y la propagacion de numerosos cultivos interés.
En Capsicum ha sido ampliamente documentada la fallida formacion del meristemo
apical (SAM) durante el proceso de morfogénesis. Actualmente numerosos autores
han obtenido embriones somaticos, directa o indirectamente, utilizando diversos tipos
de explantes en diferentes especies de Capsicum. Sin embargo, el escenario con
respecto a la regeneracion de plantas in vitro atn es insatisfactorio por la gran cantidad
de embriones deformados; a pesar de lo antes mencionado, se ha logrado superar
dos factores importantes en el proceso que son el alto indice de embriones somaticos
formados por explante y la reproducibilidad del protocolo. El principal inductor
auxinico para inducir a la SE es el 2,4-D. Dada la dependencia del protocolo de
Capsicum por el 2,4-D en el medio de cultivo durante todo el desarrollo de los
embriones somaticos, nuestro interés es conocer si las deformaciones estan
relacionadas con la presencia de esta auxina en el medio de cultivo y si la sustitucion
por otras auxinas pudiera revertir este efecto sobre la morfologia de los embriones
somaticos de Capsicum chinense'y Capsicum annuum.
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Somatic embryogenesis (SE) is a powerful biotechnological tool, with practical
applications in agriculture and forestry, such as crop improvement and large-scale
production. Moreover, SE has great utility for research of plant development, since
it provides a reliable in vitro system in which embryogenesis can be studied. However,
woody species are frequently recalcitrant to SE, impairing scientific advances and
their potential application in agriculture and forestry programmes. SE has been
successfully induced in some tree species, Solanum betaceum Cav. (Sendt.), the
tamarillo tree of the solanaceous family, is among those cases.

At cellular level, the balance between stability and plasticity is accomplished through
temporal and spatial control of gene expression, chromatin organization and adequate
response to external stimuli, which might induce cell fate changes. Epigenetic mech-
anisms are hallmarks of the regulation of development and acquisition or loss of com-
petence both in vivo and in vitro plant systems.

In the present study we analyzed the variations in DNA methylation, one of the most rel-
evant epigenetic marks, in indirect SE in vitro system of tamarillo. Both quantification of
global DNA methylation levels and immunofluorescence of 5-methyl-deoxy-cytosine
(5mdC) were performed in different cell lines and throughout the first stages of somatic
embryo development. The results revealed that long-term embryogenic lines exhibited
higher multiplication capacity and a loss of embryogenic competence, associated with ac-
cumulation of DNA methylation, in comparison with lines subcultured for short time. Non-
embryogenic cell masses, even when recently induced showed high methylation levels.
After the induction of the process by stress in auxin-containing medium, tamarillo leaf cells
dedifferentiated and showed a global decrease on DNA methylation. After a multiplication
period, removal of auxin from the medium lead to the initiation of embryo formation from
the embryogenic masses originated. An initial DNA hypomethylation was detected upon
auxin removal, especially in groups of cells of the embryogenic masses that showed a typical
meristematic-like organization. In contrast, embryo differentiation was accompanied by a
progressive increase of DNA methylation levels. These findings suggest that DNA hy-
pomethylation might be essential for triggering cell dedifferentiation and embryogenesis
initiation, whereas further embryo differentiation requires hypermethylation, in tamarillo.
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Totipotency and pluripotency acquisition is at the basis of plant regeneration and part
of the postembryonic developmental programs allowing plants to continuously form
new organs and tissues along their life. Lateral root (LR) formation can be used as a
model for investigating adult organogenesis. LR formation begins with
reprogramming of a low number of pericycle cells which are specified as LR Founder
Cells (LRFCs), and are pluripotent. LRFCs initiate organogenesis through an
asymmetric division which uses nuclear migration to generate small and large
daughter cells. Daughter cells continue their development to form a regulated but
non-stereotypic pattern, characterized by a regular switch on the division plane
orientation. The mechanism(s) regulating tissue organization and cell fate
specification during LR organogenesis is not well understood.

We have identified and generated specific fluorescent markers to investigate cell fate
transitions during the initial stages of LR organogenesis. In addition, we have per-
formed time course experiments with these markers lines. We have identified markers
specifically expressed in LRFCs and their daughters, which associate with LRFC
specification and precede or preclude peaks in auxin signaling. We have also identi-
fied markers associated to changes in the orientation plane division indicating that
these divisions are asymmetric although they form a non-stereotypic pattern. We have
also found that expression of other is related with the timing of development and not
with formative divisions or changes in their orientation plane.

To decipher the programs regulating first stages of LR organogenesis and cell fate
specification we have performed Fluorescent Activated Cell Sorting coupled to
mRNA sequencing. We are currently following a bioinformatics analysis to define
transitions between developmental and investigating how different cell fates can be
specified from a single pluripotent cell (i.e. the LRFCs).
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El calcio tiene un claro y bien conocido papel como molécula de senializacion en
muchos y muy diferentes procesos, incluyendo la respuesta al estrés y la activacion
del programa embriogénico, entre otros. Sin embargo, no hay ninguna evidencia
directa sobre su papel en la induccion de embriogénesis en microsporas, un proceso
experimental que precisamente combina un cambio de programa de desarrollo hacia
la embriogénesis, y la aplicacion simultanea de diferentes factores de estrés. En este
trabajo utilizo FluoForte, un colorante fluorescente especifico de calcio, para evaluar,
mediante microscopia confocal, los cambios en los niveles y la distribucion subcelular
de calcio en microsporas y granos de polen de B. napus y berenjena, todavia en la
antera, antes de ser inducidos, asi como durante la induccion de embriogénesis y las
primeras etapas de desarrollo del embridén androgénico.

Durante el desarrollo en la antera, se observo un pico claro de Ca?* citosélico en mi-
croporas vacuoladas de B. napus y granos de polen jovenes, justo las etapas mas ade-
cuadas para inducir la embriogénesis. Sin embargo, los niveles observados en berenjena
fueron notablemente mas bajos. Justo después de la induccion, los niveles de Ca** au-
mentaron especificamente en microsporas embriogénicas de B. napus a niveles drasti-
camente mas altos que durante el desarrollo en la antera. El aumento se observo en el
citosol, pero predominantemente en las vacuolas. Las formas no embriogénicas tales
como las estructuras de tipo callo y polen presentaron patrones notablemente diferentes.
Después del tratamiento inductivo basado en choque térmico, los niveles de Ca*" dis-
minuyeron progresivamente en todos los casos. Estos resultados revelan una dindmica
del calcio inica en microsporas de B. napus antes de la induccion, asi como en células
reprogramadas hacia la embriogénesis, estableciendo un vinculo entre los cambios en
el nivel y distribucion subcelular del Ca?*, y la induccion de embriogénesis.
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Uno de mecanismos epigenéticos que actua sobre la regulacion de la expresion génica
es la acetilacion post-traduccional de histonas. Estas modificaciones modulan la
estructura de la cromatina actuando sobre su grado de condensacion y determinando
la activacion o el silenciamiento de una region genémica. Recientemente, en Brassica
napus, se han asociado los niveles de acetilacion de las histonas con la capacidad de
reprogramacion celular durante la embriogénesis de la microspora, y asi mismo se
ha determinado que la aplicacion de un inhibidor de deacetilasas de histonas aumenta
el porcentaje de microsporas que cambian el patron de desarrollo de polen a desarrollo
embriogénico. En este estudio se ha caracterizado la expresion génica de genes
implicados en la acetilacion de histonas durante el tratamiento de estrés por manitol
en cebada, mediante un estudio de transcriptomica. Se ha identificado un conjunto
de 13 deacetilasas de histonas y 17 histona acetliltranferasas con expresion diferencial
en las primeras fases de la embriogénesis de la microspora, observandose distintos
patrones de expresion. Mediante estudios de homologia de secuencia con los genes
de deacetilasas de histonas que se habian seleccionado en cebada, se pudieron
identificar 7 genes en trigo panadero. Los estudios de expresion de estos genes en el
cultivar de alta de respuesta androgénica Pavon y el cultivar Caramba de media-baja
respuesta, demostraron que durante el tratamiento de estrés por manitol se producia
una disminucion en la expresion de 6 genes de deacetilasas de histonas, aunque con
distinta intensidad y perfil de expresion. Los resultados obtenidos revelan que la
estrategia de aplicacion de inhibidores de deacetilasas de histonas durante el
tratamiento de estrés en la embriogénesis de la microspora en trigo panadero podria
ser también efectiva para aumentar la produccion de doblehaploides.
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The production of double haploids through androgenesis is used by breeders to
produce homozygous lines in one generation. Isolated microspore culture is a
relatively recent method to obtain doubled haploid lines in cereals. However, durum
wheat is a recalcitrant species to this technique with low rate of regeneration and a
high rate of albino plants. Isolated microspores culture requires the ability to divert
microspores from their normal gametophytic development into sporophytic
differentiation by a pretreatment which improve green haploid regeneration. In this
context, we tested the efficiency of four different pretreatments: 0.3M mannitol for
7 days at 4°C; PEG 1% for 10 days at 4°C; cold pretreatment for 5 weeks and
control without pretreatment. The cold treatment for 5 weeks (4°C) is the most
efficient pretreatment and was used to test the androgenetic ability by microspore
culture method of three Tunisian durum wheat cultivars: Jeneh Khotifa, Razzek, and
Khiar. The cultivar “Khiar” showed a good regeneration of green plants with
green/albina ratio = 2 (43 green plants and only 20 albina). These results encourage
researchers to use the isolated microspores technique in breeding program of durum
wheat as it reduces time and cost of the production of perfect homozygous breeding
lines obtained in one generation as opposed to the conventional breeding program
requiring several cycles of self-pollination.
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Conservacion in vitro de clones de pistacho en condiciones
de crecimiento ralentizado
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El desarrollo de protocolos de cultivo in vitro para especies del género Pistacia ha
permitido implantar otras estrategias de propagacion y conservacion de germoplasma
de estas especies. Entre estas estrategias la conservacion a medio plazo en condiciones
de crecimiento ralentizado permite disminuir los intervalos entre subcultivos de manera
que facilite tanto la conservacion como la disponibilidad de material en el laboratorio.

Para la conservacion y recuperacion de distintos clones de pistacho se ha utilizado el
protocolo de conservacion a baja temperatura y en condiciones de crecimiento ralenti-
zado puesto a punto para una amplia variedad de especies frutales (Arbeloa et al., 2017).

10 clones de pistacho de 4 especies diferentes (P. vera, P. atlantica, P. terebinthus y P.
atlantica x davidiana) se testaron para su conservacion. Los cultivos se mantienen en ne-
vera a 3-4° de temperatura en oscuridad en dos medios de cultivo diferentes, basados en
la diminucion de sales minerales o contenido en azucares, durante 7 meses. En este periodo
se controlo el estado de las plantas cada 4 semanas. La recuperacion se realiza en el medio
de cultivo de multiplicacion, adecuado para cada clon y se evalua el porcentaje de clones
recuperados, asi como el tiempo necesario para su recuperacion posterior.

La adecuacion de este protocolo para el pistacho nos permitira conservar el material
durante largos periodos de tiempo sin necesidad de subcultivo.

Palabras clave: Pistacho, baja temperatura, limitacion de nutrientes, oscuridad.
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Efecto de la temperatura y la disponibilidad de agua
en la respuesta embriogénica de Pinus pinaster Aiton
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La embriogénesis somatica es una de las herramientas biotecnoldgicas mas poderosas
para la propagacion clonal de coniferas. Se ha demostrado que los factores ambientales
imperantes durante el desarrollo de los embriones pueden modificar el comportamiento
de las plantas obtenidas ante posteriores situaciones de estrés. En este trabajo se han
generado plantas de pino maritimo aplicando diversas condiciones de estrés durante las
fases de la embriogénesis con el objetivo de mejorar su resiliencia.

Se utilizaron megagametofitos aislados de conos obtenidos por polinizacion abierta
y recogidos a mediados de julio de tres genotipos de Pinus pinaster Aiton. Para de-
terminar el efecto de la disponibilidad de agua durante las fases de induccion y pro-
liferacion, el medio mLV se suplemento con 3 o 6 g/L Gelrite®. Para estudiar el efecto
de la temperatura, los megagametofitos se cultivaron en medio mLV con 3 g/L de
Gelrite® y se incubaron a 18, 23 y 28°C en las fases de induccion, proliferacion y
maduracion, siguiendo un disefio factorial completo. Las plantas regeneradas fueron
aclimatadas y transferidas al invernadero.

La disminucion de la disponibilidad de agua durante las fases de induccién y prolife-
racion incremento significativamente la respuesta embriogénica y el nimero de plantas
obtenidas (167 vs 32 para 6 y 3 g/L Gelrite®, respectivamente). La temperatura de 18°C
inhibid la induccién embriogénica, no observandose diferencias en esta fase ni en la de
proliferacion entre los cultivos establecidos a 23 y 28°C. No obstante, las lineas indu-
cidas a 28°C produjeron mas embriones maduros que las de 23°C. Sin embargo, se con-
firmd que la temperatura 6ptima de maduracion de los embriones es 23°C.

En la actualidad se estan evaluando las respuestas fenotipicas y fisioldgicas de las
plantas en distintas condiciones de estrés térmico e hidrico.
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The problem of metal pollution is becoming increasingly serious due to its harmful
effects on human health and ecosystem, being necessary remediation strategies to
recover polluted soils. In this sense, the use of metal tolerant non-food crops could
be used to exploit these sites.

The objective of the study is to evaluate the tolerance of an energy crop, Arundo
donax to cadmium (Cd), chromium (Cr) nickel (Ni) or lead (Pb) for its potential ap-
plication in the phytoremediation of polluted soils.

In vitro plants were cultured on semisolid mediun MS, optimized for Arundo donax,
using different metal concentrations, Pb: ImM, Ni: 0.1 and 0.2 mM; Cr: 0.025mM
and 0.05mM and Cd: 1mM.The jars were set in a growing chamber at 25 °C and 16
h of photoperiod during 30 days. The survivals of plants, fresh and dry weight were
evaluated as well as the concentration of the metals in aerial part and roots.

The preliminary results showed a significant toxic effect in Arundo plants due to the
cadmium concentration assayed. In general the higher metal accumulation was ob-
served in roots except in the Cr treatments where no differences were observed bet-
ween metal concentration in aerial part and roots. In this treatment, a higher dose
does not increase metal concentration in plant. In Ni treatments, the concentration in
aerial plant and roots was depended on the dose applied. These results show that
Arundo donax could be a good candidate to be use in phytoremediation of Ni and Pb
polluted sites, but further studies are needed to establish the range of tolerance for
each metal.
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En este estudio se ha mejorado el método de rescate de embriones inmaduros de
Prunus spp. in vitro. Durante dos campafias consecutivas, en los meses de verano de
2014y 2015, se ha ensayado un nuevo método para el rescate de embriones utilizando
un solo medio durante todo el proceso hasta su aclimatacion en invernadero. Este
medio estaba compuesto por las sales y vitaminas de Woody Plant Medium (WPM),
sacarosa, agar y vermiculita. Los embriones (con un tamafio > 5mm) fueron
desinfectados, se les retird la cubierta y fueron introducidos en tubos con medio. Se
dejaron de 2 a 6 meses a 4 C y en oscuridad; después se introdujeron en la cdmara de
cultivo a 14 Cy con un fotoperiodo 16/8h durante 30 dias y posteriormente se fijo la
temperatura a 24 C, todo ello sin cambiar de medio.

En el control tras la etapa de estratificacion, de 4296 embriones introducidos, un
72.6% de los embriones no contaminados habian germinado. En este medio, los em-
briones ya enraizaron en las camaras de cultivo y debido a la adicion de vermiculita,
formaron gran nimero de raices secundarias lo que asegurd su buena aclimatacion
posterior. En la preparacion del medio se afiadio una tira de papel por debajo del
medio para facilitar la extraccion de la planta del tubo sin causar dafio a sus raices.

Por tanto, éste es un método muy 1til para cuando se tiene una cantidad muy grande
de embriones para rescatar, llevandose a cabo la introduccion, estratificacion, germi-
nacion y desarrollo de la planta en un mismo medio de cultivo, minimizando asi el
volumen de trabajo y los gastos en personal, material de vidrio y medios de cultivo,
y permitiendo mantener el material vegetal el tiempo necesario hasta la época ade-
cuada para su aclimatacion. La adicion de medio liquido, si es necesario, permite
mantener las plantas in vitro hasta 4 o 6 meses en el mismo recipiente.
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Embriogénesis de la microspora de trigo espelta de origen
espaiiol, centroeuropeo y lineas de trigo panadero x trigo
espelta
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El trigo espelta se caracteriza por tener un mayor contenido en proteina y una mayor
adapatbilidad a condiciones de agricultura sostenible que el trigo panadero. Por eso,
es una fuente de variabilidad genética muy valiosa para los programas de mejora de
trigo panadero. Ademas, el trigo espelta de origen espafiol, que constituye un grupo
genético diferenciado del centroeuropeo, tiene una harina de excelente calidad para
reposteria y panificacion. El poder disponer de protocolos de obtencion de DH de
espelta tiene gran interés para los programas de mejora tanto de espelta como de trigo
panadero. Sin embargo, existen muy pocos trabajos de produccion de DHde espelta.
En este estudio se ha evaluado, por primera vez, la respuesta a la embriogénesis de
la microspora de 5 accesiones de trigo espelta de origen espafiol, 2 cultivares
centroeuropeos y 3 lineas F5 de cruzamientos de trigo panadero x trigo espelta,
utilizando el protocolo puesto a punto en nuestro laboratorio para trigo panadero. Se
obtuvieron plantas verdes de todos los materiales con la excepcidon de una linea F5.
En general, la mayoria de los materiales presentaron bajos porcentajes de
regeneracion de plantas y altos porcentajes de albinismo. Se encontraron diferencias
significativas para el nimero de embriones, plantas verdes y plantas albinas entre los
diferentes materiales. Las lineas de espelta espafiolas y 2 de los cruzamientos F5
produjeron mayor nimero de embriones y plantas verdes que los cultivares
centroeuropeos. Estos resultados indican que los materiales de origen espafiol pueden
tener una mejor respuesta a la embriogénesis de la microspora que los materiales
centroeuropeos.
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Ultraestructura celular durante el proceso de crioconservacion
mediante vitrificacion
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La crioconservacion ofrece una serie de ventajas sobre otros métodos para la
conservacion a largo plazo del germoplasma de especies de propagacion vegetativa. Se
han desarrollado diversos procedimientos para una crioconservacion exitosa de apices
obtenidos a partir de plantas cultivadas in vitro. Varios de esos procedimientos se basan
en la utilizacion de soluciones con una alta concentracion de sustancias crioprotectoras
(etilenglicol, glicerol, dimeltilsulfoxido ...) que entran en estado vitreo al ser enfriadas
rapidamente (soluciones para la vitrificacion). Son diversos los estudios que han
comprobado la vitrificacion de dichas soluciones y los tejidos tratados, pero escasos los
que estudian los efectos de las soluciones en la ultraestructura celular.

Apices de Mentha xpiperita procedentes de plantas cultivadas in vitro fueron some-
tidos al proceso de crioconservacion mediante vitrificacion-droplet. En diversos pasos
del procedimiento (control in vitro, tras el tratamiento con la solucion de carga y tras
someter las muestras a la solucion de vitrificacion PVS2) se retiraron muestras que
fueron fijadas y posteriormente observadas mediante microscopia electronica de
transmision. El resto de los apices siguieron el protocolo completo con la inclusion
del material en nitrogeno liquido y posterior recuperacion en medio MS+ 0.5 mg/L
2iP + 0.1 mg/L NAA. Después de seis dias de cultivo, se pudo distinguir entre apices
que habian sobrevivido la crioconservacion y aquellos que no, recogiéndose muestras
de ambos tipos para su analisis mediante microscopia electronica. De acuerdo a las
imagenes obtenidas, segiin avanzaba el proceso de crioprotecccion se observd una
mayor plasmolisis, reduccion del volumen vacuolar, mayor densidad del citoplasma
y efectos en la estructura mitocondrial. Las células de los apices que habian sobrevi-
vido la crioconservacion no mostraban plasmolisis, pero si todavia un denso cito-
plasma. Mediante este procedimiento de crioconservacion se obtuvo un 75 % de
recuperacion de apices después de la criconservacion.

El anélisis de la ultraestructura celular permite distinguir diferencias entre los apices
viables y no viables.
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de maiz conservados in vitro
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Callos de la linea homocigoética de maiz W64A02 se mantuvieron en cultivo in vitro
durante 30 afios en medio MS suplementado con 2 mg/1 de 2,4-D. Transfiriéndolos a
un medio sin auxinas, Torné et al. (1984) consiguieron regenerar plantulas via
organogénesis.

Este material resulta especialmente valioso ya que no es frecuente encontrar cultivos
mantenidos en condiciones in vitro durante tanto tiempo. Por ese motivo, y tras 30
afios de cultivo, se plantea el analisis de la estabilidad y capacidad regenerativa actual
de dichos callos.

Para ello se transfirieron a un medio sin auxinas y se observo la formacion de estructuras
alargadas que sin embargo no resultaron en el desarrollo de plantulas. Se examinaron
dichas estructuras, asi como los callos a partir de los cuales se habian formado, mediante
microscopia electrénica de barrido y de transmision, comprobando en la mayoria de los
casos que esas estructuras eran posiblemente raices en formacion, pero no yemas.

Para el estudio de la estabilidad genética se han llevado a cabo analisis con marcado-
res moleculares (SSR y RAPDs) comparando los patrones obtenidos en los callos
con los de las plantulas obtenidas por germinacion de las semillas de la misma linea.
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Pinus pinaster Aiton is a coniferous species native to the Southern Europe with a
high economic and recreational value. Somatic embryogenesis technology may assist
in the clonal production of desired lines and safekeeping of rare and valuable
germplasm via cryopreservation. However, maintaining the genetic integrity in long-
term tissue cultured and cryopreserved plants is important for the correct conservation
of plant genetic resources. As an index of epigenetic stability, we determined the
DNA-methylation status of Pinus pinaster embryogenic calli during and after the
cryopreservation process. Global DNA methylation levels were quantified at selected
stages of the process by an ELISA-based colorimetric method that estimates SmdC
proportion in genomic DNA extracts, following the protocol for plant samples
previously described (Testillano et al. 2013, Physiol Plant).

Six different Pinus pinaster embryogenic lines were used in the analysis. Samples
measured for their 5-mdC content were taken both before and after the cryopreser-
vation procedure and along the process at different time points: 3, 6, 12, 24, 48, 72,
96 hours and after recovery from LN. Oxidative stress was estimated at time 0 and
after 48 hours. The oxidative stress due to cryopreservation was determined by ROS
detection with DHE (dihydroethidium). By using a confocal microscope, this proce-
dure detects superoxide radicals being produced by living cells. A ROS inhibitor
(MnCl,) is being used to downplay background signals.

Preliminary data show that although global DNA methylation remains at similar levels
before and after the cryopreservation process, there are significant variations during
the process, where embryogenic calli are placed in liquid culture with increasing os-
motic pressure every 24 hours, hitting the 5-mdC DNA top levels at 48 hours. The
possible correlation between changes in DNA methylation and ROS production will
be discussed. Further research is needed in order to learn if the specific genes methy-
lated remain the same prior and after the process.
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de mejora de especies de interés socioeconémico
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El Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED)
ha aprobado la financiacion de la red BIOALI “Biotecnologia para fortalecer
programas de mejora de especies de interés socioecondmico”. La red que agrupa 12
grupos de investigacion, 3 empresas del sector agroalimentario y un total de 79
investigadores engloba a profesionales interesados en el desarrollo y la aplicacion de
herramientas cuantitativas, fisiologicas y moleculares para el fitomejoramiento de
especies de interés alimenticio. El objetivo general de la red BIOALI (www.bioali.es)
serd el de contribuir, con la generacion e intercambio de conocimiento entre los
miembros y su entorno, a la mejora sostenible de la productividad y el valor
nutricional de especies alimentarias del género Musa spp. y Theobroma cacao. Esta
mejora se llevara a cabo a través de la exploracion de sus genomas, la fortificacion
de sus productos, el desarrollo de métodos de diagnosis precoz de sus principales
patogenos, mediante técnicas de fenotipado, fisioloégicas y metabolomicas y la
obtencion de indicadores de resistencia a los principales estreses bioticos y abidticos
derivados del cambio climatico. Todo esto, a través de la investigacion, la
capacitacion, el intercambio de informacion entre grupos multidisciplinarios expertos
en diferentes campos, la educacion y la sensibilizacion social, acciones que se llevaran
a cabo satisfaciendo las necesidades de las generaciones presentes, sin poner en
peligro las de las generaciones futuras. Las especies que se estudiaran dentro de la
red proporcionan frutos de elevada importancia nutricional, social y econémica para
los paises iberoamericanos.
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Regeneracion de planta somatica a partir de lineas
embriogénicas conservadas a -80°C durante mas de un afio
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La embriogénesis somatica permite la generacion de un gran ntimero de lineas
celulares que pueden usarse para la produccion de plantas a escala comercial o como
material de experimentacion. Sin embargo, la competencia embriogénica, es decir,
la habilidad para producir embriones a partir del tejido embriogénico, disminuye con
el tiempo que transcurre entre la generacion de las masas y la etapa de maduracion.
Para hacer frente a este problema, las lineas embriogénicas se suelen crioconservar,
tradicionalmente a baja temperatura en nitrégeno liquido. Pese a que la
crioconservacion reduce los costos asociados al mantenimiento de cultivos
embriogénicos, la inversion inicial y el mantenimiento pueden resultar
extremadamente caros.

En este trabajo se estudio la posibilidad de desarrollar sistemas de almacenamiento
de lineas embriogénicas de Pinus radiata a -80 °C durante mas de un afio. Para ello,
se evaluaron no solo las tasas de regeneracion de las lineas celulares, sino también
las tasas de maduracion y germinacion de las mismas, comparandolas con los resul-
tados obtenidos previamente a su congelacion. Como resultado, presentamos un pro-
tocolo que permite la regeneracion de las lineas celulares en tasas superiores al 75%.
Asimismo, las tasas de maduracion y germinacion fueron superiores al 80%, asegu-
randose una produccion considerable de embriones somaticos (hasta 1651 embriones
somaticos por gramo de tejido embriogénico). El protocolo presentado constituye
una buena alternativa a los sistemas tradicionales, reduce considerablemente el coste
econdmico del proceso y garantizando el éxito del proceso de conservacion.

93

S2-P28



S2-P29

SECIVTV 2017 Plants in vitro for the future Madrid, September 13-15, 2017

Saneamiento y conservacion de ajo mediante técnicas
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El cultivo del ajo tiene un especial interés socio-econémico a nivel nacional y en Andalucia
en particular. Sin embargo, el sistema habitual de propagacion vegetativa del ajo conlleva
la infeccion de las plantas por virus y su difusion, provocando graves pérdidas de
produccion, sin que exista en el sector una produccion propia de bulbos libres de virus. El
cultivo in vitro permitiria el saneamiento mediante cultivo de meristemos y la obtencion
de plantas de ajo libres de virus, su micropropagacion y la conservacion in vitro del material
saneado. En este sentido, hemos puesto a punto un protocolo de saneamiento y
micropropagacion de la variedad “Morado de Cuenca” para la empresa 9989 SAT Peregrin
(Pulpi, Almeria). Igualmente, se ha abordado el saneamiento y conservacion del Banco
de Germoplasma de Ajo del CNRF (INIA) mantenido en el Centro de Investigacion
Agroforestal de Albadalejito (CIAF), Cuenca, el cual se encuentra afectado por virosis,
de forma que en cada campana se pierden gran cantidad de entradas. Se ha estudiado la
presencia de los virus OYDYV, LYSV, GCLV y SCV mediante DAS-ELISA y RT-qPCR
en las entradas de Banco constatandose que el 98% de ellas estan infectadas por al menos
uno de los virus mencionados, siendo frecuente la infeccion multiple (>70%). En este
trabajo se han introducido in vitro 194 entradas del Banco, de las cuales, 40 se encuentran
ya libres de virus. Asimismo, se ha desarrollado un protocolo de conservacion en frio de
las entradas de ajos establecidas in vitro. Para ello, se frigoconservaron brotes de distintas
entradas durante 9 y 12 meses con distintos fotoperiodos. Tras tres subcultivos, la
supervivencia era superior en todas las entradas conservadas durante 9 meses. Por otra
parte, se ha observado una respuesta genotipo dependiente a los tratamientos de
frigoconservacion, obteniéndose un 100% de supervivencia a la salida del frio, tanto a los
9 como a los 12 meses, que disminuia o no a lo largo de los subcultivos sucesivos
dependiendo del genotipo. Asi, algunas entradas mantenian el 100% de supervivencia tras
tres subcultivos mientras que otras solo alcanzaron el 13% en el tratamiento de 12 meses.
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Rosellinia necatrix es un patégeno muy extendido en plantaciones de aguacate del sur
de la Peninsula Ibérica, afectando también, ocasionalmente, a plantaciones de olivo.
Nuestro grupo esta abordando la obtencion de variantes somaclonales de olivo y
aguacate, que muestren mayor tolerancia a este patdgeno. En este trabajo se presentan
los resultados en olivo, tras la exposicion de cultivos embriogénicos a dosis crecientes
de filtrado crudo del hongo. Se utiliz6 callo embriogénico, obtenido a partir de radicula,
cultivado en medio liquido ECO (Pérez-Barranco et al. 2009 PCTOC 97: 243-251)
durante 3 semanas en agitacion, y posteriormente filtrado (malla de 2 mm) para separar
la fraccion fina. Esta fraccion fue cultivada durante otras 3 semanas en medio ECO
liquido conteniendo un 20, 40, 60 u 80% de filtrado crudo de Rosellinia necatrix, tras
su esterilizacion en frio. Finalmente, el callo embriogénico fue cultivado en placa en
medio ECO solido para su recuperacion. El filtrado del hongo al 20% no afecto al
crecimiento del callo embriogénico; sin embargo, a partir del 40% el crecimiento fue
inhibido, salvo en algunas placas, donde se observo proliferacion de callo tras 2 meses
en medio de cultivo sin filtrado. Se han obtenido varias lineas que han sobrevivido tras
la exposicion al 40, 60 y 80% de filtrado del hongo. Estas lineas estan siendo cultivadas
de nuevo en presencia de la misma concentracion de filtrado del hongo para evaluar su
comportamiento. Posteriormente, se abordara la recuperacion de plantas. Paralelamente,
brotes de olivo regenerados a partir de la linea embriogénica P1 han sido cultivados en
medio de multiplicacion (Vidoy-Mercado et al. 2012, Acta Hort. 949: 27-30)
suplementado con filtrado crudo del hongo (60%), durante varios subcultivos, para
evaluar el efecto del filtrado en el crecimiento de los brotes.
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La crioconservacion no es aplicable a un importante nimero de especies de importancia
econdmica y/o ecoldgica, probablemente, porque no sobreviven al estrés oxidativo
ocasionado por los tratamientos crioprotectores, principalmente la deshidratacion.

Como material de estudio, se utilizaron ejes embrionarios de una especie ortodoxa (Pha-
seolus vulgaris), una sub-ortodoxa (4Arachis hypogaea) y otra altamente recalcitrante
(Theobroma cacao. En esta especie también se utilizaron embriones somaticos) some-
tidos a diferentes tratamientos crioprotectores (deshidratacion con gel de silice, en estufa
y mediante gota vitrificacion) antes de su inmersion en nitrogeno liquido. Tras la crio-
conservacion, se evaluaron factores morfofisiologicos de la germinacion, la produccion
de especies reactivas de oxigeno (O, y H,0,), la pérdida de electrolitos y la activacion
de mecanismos fisiologicos de reduccion del estrés oxidativo, como los niveles de as-
corbato, GSH y GSSG, de prolina, glutamato y otros catorce aminoacidos.

Se detectd que, en los ejes embrionarios de la especie ortodoxa, los elevados conte-
nidos de prolina son constitutivos y no se desencadena como respuesta al estrés. Por
el contrario, en la especie sub-ortodoxa se producen incrementos muy significativos
como respuesta a la desecacion. Otros aminoacidos, como el glutamato y la aspara-
gina, varian en funcion de la situacion de estrés y del grado de tolerancia y podrian
utilizarse como indicadores.

La ruta detoxificadora ascorbato-glutation jugé un papel relevante tanto durante los
tratamientos crioprotectores como durante la descongelacion. Esto se evidencid por
la baja relacion GSH/GSSG en todos los casos estudiados lo cual indicaria una activa
eliminacion de H,O, (hecho que fue comprobado mediante analisis directo). El radical
superoxido se detectd en zonas concretas de las radiculas, pero no afectd de forma
significativa la supervivencia de los embriones.

En cacao, los procesos oxidativos fueron extremos en todos los casos y tipos de ex-
plantos, incluidos los controles, al igual que la pérdida masiva de electrolitos.
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La salinidad es uno de los mayores estreses medioambientales que afectan a la
produccién de plantas de citricos. El uso combinado de mutagénesis y cultivo de
tejidos puede facilitar la seleccion de lineas de citricos tolerantes a la salinidad. En
el presente estudio se evaluo el efecto del medio salino sobre explantos de lineas
mutantes de patrones de citricos tolerantes a salinidad, obtenidas por irradiacion de
semillas de Citrus macrophylla y seleccion in vitro. Explantos de clones mutantes
(MM1A, MM3A, MMI1B, MM3B, MM4B y MM5B), junto con explantos de
‘Macrophylla’ (control), fueron cultivados in vitro en medio de proliferacion con
diferentes concentraciones de NaCl dependiendo del mutante: 0 y 60 mM de NaCl
(MM1B, MM3B, MM4B y MM5B); 0 y 80 mM de NaCl (MM1A y MM3A); 0, 60
y 80 mM de NaCl (explantos control de ‘Macrophylla). Se observdé un mejor
crecimiento de los explantos de los mutantes con respecto a los explantos del control
en el medio salino. La productividad de MM 1B fue similar en 0 y 60 mM de NaCl.
En MM3B y MM4B la productividad en el medio con sal fue solamente un 9%
inferior a la del medio con 0 mM de NaCl, sin embargo en MMS5B la disminucién de
la productividad en el medio salino con respecto al medio sin sal fue del 17%, similar
al control en estas condiciones. En MM 1A y MM3A la productividad disminuyd solo
un 10% en el medio salino (80 mM de NaCl) con respecto al medio sin sal, sin
embargo en el control esta disminucion fue del 27%. El numero de hojas dafiadas y
caidas de los explantos en el medio salino fue inferior al de los explantos del control
en MM 1B, MM4B y MM5B, pero no se observaron diferencias significativas con el
control en MM3B, MM1A o MM3A. Actualmente se esta analizando la tolerancia a
la salinidad de estos mutantes en condiciones ex vitro.
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La crioconservacion se considera la tnica técnica que permite la conservacion a largo
plazo de germoplasma vegetal. Los cultivos embriogénicos constituyen un material
de gran interés biotecnoldgico, ya que permiten la aplicacion de herramientas tales
como la transformacion genética, la variacion somaclonal o la seleccion in vitro.
Embriones somaticos de olivo han sido crioconservados con éxito, obteniéndose los
mejores resultados después un precultivo con alta concentracion de sacarosa. En estas
condiciones, el 100% de los cultivos fueron recuperados seis semanas después de la
descongelacion. Sin embargo, el tratamiento con altas concentraciones de sacarosa
puede tener efectos adversos sobre la morfogénesis, disminuyendo el potencial
regenerativo de los cultivos. En el presente estudio se analiz6 el efecto de la inclusion
de un tratamiento con sacarosa, previo a la crioconservacion, sobre el proceso de
embriogénesis somatica. Para ello, se compar6 el comportamiento de cultivos control,
no crioconservados, con cultivos procedentes de embriones somaticos
crioconservados, con o sin tratamiento previo con sacarosa. Los resultados obtenidos
pusieron de manifiesto pequefios cambios en la composicion estructural de los
cultivos durante la fase de proliferacion, asi como un aumento de la produccion de
embriones en estadios avanzados de desarrollo durante la fase de maduracion. Aunque
no se apreciaron diferencias en las tasas de germinacion, valores de potencial de
regeneracion significativamente mas elevados fueron obtenidos a partir de los cultivos
crioconservados después de un precultivo con sacarosa. Las plantas obtenidas
presentaron un aspecto similar y no mostraron diferencias en ninguno de los
parametros evaluados durante las fases de multiplicacion, enraizamiento y
aclimatacion.
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La clonacion es una potente herramienta de mejora genética, ya que permite la captura
de todo el potencial genético de los individuos seleccionados y genera poblaciones
uniformes. La biotecnologia de regeneracion de plantas mediante embriogénesis somatica
(ES) esta permitiendo implementar la silvicultura multivarietal en muchas especies
forestales de interés economico. Para alcornoque (Quercus suber L.) hemos desarrollado
un protocolo de regeneracion de arboles adultos via ES que permite clonar cualquier
genotipo. En 2003 establecimos una parcela de ensayo con un disefio de 15 tratamientos
en 5 bloques completos aleatorizados. Se generaron plantas de tres tipos de progenie a
partir de 5 alcornoques seleccionados por productividad y calidad de corcho: plantas de
embriones somaticos generados a partir de hojas de dichos arboles, plantas de embriones
somaticos inducidos en hojas de plantas procedentes de bellotas de los mismos arboles,
y plantas de bellotas de cada uno de dichos arboles. En 2015 se realiz6 un clareo, dejando
una planta por unidad experimental. En abril de 2017 se midieron los didmetros de los
tocones de las 84 plantas objeto del clareo (tamafo desde el inicio) y el diametro a la
altura de 80 cm del suelo de las 64 plantas que quedan en la plantacion. Este ultimo dato
se comparo con el de 2013 para determinar el crecimiento de 4 afios. Para ambos
parametros no hubo diferencias significativas entre bloques. Las plantas procedentes de
bellotas mostraron un tamafio significativamente superior al de las plantas procedentes
de embriones somaticos. Este dato refleja el crecimiento inicial mas vigoroso de las plantas
de origen cigotico. Con respecto al crecimiento durante los tltimos cuatro afios, no hubo
diferencias significativas entre las plantas con origenes cigético y somatico, ni entre las
generadas a partir de hojas de arboles adultos con respecto a las inducidas en hoja de
planta joven. Por tanto, para este caracter, la ES causa rejuvenecimiento y las plantas
producidas tienen un comportamiento semejante al de las procedentes de bellotas.
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El cambio climatico conlleva una exacerbacion de las condiciones de sequia y
temperaturas extremas que tendran un impacto muy negativo en los cultivos.

En este trabajo se estudio el efecto de diferentes estreses abioticos (salino, osmoético
y elevadas temperaturas) sobre plantas de citrange Carrizo, portainjertos de citricos
ampliamente utilizado en citricultura. Para analizar la respuesta de las plantas, se de-
termino el contenido foliar y radical de prolina, malondialdehido (MDA) asi como
la concentracion de diferentes fitohormonas (acido abscisico (ABA), acido salicilico
(SA) y acido jasmonico (JA)).

Los ensayos se llevaron a cabo en plantas cultivadas in vitro, lo que permiti6 estudiar
cada condicion adversa de forma independiente. La fisiologia de las plantas se vio alte-
rada de forma diferente segtin el estrés aplicado. La salinidad indujo un aumento del
contenido de prolina inicamente en parte aérea y SA en raices, mientras que el contenido
de ABA y JA aument6 en ambos 6rganos. El estrés osmético indujo un incremento del
contenido en prolina y ABA y una reduccion de la concentracion de SA'y JA. La con-
centracion de MDA aument6 en brotes y descendio en raices. El calor aument6 los ni-
veles prolina en brotes y SA en ambos tejidos. En raices descendieron los contenidos de
prolina, MDA y ABA. La concentracion de JA descendi6 en ambos tejidos.

Estos resultados concuerdan con estudios en campo, por lo que el cultivo in vitro supone
una alternativa viable a los estudios ex vitro, que requieren mayores superficies de terreno
y no permiten el control de las condiciones ambientales. Esta herramienta permite el es-
tudio de estreses abioticos aplicados individualmente o de forma conjunta, pudiéndose
emplear para la seleccion de genotipos citricos resistentes a los estreses estudiados.
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Populus x canescence (grey poplar) belongs among fast-growing woody plant species.
For its unique phenotype traits observed in floodplain forest in the South Moravia region
of the Czech Republic and a relatively rapid growth in in vitro as well, approximately 4-
6 weeks of micropropagated plants were used to test the most effective culture conditions
for a long-term conservation under ultra-low temperature. Firstly, excised apical and
nodal segments were followed in their growth to determine suitable plant material for
cryopreservation. Apical segments exhibited more steady developmental progress
opposite to unbalanced growth of nodal segments therefore modified vitrification protocol
(80% PVS, cryoprotectant) was applied into the apical segments of 2 mm length.

Secondly, three Variants (A — C) differing in plant’s pretreatment conditions (A —no cold
hardening and no addition of sucrose, B — cold hardening but no addition of sucrose,
and C — cold hardening and application of 0.7 M sucrose) were treated accordingly to
vitrification protocol (isolated shoot tips precultivation for 24 h on MS medium contain-
ing 0.3 M sucrose, application of loading solution containing 2 M glycerol and 0.4 M
sucrose for 30 min and dehydration with 80% PVS, for 240 min). Two weeks after PVS-
dehydration a strong reduction of vitality in treated segments was determined in Variant
Ain comparison to Variant C (27% and 96% respectively) while the vitality of segments
in Variant B reached 77 %. These trends corresponding with the regeneration of segments
and thus suggest that cold hardening and sucrose has additive as well as positive effects
on grey poplar explant tolerance to cryoprotective solution treatments.

In summary, we found that pre-treatment conditions substantially affect cryopreser-
vation of valued grey poplar germplasms.
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La organogénesis adventicia in vitro es un proceso clave cuando en la micropropagacion
o la mejora vegetal. Se han desarrollado protocolos que permiten la regeneracion en muchas
especies cultivadas, pero siguen habiendo genotipos recalcitrantes o con baja respuesta.
La identificacion de los genes clave que controlan la organogénesis adventicia no solo
tendria interés basico sino que también abriria nuevas perspectivas en programas de mejora.
Nosotros estamos abordando la diseccion genética de la organogénesis adventicia me-
diante la identificacion de mutantes de pérdida de funcion o con alteraciones en la res-
puesta. Tras el escrutinio de 762 lineas T-DNA de tomate, hemos identificado cinco
mutantes recesivos afectados en diversas etapas de la respuesta organogénica: formacion
de callo desorganizado (tomato defective in callus proliferation; tdc-1), diferenciacion
de yemas adventicias (tomato defective in bud differentiation; tdb-1, -2 y -3) y desarrollo
o elongacion de brotes adventicios (tomato defective in shoot development; tds-1).

La alteracion del gen en el mutante tdc-1 impide la proliferacion de callo desorgani-
zado en condiciones permisivas para los explantes WT. Pese a ello, el desarrollo ve-
getativo del mutante era indistinguible del WT.

En el mutante ¢db-3 se observa formacion de callo desorganizado pero no hay dife-
renciacion de yemas adventicias. En este mutante hay alteraciones en las concentra-
ciones endogenas de algunas hormonas vegetales. Ademas, la planta mutante exhibia
diversas alteraciones en el desarrollo vegetativo y reproductivo.

En el mutante #ds-1 se observo formacion de callo desorganizado y diferenciacion de yemas
adventicias, pero €stas no eran capaces de dar brotes con un desarrollo normal. Los analisis
histolégicos indicaron alteraciones en la estructura de los meristemos surgidos de novo.
Sorprendentemente, el desarrollo mutante in vivo era indistinguible del WT, lo que sugiere
que el gen TDS-1 juega un papel especifico en el desarrollo de brotes adventicios in vitro.
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Rosellinia necatrix es un hongo patégeno que afecta a las plantaciones de aguacate en
el sur de la Peninsula Ibérica. Nuestro grupo estd evaluando la utilidad de genes de origen
diverso para inducir tolerancia a este patdgeno; sin embargo, dada la dificultad que
presenta obtener plantas transgénicas de aguacate, actualmente estamos utilizando la
fresa, también huésped de R. necatrix, como especie modelo para evaluar la utilidad de
estos genes antiflingicos. En este trabajo se transformaron discos de hoja de fresa, cv.
Camarosa, con el plasmido pBAGG, que contiene en su T-ADN el gen neomicina
fosfotransferasa Il (npt/l) como marcador selectivo y genes de glucanasa y quitinasa de
Nicotiana tabacum bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S. Para la
transformacion genética se siguio el protocolo de Barcelo-Muiioz et al. (PCTOC 54:29-
36, 1998) utilizando la cepa de A. tumefaciens AGL1. Se obtuvieron 12 lineas
transgénicas GQ independientes. Tras su aclimatacion, se evaluod la tolerancia a R.
necatrix en plantas de 6 meses de edad (12 plantas por linea). La mayoria de las lineas
mostraron mejor comportamiento frente al patdgeno que el control no transformado; en
particular, 4 lineas presentaron claramente una menor incidencia de la enfermedad, con
un indice de severidad entre 2-3, mientras que el control alcanzaba un valor de 4,5 (indice
de severidad de 1, planta sana, a 5, planta muerta). En la actualidad se esta llevando a
cabo la caracterizacion molecular y agronomica de las 4 lineas GQ seleccionadas, asi
como su comportamiento frente a otros patogenos flngicos.

Financiado por:
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In vitro conditions to induce organogenesis and also promote
lignan production in Linum album
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The anticancer compound podophyllotoxin and related compounds are lignans
produced in different Linum album in vitro cultures. However, their biosynthesis takes
place in higher or lower levels depending mainly on the differentiation degree of the
L. album material cultured with this purpose. In general, cell cultures of this species
do not form the same lignans as root or other culture systems.

With the aim of increasing the knowledge about the relationship between the condi-
tions that permit the formation and growth of organogenic cell masses and their ca-
pacity to form the lignans of interest, L. album biomass obtained from plantlets was
then cultured in dark or light conditions, with or without the addition of plant growth
regulators. In each conditions the levels of podophyllotoxyn, metoxypodophyllotoxyn
and other related lignans was determined. The organogenic capacity of the cell bio-
masses, grown in the different conditions studied, was directly observed, as well as
using both light and scanning electronic microscope.

The results showed that the main lignan obtained in the cell masses studied was
methoxypodophyllotoxin. At the same time, the organogenic capacity of the cell bio-
masses was directly related with the production of this lignan and in lower extend
with the production of podophyllotoxin.
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Transformation of Quercus ilex somatic embryos with
a gene encoding a thaumatin-like protein
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Holm oak is the dominant tree species in Mediterranean forests, especially in the special
type of agroforestry meadowland system called dehesa (in Spanish) or montado (in
Portuguese). In recent years populations of these trees have been severely affected by
the fungal pathogen Phytophthora cinnamomi. Genes for resistance have not yet been
isolated and overexpression is not possible. However, genetic transformation techniques
can be used to produce tolerant plants by introducing genes expressing pathogenesis
related proteins (PR), which are encoded by the plant genome and induced under biotic
or abiotic stress. The objective was to produce holm oak somatic embryos (SEs) that
overexpress the chestnut thaumatin-like protein (CsTL1), a PR protein.

In the first experiment, 2-3 proembryogenic masses (PEMs) were isolated from the Q8
embryogenic line and precultured for one day, one week or two weeks on SH medium
(Schenk and Hildebrand, 1972) without plant growth regulators. In a second experiment,
PEMs isolated from three embryogenic lines (Q8, EO0 and E2) were precultured for one
week. In all cases, explants were pre-cultured and then co-cultured for 5 days with
Agrobacterium tumefaciens strain EHA 105 harbouring the pK7WG2D-CsTL1 binary
vector. Explants were then cultured on selective medium consisting of SH medium con-
taining kanamycin (100 mg/1) and carbenicillin (300 mg/1). After 14 weeks on selective
medium, transformation efficiency was determined on the basis of the fluorescence of
surviving explants. Genetic transformation was only achieved when PEMs were precul-
tured for one or two weeks. The best results (2%) were obtained with explants precultured
for one week. Genotype also affected the efficiency of transformation, which was only
achieved in 2 of the 3 embryogenic lines evaluated. A total of 12 transformed lines were
obtained, all of which were maintained by secondary embryogenesis. Plants were suc-
cessfully produced from transformed SEs stored for 2 months at 4°C. Molecular analysis
was performed to determine the presence of the CsTL1 gene.

References:

Schenk and Hildebrand (1972) Can J Bot 50:199-204.

Special thanks to Dr. I. Allona for providing the CsTL1 gene.>
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Preliminary results on rootstock-to-scion transfer of
transgene-derived small interfering RNAs and their effect
on sharka resistance in non-transgenic fruit trees
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Genetic engineering is a breeding technique that allows the introduction of genes or
genomic sequences, not available within the species gene pool, to induce desired
characteristics in plants. Although these technologies are undoubtedly useful,
unfortunately, transgenic products are been rejected in Europe and other parts of the
world due to the negative publicity given to them. Therefore, few or none new
transgenic plants are being commercialize in Europe.

Sharka, caused by plum pox virus, is probably one of the most devastating diseases
affecting stone fruit trees. In an attempt to introduce resistance to this disease we pro-
duced transgenic plum trees with a construct designed to silence virus genes inducing
a “pathogen-derived resistance” by interfering RNA. We demonstrated that some of
these lines were highly resistant to the virus.

Commercialization of these plants would be much easier if they could be used as ro-
otstocks so that they will never flower and therefore transgene dispersion through
pollen would not be possible.

In order to test if the small-interfering-RNAs-mediated resistance found in these
plants is transmitted to other Prunus grafted onto them, we designed an experiment
where four of these lines were grafted with wild apricots heavily infected by sharka.
The highly resistant St5°-1 and St5°-9 lines, the intermediate resistant St5’-6 line (the
virus was found during initial evaluation but disappeared later), and the susceptible
St5°-7 line were bud-grafted with infected apricot.

After artificial winter in cold chamber and sprouting of buds in the greenhouse plants
were evaluated for virus presence by ELISA and confirmed by RT-PCR. Virus was trans-
mitted to all susceptible St5’-7 rootstocks grafted with infected buds and, obviously, was
also found in all graftings. In the intermediate St5°-6 line the virus was transmitted to half
of the grafted rootstock plants and was found in all graftings. Finally, both resistant lines
St5’-1 and St5°-9 behaved similarly. The virus was never transmitted to the rootstock
plants and was not found in half of the scions sprouted from heavily infected apricot buds.
Although results are promising (especially considering the high viral inoculum den-
sity in this experimental approach) more plants need to be grafted in order to have
more consistent results and also graftings will be examined after subsequent artificial
winters to see if the silencing mechanism works on the long term, eliminating viral
particles from the apricot grafted onto resistant plums rootstocks.
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Efficient isolation and purification of tamarillo
(Solanum betaceum Cav.) leaf mesophyll cells and protoplasts
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The isolation and culture of plant cells and plant protoplasts are important
biotechnological tools for morphogenic studies due to their characteristics of being
unique single cell systems. We have been working in the development of protocols
for the isolation, purification and culture of mesophyll cells and protoplasts of several
genotypes of in vitro established tamarillo (Solanum betaceum Cav.) plants. Thus,
leaves from in vitro growing shoots maintained through axillary shoot proliferation
were used for protoplast and whole cell isolation. Mechanically isolation of tamarillo
mesophyll cells was unsuccessful, contrary to what was indicated in the literature for
other systems such as Zinnia elegans. An enzymatic treatment of the explants with a
pectinase prior to isolation (0.5% w/v macerozyme R-10) was necessary to obtain a
good yield of viable cells for culture (2.932 x 10° cells.g! FW). For the isolation of
protoplasts, three main variables were evaluated: cellulase/macerozyme combinations,
leaf mesophyll explant incubation time and temperature and purification method. The
highest protoplast yield (20.410+2.933 x 10° protoplasts.g”! FW) and viability (over
89.91+6.38%) was obtained by digesting leaf mesophyll explants in 2% (w/v)
cellulase “Onozuka” R-10 and 0.5% w/v macerozyme R-10, dissolved in 0.4 M
sucrose — K3 solution, overnight at 27 °C and purifying the isolated protoplasts by
centrifugation and stabilization in an interphase band. The development of such
protocols represents an important step to increase the biotechnological potential of
tamarillo since they can be applied not only in plant regeneration and in vitro cloning
but also for somatic hybridization and genetic transformation purposes and molecular
biology analysis. Divisions of the isolated cells and protoplasts could be achieved
but optimization of the culture protocols is necessary to increase the rate of cell
proliferation.
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K and P supply modifies root amino acid exudation by
sunflower in vitro. Effect on chemotactic behavior
of PAHs degrading microorganisms
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Root exudation is one of the main mechanisms involved in bioremediation of soils
contaminated with polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). Exudates stimulate the
proliferation of soil microorganisms active in the degradation of these organic
compounds.

Sunflower (Helianthus annus) is considered a feasible species for PAHs elimination
from polluted soils because its seeds germinate easily and develop deep and profuse
radical system in these contaminated soils. Sunflower root exudates obtained in vitro
have been shown to exert a positive effect on PAHs elimination. Readily degradable
compounds found in root exudates such as amino acids have been postulated to be
part of a fast pool of carbon which is rapidly utilized and cycled by the microbial
cells. Beside this, it is known that reduction of phosphorous and potassium in the me-
dium enhances amino acids production by roots.

In this work, sunflower root exudates have been obtained in vitro by germinating
seeds in MM medium with 25 and 50% reductions of K and P (as KH,PO,). Amino
acid profile of the exudates was determined thereafter by HPLC.

Our results show that the lowest KH,PO, concentration (25%) resulted in higher num-
ber (12) and concentration (6.29 mgL™") of amino acids in the exudates, particularly
histidine and arginine. Moreover, the highest amino acid content found in this exudate
with 25% of monopotassium phosphate produced a higher chemotactic index in Pseu-
domonas putida G7, bacteria able to degrade naphthalene.

In consequence, the reduction of monopotassium phosphate concentration to a quarter
in the medium can enhance biological activity of PAHs degrading microorganisms
in soil thus leading to a more effective bioremediation of contaminated soils.
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Produccion heterdloga de resveratrol en cultivos celulares
de Silybum marianum transformados genéticamente con
estilbeno sintasa de Vitis vinifera y el factor de transcripcion
MYBI12 de Arabidopsis thaliana
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La creciente demanda de #-resveratrol para uso industrial ha abierto la busqueda de
nuevos recursos para su obtencion. Una de las alternativas es la produccion heteréloga
en cultivos celulares vegetales, ya que, aparte de la ventaja que aporta su rapido
crecimiento a bajo coste, s6lo requiere la insercion de uno o dos genes de la ruta
metabolica debido a la presencia de precursores metabolicos comunes.

Para comprobar la viabilidad de esta opcion, se han utilizado cultivos de Silybum ma-
rianum transformados con el gen estilbeno sintasa procedente de Vitis vinifera. S.
marianum es la fuente del flavonolignano silimarina y en la planta, al igual que en
otras asteraceas, la ruta de estilbenoides no esta operativa.

La expresion heter6loga de VvSTS3 permitio la deteccion de resveratrol en el medio
de cultivo aunque en cantidades limitadas y, solo la elicitacion con jasmonato de me-
tilo y ciclodextrinas permitio optimizar la produccion a niveles de mg por litro.

La insercion del factor de transcripcion AtMYB12, al actuar como modificador holistico
de la via de fenilpropanoides, increment6 la produccion de resveratrol en cultivos que
expresaban de forma heter6loga el gen VvSTS3, sin necesidad de estimular la ruta me-
tabdlica con elicitores. La productividad se optimizé con la inclusion de polivinilpirro-
lidona soluble, adsorbente de compuestos fenolicos que no posee actividad elicitora,
alcanzandose cantidades de resveratrol proximas a las obtenidas con ciclodextrinas. La
expresion de AtMYB12 también aumento la biosintesis global de compuestos fendlicos,
incluidos la de acidos cafeoil quinicos, flavonoides y monolignoles. Este incremento
se vio reflejado en la actividad antioxidante de extractos de biomasa, que aumento6 en
mas del 100% en relacion a la de cultivos portadores de solo el gen VvSTS3.

Los resultados obtenidos permiten extender las aplicaciones de los cultivos celulares
vegetales a la produccion simultdnea de metabolitos bioldogicamente valiosos, tanto
nativos como no constitutivos.
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Se ha identificado un mutante de tomate afectado en el desarrollo del SAM (shoot
apical meristem) a partir del escrutinio de una coleccion de lineas T-DNA. El
desarrollo inicial de la plantula mutante era similar al del WT, ya que la raiz
embrionaria crecia normalmente, los cotiledones se expandian y el hipocotilo
alcanzaba su tamaiio habitual. Sin embargo, tras la formacion de un par de hojas, el
meristemo apical detenia su crecimiento y no seguia desarrollando nuevas hojas. Tras
un mes de cultivo las diferencias eran mas evidentes, incluso cuando la actividad
meristematica se reanudaba y se volvian a formar nuevas hojas. El fenotipo se ha
observado tanto in vitro como in vivo. En ambos casos, ademas de las alteraciones
descritas, se ha observado un cambio en la morfologia y el tamafio de las hojas.

El analisis genético de esta linea indico que el fenotipo se debe a una mutacion recesiva.
Ademas, mediante el analisis de segregacion de plantas sensibles y resistentes a la kana-
micina se pudo determinar que esta linea portaba dos insertos de T-DNA con el gen nptl]
funcional. Al combinar los datos del fenotipo con los de resistencia a kanamicina se com-
probd que existia cosegregacion entre uno de los dos insertos de T-DNA y el fenotipo
mutante. Gracias al empleo de una trampa de intensificadores para obtener las lineas T-
DNA se podria inferir el patron de expresion del gen mutado analizando la expresion del
gen delator uidA. Ademas, tras el analisis por Anchor-PCR de las regiones que flanquean
al T-DNA, se ha podido determinar que el gen alterado es un factor de transcripcion de
la familia WRKY. Actualmente se esta llevando a cabo el analisis funcional mediante el
estudio de las correspondientes lineas de anulacion de funcién y de sobreexpresion.
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Arbutus unedo L. (Strawberry tree) is a shrub or a small tree belonging the Ericaceae
family, common around the Mediterranean basin. This species is well known since
ancient times due to its vast utilities, not only from a pharmaceutical perspective, but
also as an interesting ecological and ornamental plant. Fruits can be eaten fresh or
used used in the confection of jams but most of the production is for the preparation
of a strong brandy known as medronheira. In the last years the interest of farmers on
this species has increased as an alternative to more traditional forest species, such as
Pinus pinaster which being affected by pest diseases. The present work emerges from
the purpose to explore new areas of interest concerning the strawberry tree. Thus the
potential of A. unedo to produce arbutin, a skin-lightening agent, was analysed, as
well the ability of callus and shoot cultures to transform hydroquinone into arbutin.
Callus were induced from leaves of shoots growing on a medium containing different
combinations of auxins and cytokinins. Shoot cultures were established from adult
trees through the culture of nodal segments on liquid De Fossard medium (125 rpm)
containing 2.0 mg/l benzyladenin. Best callus induction rates and callus growth were
obtained when 1.0 mg/l 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid) and 1.0 mg/l
thidiazuron were used. For biotransformation assays two concentrations of
hydroquinone (50 or 200 mg/l) for 1 to 7 days. The analyses by high performance
liquid chromatography with photodiode array (HPLC-PDA) confirmed the presence
of arbutin for strawberry tree plants grown on its natural environment as well as for
plants cultivated in vitro, with or without the addition of hydroquinone. Best results
for hydroquinone conversion to arbutin were obtained when shoot cultures were
exposed to 200 mg/1 of hydroquinone for 24h. The results show that biotransformation
in shoot cultures could be a useful alternative for arbutin production.
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La mutagénesis insercional se ha convertido en una herramienta genémica esencial a
la hora de identificar genes que controlan caracteres relevantes a nivel agronomico.
Alternativamente, el sistema CRISPR/Cas9 ha abierto el camino para evaluar el efecto
de ciertos cambios en la secuencia de un gen. Nosotros estamos interesados en utilizar
ambas aproximaciones en melon. Nuestros métodos de transformacion previos
permitieron la transferencia de algunos genes que potencialmente podian conferir
caracteres relevantes. No obstante, la eficacia de tales métodos era insuficiente para
abordar estas nuevas aproximaciones. En efecto, la variacion de eventos asociados al
sistema CRISPR aconseja emplear un método transformacion eficaz y para abordar un
programa de mutagénesis insercional no basta con obtener decenas de plantas
transgénicas, sino que hay que generar cientos o miles de lineas T-DNA. Por este
motivo, hemos intentado avanzar en el conocimiento de los requerimientos culturales
y morfogenéticos de diversos cultivares melon. En concreto, hemos evaluado el efecto
del estadio ontogénico de la plantula, el tipo de explante, la combinacion de reguladores
de crecimiento y el soporte de cultivo sobre la organogénesis adventicia en melon. Los
resultados indicaron que algunos de estos factores llegan a tener una influencia
determinante no so6lo sobre la cantidad sino, lo que es tanto o mas importante, la calidad
de la respuesta morfogenética. De esta manera, hemos desarrollado un método que
permite una tasa de transformacion (nimero de eventos independientes con respecto al
numero de explantes) que llega que al 51,1 % en un cultivar de melon tipo ‘Cantaloup
Charentais’. El trabajo realizado ha permitido poner a punto un sistema de alto
rendimiento que resulta adecuado para abordar un programa de mutagénesis insercional
o para la edicion de genes mediante CRISPR/Cas9.
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Embriones somaticos de alcornoque (Q. suber) fueron sometidos a diferentes
tratamientos de estrés abiotico (estrés térmico, luz ultravioleta, etc.) con la finalidad
de elicitar la produccion de metabolitos secundarios con capacidad antioxidante en
los cultivos. El extracto de los embriones contiene altas cantidades de compuestos
fenodlicos, incluyendo flavonoides, y muestran una elevada actividad antioxidante.
Los tratamientos de estrés incrementaron la capacidad antioxidante de los embriones
somaticos de alcornoque obtenidos in vitro. Ninguno de los tratamientos aplicados
incremento significativamente, respecto al control, la cantidad de fenoles totales. Sin
embargo, si se incremento la cantidad de flavonoides totales.

Los resultados de este estudio mostraron la posibilidad de obtener cantidades impor-
tantes de metabolitos secundarios con elevada capacidad antioxidante que se utiliza-
ron para llevar a cabo la sintesis verde de nanoparticulas de plata, a partir de extractos
de embriones somaticos de Q. suber. Estas nanoparticulas se sintetizaron a partir de
la reduccidn de nitrato de plata utilizando el extracto acuoso de embriones somaticos
de alcornoque como agente reductor y nitrato de plata como sal precursora. Las na-
noparticulas de plata obtenidas fueron posteriormente caracterizadas mediante dife-
rentes técnicas.
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El cuajado de un fruto con capacidad para convertirse en un 6rgano maduro que alberga
y protege la semilla tiene lugar desde el momento en el que la flor alcanza el estadio de
antesis. Este proceso, dependiente de la polinizacion, esta regulado en gran medida por
seflales hormonales, especialmente auxinas y giberelinas. Asi, tras la polinizacion, se
produce una regulacion positiva de los genes de respuesta a estas dos hormonas. Pese a
que la tasa de cuajado es un factor determinante en la produccion de un cultivar de tomate,
es muy poco lo que se sabe sobre los genes responsables de este caracter. El andlisis de
mutantes con alteraciones en la tasa de cuajado podria ser la estrategia ideal para este
proposito. En esta comunicacion presentamos la caracterizacion de un nuevo mutante
dominante de tomate (/fs-2448; lower fruit setting) con alteraciones en la tasa de cuajado.
Acorde con lo esperado, observamos que la mitad de la progenie resultante del cruce entre
el mutante y el WT exhibia menor tasa de cuajado. Lo mas interesante fue que en todas
las plantas mutantes se detect6 un inserto de T-DNA. Una caracterizacién mas detallada
del desarrollo reproductivo reveld que en torno al 50% del polen de las plantas mutantes
era inviable y que los frutos contenian menor cantidad de semilla. El analisis de
segregacion en progenies de plantas mutantes puso de manifiesto la ausencia de
descendientes con el inserto de T-DNA en homocigosis. Los resultados sugieren que el
fenotipo mutante estd ocasionado por un T-DNA que promueve la letalidad del gameto
masculino, afectando al proceso normal de polinizacion y al cuajado de fruto.
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La encina y el alcornoque tienen un gran interés econémico para la produccion de
bellota. Esta produccion muestra gran variabilidad entre individuos, zonas y afios,
pero el cambio climatico y las enfermedades hacen prever que la produccion sea
insuficiente para satisfacer la demanda futura.

Los protocolos de embriogénesis somatica estan actualmente desarrollados en ambas
especies. Incluyen procesos de multiplicacion recurrente de embriones somaticos,
que garantizan altas tasas de proliferacion, susceptibles de automatizar y escalar. En
el género Quercus, el embrion es el constituyente casi exclusivo de la bellota por lo
que podria usarse en alimentacion animal o para obtener sustancias de interés ya des-
critas en bellota.

Debido a la alta variabilidad natural, un primer paso es evaluar el efecto del genotipo
sobre la produccion y composicion nutritiva del material embriogénico. Se establecieron
cultivos de 5 encinas y de 5 alcornoques en erlenmeyers de 200ml con 50ml de medio
SH. Se cultivaron en agitacion a 110rpm y 23°C, con fotoperiodo de 16 horas y en os-
curidad, realizandose 10 repeticiones por genotipo y tratamiento. Se midié semanal-
mente el peso fresco (PF) de cada envase. Tras 28 dias de cultivo, se analizé el
contenido en materia seca (MS), proteina, grasa, fibra (FND, FAD y lignina) y cenizas,
en las suspensiones producidas y en embriones diferenciados a partir de éstas.

Se detectaron diferencias significativas de produccion (PF) entre especies y genotipos.
El cultivo en luz o en oscuridad no influy6 en el crecimiento. A partir de una densi-
dad inicial de 3g- L' se obtuvieron tasas de crecimiento entre 10 y 50 en el alcornoque
y entre 13 y 28 en la encina.

De los parametros analizados solo el contenido en proteinas resulto significativamente
superior en la encina (30%MS) que en el alcornoque (20%MS) y en las suspensiones
(36%MS) respecto a los embriones (27%MS).
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Uso de extractos de algas en el cultivo in vitro de frutales
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En este trabajo se examino el efecto del extracto de algas (EA) de Fucus spiralis (Fs),
Cystoseira myriophylloides (Cm) y Laminaria digitata (Ld) en el cultivo in vitro de
distintas especies. En Nicotiana benthamiana la combinacion de 25% de EA de Cm
con 25% de medio MS aumento la regeneracion adventicia de brotes a partir de discos
foliares en un 620%, en comparacion con el medio de regeneracion convencional.
De forma similar, la utilizacion de EA de Cm 25% y Ld 25% con 25% de medio MS
aumento la regeneracion en aproximadamente un 500%. Sin embargo, al incrementar
la concentracion de EA hasta el 50%, s6lo Cm mejoro significativamente la tasa de
regeneracion respecto al control sin EA.

También se estudio el efecto de los EA en la micropropagacion in vitro de N. bentha-
miana, vid, ciruelo y albaricoquero, evaluando la longitud de los brotes, el nimero
de hojas y los entrenudos. La utilizacion de los EA de Fs y Cm a concentraciones
bajas (2,5% y 12,5%) permitié obtener la misma eficacia en la micropropagacion de
brotes de N. benthamiana que cuando se utiliza medio MS. Sin embargo, para la mi-
cropropagacion de plantas lefiosas como vid, ciruelo y albaricoquero, fue necesaria
una combinacion de 50% de EA de Cm o Fs con 50% de sus medios de micropropa-
gacion convencionales para obtener los mismos resultados. La utilizacion de estas
combinaciones de Cm o Fs también mejoro el porcentaje de enraizamiento en los
brotes de tabaco y vid y se ha correlacionado con sus mayores concentraciones de
acido indolacético en comparacion con el extracto de Ld. Estos resultados, junto con
los datos de analisis de minerales, sugiere que los EA de Fs y Cm contienen nutrientes
y reguladores de crecimiento necesarios para permitir su uso como medio para el cul-
tivo de plantas in vitro.
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Las plantas desarrolladas in vitro presentan modificaciones anatémicas y
fisiologicas que hacen dificil su supervivencia tras la transferencia directa a
condiciones ex vitro. Para ello es necesario un periodo de aclimatacion durante el
cual, las plantas trasplantadas a un sustrato adecuado, deben acomodarse a las
condiciones ambientales ex vitro. Este proceso suele iniciarse en camaras de
crecimiento o invernaderos en los cuales se pueden realizar modificaciones
graduales del ambiente que permiten la adaptacion paulatina de los tejidos
vegetales. Estos cambios son especialmente importantes en la epidermis, ya que
esta constituye la primera barrera de proteccion de las plantas frente a las
condiciones externas.

Este trabajo se centra en el estudio de los primeros cambios anatdmicos y fitodermo-
logicos foliares de dos cultivares del género Leucospermum (L. cordifolium ‘Flame
Spike’y L. ‘Tango’) multiplicadas in vitro después de su transferencia a condiciones
ex vitro.

Se seleccionaron plantulas de ambos cultivares desarrolladas y enraizadas in vitro.
Cuando las raices alcanzaron el tamafio adecuado, las plantas fueron trasplantadas a
una mezcla de arena de rio:perlita:turba (3:2:1) e incubadas en una camara de creci-
miento en la que se fueron variando las condiciones de luminosidad y humedad rela-
tiva. Para el estudio estructural, ultraestructural y fitodermologico se seleccionaron
hojas de plantas procedentes de cultivo in vitro y de la fase de aclimatacion, y se pre-
pararon para su observacion al microscopio optico, electronico de transmision y elec-
tronico de barrido.

El empleo de una mezcla de sustratos con un alto grado de aireacion, la reduccion de
la humedad relativa y el incremento de la irradiancia en el interior de la camara de
crecimiento provocaron una serie de modificaciones en las hojas a nivel de: grosor
de la cuticula, indice estomatico, tamafo de las células de guarda y poros estomaticos,
indice de tricomas y cantidad de depositos de fenoles.
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Efecto de la iluminacion LED en la propagacion in vitro de
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El crecimiento y desarrollo de las plantas requiere de la luz para los procesos de
fotosintesis, fotomorfogénesis y fototropismo. En cultivo in vitro, sin embargo, el
efecto mas importante es el ejercido sobre la morfogénesis, salvo que se trabaje en
condiciones fotoautotroficas.

Hasta hace poco tiempo, los sistemas de iluminacién utilizados en cultivo in vitro eran,
casi universalmente, fluorescentes, con suplemento o no de luces incandescentes como
fuente de rojo lejano. Actualmente, los emisores LED permiten generar transmisores de
luz con longuitudes de onda muy especificas y alta capacidad de regulacion y control,
convirtendolos en una herramienta muy importante para los estudios de morfogénesis.

En trabajos previos evaluamos el efecto de la iluminacion fluorescente Grolux frente
a sistemas LEDES (blanca / blanca mas roja) sobre la micropropagacion de terebinto,
fresa y rosal, Los resultados mostraron mayor tamafio y numero de brotes y contenido
en clorofilas en las plantas iluminadas con luces LEDES, con respuesta diferencial
entre especies (Imbroda et al, 2015).

En trabajos publicados, se han analizado estas fuentes de luz por sus colores de manera
genérica o, al menos, sin seleccionar diferentes frecuencias especificas caracteristicas,
dentro de una misma gama de color. Para obtener resultados mas precisos en este sentido,
generamos un sistema, con 9 celdas independientes, en el que se ha colocado una selec-
cion de emisores que varia desde luces monocromaticas hasta un sistema RGB donde
cada frecuencia de emision puede regularse independientemente, con el objetivo de eva-
luar si cultivos de diferentes especies reaccionan igual ante una misma frecuencia de ilu-
minacion o si sus umbrales de activacion difieren con respecto a diferentes tramos de
longuitud de onda de la fuente de luz artificial utilizada, y analizar el efecto de estas pe-
quefias variaciones de la frecuencia de emision (20 — 30 nm) en diferentes especies.

Financiado por:
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Se ha definido un procedimiento eficiente para la induccion de embriones somaticos (ES) a
partir de material adulto de dos encinas centenarias, Q3 y Q10. Los explantos para la induccion
fueron apices y hojas aislados de brotes de 6 semanas micropropagados via axilares. Los
explantos se cultivaron en medio Murashige y Skoog (1962) adicionado con 500 mgL' de
hidrolizado de caseina (HC) y diferentes concentraciones (0, 1, 2, 4 mgL™") de acido indol-
3-acético o acido a-naftalenacético (ANA), en combinacion con 0,5 mgL' de
6-bencilaminopurina (BA). La induccion fue posible en los dos genotipos y en los dos tipos
de explantos, aunque la frecuencia de induccion vario con el genotipo, el tipo de explanto, y
el tipo/concentracion de auxina. Los &pices respondieron mejor que las hojas en los dos
genotipos, independientemente de la auxina utilizada. Los mejores resultados se obtuvieron
con apices del clon Q3 (11%) en medio con ANA 4 mgL"! + BA 0,5 mgL". Este medio
también fue el mejor para inducir ES en hojas pero con menor frecuencia (1-3%).

Las lineas embriogénicas establecidas a partir de los ES aislados de los explantos iniciales
son mantenidas mediante embriogénesis repetitiva en medio Schenk y Hildebrand (1972)
sin reguladores, utilizando como explanto inicial masas proembriogénicas (PEMs). Las
tasas de proliferacion son significativamente mas bajas cuando se utilizan ES en estado
torpedo o cotiledonar temprano como explanto inicial, y también disminuyen significa-
tivamente al afladir glutamina o HC en una concentracion de 500 mgL™!.

Para la obtencion de plantas, ES cotiledonares, aislados de cultivos de 6 semanas en prolife-
racion, fueron estratificados en frio (4°C) durante dos meses, y después cultivados en medio
de germinacion Gresshoff'y Doy (1972) adicionado con BA 0,1 mgL™!' y 20 uM de tiosulfato
de plata, obteniéndose frecuencias de conversion entre 21-65 % en funcion del genotipo.
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Las plantas aromatico-medicinales presentan compuestos con actividades saludables
(antimicrobianas, antioxidantes y gastroprotectoras) y son una alternativa real al empleo
de antibioticos en ganaderia. La adaptacion al cultivo de estas especies, obteniendo
variedades estables en cuanto a la produccion de componentes bioactivos, es una alternativa
eficaz tanto para agricultores (mejora de sus plantaciones) como para ganaderos (reduccion
de antibioticos), ya que ambos podrian hacer sus producciones mas competitivas y seguras.
En este sentido, la seleccion y multiplicacion vegetativa de plantas silvestres para es-
tablecer cultivares comerciales con alto rendimiento y homogéneos (estandarizados),
tanto en aceite esencial, como en extractos polifenolicos y otros metabolitos secun-
darios, es un objetivo prioritario de nuestro grupo.

En esta comunicacion presentamos los resultados preliminares del establecimiento in vitro
de plantas de dos especies seleccionadas por su composicion en aceites esenciales: orégano
(Origanum vulgare) y salvia (Salvia lavandulifolia Vahl), recogidas en Moratalla (Murcia).
Se ensayaron tres tiempos de desinfeccion (10, 20 y 30 minutos) en una solucion de
lejia comercial (4g de cloro activo/L). Los explantos se sembraron en medio de esta-
blecimiento y se incubaron durante 4 semanas a 25° + 2°C con un fotoperiodo 16/8
y una densidad de flujo de fotones fotosintéticos de 45 umol m= s™! (tubos de luz
blanca PHILIPS Master TL-D 36 W/865 DS).

La desinfeccion durante 30 minutos dio lugar a un mayor porcentaje de explantos no
contaminados. Se ha observado una clara diferencia de respuesta entre las plantas
empleadas como fuente de explantos. En orégano, el 100% de las yemas brotaron y
elongaron y hasta un 97% fueron capaces de enraizar; sin embargo, se observo hi-
perhidratacion y necrosis apical hasta en un 60% y un 40% respectivamente, en fun-
cion de la planta fuente de explantos. En salvia, de las 7 plantas recolectadas, se
obtuvo entre un 4% y un 71% de brotacion, hasta un 42% de elongacion y no se ob-
servé enraizamiento en ninguno de los explantos. Se estan realizando ensayos de mi-
cropropagacion en medios de cultivo con distinta composicion en sales minerales.
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Sea asparagus (Salicornia spp.) is a halophyte species that are awakening the
population interest because is rich in vitamins A and C, iron, iode, sodium and
magnesium, presenting antioxidative and antinfamatory proprieties, replacing the salt
on alimentation. The aim of this study was to develop an efficient methodology for
the in vitro establishment of sea asparagus. Shoot tips and nodes, collected from adult
plants, were submitted to different aseptic treatments, combining 30 seconds of
immersion in ethanol solution 70%, 10 minutes of immersion in Mancozebe solution
(1g/L"), with 10 or 15 minutes of immersion in NaClO solution (1, 2 or 3%) or 2 or
3 minutes of immersion in HgCl, solution (0,1 or 0,5%), finalizing with 5 rinses with
sterile water, before cultivate on different culture media, variating the MS and DMS
media supplemented with different combination of 6-Benzylaminopurine (0, 2 and
3mg/L"), 1-Naphthaleneacetic acid (0 and 1mg/L"'), Zeatin (0 and 0,5mg/L™!) and
with NaCl (0, 15 and 30g/L™"). For in vitro establishment of sea asparagus, the use of
3 minutes of immersion in HgCL, solution to 0,3% resulted in 80% of viable explants,
without contamination and, the DMS medium supplemented with BA (2mg/L") and
NAA (Img/L') induced the production of a higher number of lateral shoots (4.3),
while the MS medium, without growth regulators and without NaCl supplementation,
induced the production of explants with greater length (2.8 cm).
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La demanda de plantones de pistacho, superior a la oferta del mercado, causa un freno
a la expansion de este cultivo en Espafia. La propagacion del pistacho se realiza
tradicionalmente mediante el injerto de plantas de diversas especies de Pistacia,
utilizadas como patrones y provenientes de semilla. La aplicacion de las técnicas de
cultivo in vitro a estas especies de Pistacia permitiria la propagacion clonal y masiva
de estos patrones, asi como la obtencion de plantas durante todo el afio incrementando
de esta forma la oferta de planta de pistacho en el mercado.

En la Estacion Experimental de Aula Dei se estan desarrollando con éxito técnicas de mi-
cropropagacion de distintos patrones de pistachero: UCBI1 (Pistacia atlantica x P. inte-
gerrima) (2 clones), P, atlantica (3 clones) y Pintegerrima (1 clon) de distintos origenes.

El establecimiento de material se ha realizado tanto a partir de arboles creciendo en
campo como de semillas y en esta fase tanto el control de las contaminaciones como
principalmente de los exudados, mediante el uso de antioxidantes, ha resultado defi-
nitiva para la obtencion de material creciendo in vitro.

Una vez se establecieron brotes de las tres especies estudiadas, se procedio a la mul-
tiplicacion de los explantos. Cuatro medios fueron evaluados tanto con respecto a la
tasa de multiplicacion como a la presencia de brotes necrosados, uno de los factores
criticos en la micropropagacion de pistacho. Con los medios estudiados, se han lo-
grado tasas de multiplicacion variables entre 0,5 y 3 mostrando diferencias no solo
entre medios de cultivo sino también entre clones. La presencia de brotes necrosados,
un factor a tener en cuenta, fue muy variable dependiendo de los medios de cultivo
y el clon, reduciendo en algunos casos la incidencia a un 5% de los brotes.

El enraizamiento in vitro ha alcanzado niveles cercanos al 100% una vez desarrollado
el medio adecuado y posteriormente se ha procedido a la aclimatacion y endureci-
miento de la planta tras su trasplante a un sustrato adecuado bajo condiciones am-
bientales controladas.

Mediante el desarrollo de protocolos adaptados para los distintos clones se ha conse-
guido una propagacion masiva de distintos patrones de Pistacia.
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Semillas de M. arborea fueron germinadas in vitro en presencia de nanocerio y de
oxido de cerio en tamafio convencional. Las plantulas se cultivaron durante cuatro
semanas en camara de cultivo a 22 = 1°C con un fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas
oscuridad y una irradiancia de 50 pmol m s’ mediante luz fluorescente. Se valoraron
en las mismas caracteres morfoldgicos (longitud de tallo y de raiz, nimero de hojas
trifoliadas y biomasa fresca y seca), se realizd ademas un analisis proteémico
mediante cromatografia nanoliquida; la valoracion de la actividad fotosintética se
estimé mediante SPAD y la fluorescencia de la clorofila y se cuantificaron los
pigmentos fotosintéticos (clorofilas a y b, clorofila total, antocianinas y carotenoides).
Se realizd ademas un estudio de estrés oxidativo mediante la deteccion in vivo y
cuantificacion de ROS y la actividad de enzimas detoxificadoras de ROS (SOD, CAT
y GPOX). Las diferencias a nivel morfolégico fueron muy escasas, salvo por un
incremento en la longitud de las raices producido por el 6xido de cerio que resulto
independiente del tamafio de las particulas. Los niveles de pigmentos fotosintéticos
se vieron incrementados por la presencia de cerio en el medio de cultivo. Las plantas
tratadas con nanocerio mostraron una reduccion en la maxima eficencia fotosintética
del Fotosistema II lo que es un signo indicativo de estrés. La valoracion de ROS y de
los enzimas detoxificadores mostraron el posible papel mimético del nanocerio
empleado con el enzima catalasa.
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En este trabajo se presenta un procedimiento para el establecimiento y mantenimiento
in vitro de material adulto de encina mediante la proliferacion de yemas axilares.
Segmentos de ramas (25-30 cm) de la copa de encinas de 30-100 afios fueron forzados
a brotar en condiciones controladas, y los nuevos brotes fueron utilizados como fuente
de explantos para iniciar cultivos. Un paso critico del proceso fue la esterilizacion; el
establecimiento in vitro s6lo fue posible cuando se aplicaron concentraciones/tiempos
bajos de hipoclorito sédico (0,3% de cloro libre 2-3 min). La estabilizacion de cultivos
se logré en 6 de los 8 genotipos evaluados, aunque con marcadas diferencias genotipicas.

La proliferacion de los brotes se obtuvo mediante el cultivo de segmentos nodales y
apicales (0,5-1 cm) en posicion vertical en jarras con 500 ml de medio en un ciclo de
cultivo de 6 semanas con transferencias cada dos semanas a medio fresco, como
sigue: 0,1 mg L' de benciladenina (BA) las 2 primeras semanas, 0,05 mg L' BA las
2 semanas siguientes, y 0,01 mg L' BA mas zeatina 0,1 mg L' las tltimas 2 sema-
nas. El medio mineral, la concentracion de sacarosa y el agar utilizado afectaron a
la proliferacion de los brotes. Los mejores resultados se obtuvieron con el medio
WPM (Lloyd y McCown 1980) suplementado con 8 g L! agar Sigma y 30 g L' de
sacarosa. La adicion de tiosulfato de plata 20 uM al medio mejor6 la proliferacion al
reducir la necrosis y senescencia de hojas y apices en los brotes.

El enraizamiento de los brotes fue posible pero en porcentajes bajos. Los mejores
resultados se obtuvieron en medio Murashige y Skoog (1962) con los macronutrientes
a la mitad suplementado con 3 6 5 mg L' acido indol-3-butirico y 0,1 mg L' acido
naftalenacético durante 15 dias y transferencia posterior a medio sin reguladores.
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Micropropagation has been revealed to be an efficient propagation method for
production of large quantities of true to type and disease free plants. Traditional
methods of micropropagation on solid and semisolid media are limited in commercial
production due to high labor cost. Bioreactor production in liquid medium has
therefore been studied and tested in recent years, but there are still no appropriate
types of bioreactor until now applied to commercial fruit tree rootstock propagation.
A new type of bioreactor, based on the temporary immersion system (TIS) principle,
is being developed by the Plant in Vitro Culture Laboratory, Fruticulture Program,
IRTA, Fruitcentre, Lleida, Spain. This is a mid-sized unit (1 to 4L) reactor that so far
operates on the same principles as other existing temporary immersion systems do.

The aim of this study was to evaluate this new bioreactor for micropropagation in
comparison with the micropropagation on semisolid medium, using a commercial
Prunus spp rootstocks (ROOTPAC-20®) and a new hybrid Pyrus spp rootstock
(Py170), which is in the last phase of selection, and determining the shoot fresh
weights, multiplication rate, shoot length, and shoot hyperhydricity.

The results show that this newly developed bioreactor is suitable for mass production
of target plants species with survival rate and plant quality similar to those from se-
misolid medium. The multiplication rate was either similar or better than that from
semisolid medium. Depending on the rootstock, between 400 and more than 600 sho-
ots could be obtained per bioreactor, whereas in agar containing medium, over 100
shoots per flask were obtained. The average shoots length was higher in the bioreactor
than in the semisolid medium. In addition, while shoots produced had the same quality
in both systems, the time needed was shortened two weeks when cultures were done
in the bioreactor. Shoot hyperhydricity was controlled and eliminated when immer-
sion time and frequency were corrected for each rootstock. Overall, the analysis of
the culture systems results show that the bioreactor is stable and reliable and with
greater productivity.

130



Madrid, September 13-15, 2017 SECIVTV 2017 Plants in vitro for the future
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El roble enano del Monte Pindo estd considerado como un endemismo ibero-
occidental tingitano, cuyas unicas tres poblaciones se encuentran en el norte de
Marruecos, sur de Portugal y oeste de Andalucia y noroeste de Galicia. Su escasa
presencia y el deterioro de sus habitats ha hecho que se encuentre incluida en los
Catélogos de Especies Amenazadas de Extremadura y Galicia y en la Lista Roja
de Andalucia. En este trabajo se ha desarrollado un protocolo para la conservacion
de genotipos adultos de esta especie aplicando técnicas de micropropagacion. Se
recogieron ramas de arboles de entre 30-40 afios que se forzaron a brotar en
condiciones controladas. Los brotes, una vez esterilizados, se utilizaron como la
fuente de los explantos para el establecimiento in vitro. En la fase de multiplicacion
se ensayo el efecto de diversos medios minerales: Gresshoff y Doy (1972),
Murashige y Skoog (1962) con los nitratos reducidos a la mitad y Lloyd y McCown
(WPM, 1980), suplementados con 0,1 mg/l de benciladenina. Los mejores
resultados se obtuvieron al utilizar los explantos nodales y el medio mineral de
Lloyd y McCown. El cultivo horizontal de los brotes provoco el desarrollo de brotes
con aspecto suculento que no fueron aptos para el mantenimiento in vitro de los
cultivos.

Brotes de entre 1,5-2 cm fueron enraizados utilizando el medio WPM con los ma-
cronutrientes reducidos a la mitad suplementado con 0,1 mg/1 de acido indol butirico.
Los brotes permanecieron en este medio durante 7 dias, siendo posteriormente trans-
feridos a un medio fresco de igual composicion pero sin auxina. Las raices fueron
visibles a partir de los 15-20 dias y los porcentajes de enraizamiento fueron superiores
al 75%. Las plantas enraizadas fueron transferidas a tiestos con una mezcla de suelo
de jardin y perlita (2:1) para su aclimatacion en condiciones controladas, consiguiendo
porcentajes de supervivencia superiores al 70%.
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Prunus lusitanica, conocida también como loro o azarera, es una especie arborea
reminiscente de la laurisilva del terciario-cuaternario, de gran interés ecoldgico que
se encuentra en poblaciones dispersas y fragmentadas. En la lista Roja de la Flora
vascular espanola estd clasificada como Vulnerable, siendo recomendable Ila
utilizacion de herramientas biotecnoldgicas para su conservacion ex situ.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar protocolos para el establecimiento y mul-
tiplicacion in vitro de material juvenil y adulto de esta especie con vistas a su conser-
vacion y propagacion, evaluando el efecto del medio de cultivo y reguladores de
crecimiento.

Como material de partida para el establecimiento in vitro se utilizaron los brotes de
nuevo crecimiento recogidos en primera procedentes de dos plantas de invernadero
de 3 afios de edad y de un ejemplar adulto de aproximadamente 30 afos. Se estudio
el efecto de diferentes formulaciones de sales minerales (MS, WPM, DKW) y como
reguladores de crecimiento se utilizaron BA (benzilaminopurina) y mT (metatopolina)
en combinacion con AIB (acido indol butirico).

Se establecieron in vitro diferentes lineas de cultivos procedentes de cada uno de los
tres genotipos. La reactividad in vitro en la etapa de establecimiento dependio de la
edad y estado fisiologico del material inicial, siendo menos reactivo el material mas
adulto. En la etapa de proliferacion se observaron diferencias genotipicas en cuanto
a los requerimientos nutritivos. Los genotipos juveniles respondieron mejor al medio
MS, con buenas tasas de enraizamiento espontaneo, mientras el medio DKW propor-
cion6 mejores resultados en las lineas adultas. El subcultivo de los brotes en medio
WPM durante un mes incremento6 el nuimero medio de brotes y una posterior trans-
ferencia al medio DKW result6 en una mayor longitud de los mismos. Los brotes en-
raizados se aclimataron facilmente a las condiciones ex vitro.
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Evaluacion de la ecotoxicidad de compuestos liberados por
acolchados plasticos biodegradables utilizados en agricultura
mediante el cultivo in vitro de plantas
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Lautilizacion agricola de acolchados biodegradables de plastico ha surgido como alternativa
en sustitucion de los de polietileno. Al biodegradarse directamente en el suelo agricola
evitan la acumulacion de residuos plasticos, que de otra forma permanecerian en ¢l muchos
afios. Sin embargo, durante su degradacion liberan al suelo pequenas cantidades de diversos
compuestos quimicos que pueden interaccionar con los sucesivos cultivos, lo que hace
necesario evaluar preventivamente el efecto de estos productos. Hasta la fecha, apenas se
ha estudiado el impacto de los productos de la degradacion de estos acolchados en plantas.
Los estudios en campo son complejos y dificilmente estandarizables, y requeririan del
acumulo de grandes cantidades de materiales. Por otro lado, algunas Normas UNE o guias
internacionales proponen ensayos de germinacion, o de germinacion y primeras etapas del
desarrollo, en placas Petri o en macetas, ambos de limitado alcance. Este trabajo responde
alanecesidad de una evaluacion de mayor recorrido. En ensayos preliminares anteriormente
realizados con extractos de algunos acolchados biodegradables, el cultivo in vitro, que
permite el control de los factores que afectan al desarrollo de la planta y permite visualizar
la morfologia radical para un niimero elevado de plantas y en poco espacio, ha mostrado
su capacidad para poner de manifiesto efectos no identificados previamente. Por ello, este
trabajo evalua los efectos de acolchados biodegradables (8 plasticos -BP1 a BPS-) mediante
el cultivo in vitro de semillas de lechuga y tomate en medio MS al que se incorporan
extractos con los compuestos liberados por la incubacion de los materiales.

La germinacion de ambas especies no se vio afectada en ningiin caso, pero si el desarrollo
de ambas, que se monitorizé visualmente y al mes de crecimiento se cuantificd determinando
la biomasa de la parte aérea y raices, el contenido en clorofila y la prolina en hojas como
marcador de estrés. Cuando el medio de cultivo se prepard mediante filtrado de los extractos
plasticos, la mayoria de ellos redujeron el desarrollo de las plantulas de tomate, apareciendo
coloracion rojiza en los tallos . También se aprecio visualmente una reduccion del desarrollo
de las plantulas de lechuga, aunque su peso solo disminuyo significativamente con el ma-
terial BP4. El autoclavado de los extractos, estudiado en lechuga, no elimind su efecto, sino
que por el contrario lo incremento para varios de ellos. Los niveles de prolina aumentaron
significativamente en los tratamientos con menor crecimiento, especialmente con BP4 donde
la concentracion se increment6 hasta 4 veces respecto al control, lo que sugiere una situacion
de estrés. La reduccion del peso de los explantos se vio acompanada de la reduccion del mii-
mero de raices o de una acusada transformacion de su morfologia. Los resultados sugieren
que en el proceso de degradacion de los acolchados biodegradables se liberan sustancias
con capacidad de interferir en el desarrollo de las plantas, aunque no en su germinacion.

133

S4-P63



S4-P64

SECIVTV 2017 Plants in vitro for the future Madrid, September 13-15, 2017

Sistemas alternativos del cultivo in vitro para la
multiplicacion eficiente de banano (Musa AAA)
variedad Williams

Alexander MORENO HERRERA™ Angeles BERNAL PITA DA VEIGA®,
Moénica COIG O'DONNELL®, Conchi SANCHEZ FERNANDEZ®,
Nieves del Pilar VIDAL GONZALEZ®

! Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias. Universidad Técnica de Machala. Avda. Panamericana

km 5, Machala, El Oro, Ecuador.

Departamento de Biologia Animal, Biol. Vegetal y Ecologia, Universidade da Corufia, A Zapateira
s/n 15071, A Coruiia, Espaia.

3 CULTESA. Ctra. de Guayonje, 68, Apdo. de Correos 73, 38350 Tacoronte, Santa Cruz de Tenerife, Espaiia.
Departamento de Fisiologia Vegetal, Instituto de Investigaciones Agrobiologicas de Galicia, CSIC.
Avda. de Vigo s/n. Apdo 122. 15780 Santiago de Compostela, Espaiia.

E-mail de contacto: nieves@iiag.csic.es

El objetivo de este estudio es el desarrollo de métodos alternativos de micropropagacion
para su aplicacion a brotes de banano var. Williams. El cultivo de banano en Ecuador
esta siendo amenazado por la edad de las plantaciones y enfermedades como la
Mycosphaerella fijiensis Morelet, por lo que para mantener la produccion en campo se
necesita disponer de gran cantidad de semilla sana y de calidad. Para ello, se utiliza el
cultivo in vitro convencional, asi como sistemas alternativos que reduzcan gastos ¢
incrementen el coeficiente de multiplicacion y la calidad de las vitroplantas.

En este trabajo se presentan los resultados de a) la instalacion in vitro de genotipos
de banano Williams de la zona del Oro (Ecuador) mediante el sistema convencional
y su propagacion en biorreactores, y b) experimentos preliminares de cultivo en medio
liquido con material vegetal de banano Williams previamente establecido in vitro por
la empresa CULTESA (Espaiia).

Como biorreactores se utilizaron los sistemas comerciales de inmersion temporal
RITA® y plantform™ a los que se afiadieron 150 y 500 ml (respectivamente) de medio
Murashige y Skoog con 2 mg/l de benciladenina y 0,65 mg/l de acido indol acético.
Como material de partida se utilizaron brotes provenientes de micropropagacion con-
vencional en fase de multiplicacion, que se decapitaron y se dispusieron en medio
semisolido en frascos de cristal (con 50 ml de medio) y en medio liquido en bioreac-
tores programados para inmersiones de un minuto cada cuatro y ocho horas. El medio
semisodlido se gelificd con Vitroagar (7 g/1). En todos los casos el pH se ajusté a 5,8
antes del autoclavado a 120 °C durante 20 minutos. Las condiciones de cultivo fueron
25 + 1,0 °C, fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad y con lamparas blancas
fluorescentes (50-60 pmol m) 2 s !,
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Entre los compuestos con elevada capacidad edulcorante pero sin riesgos para la salud
procedentes de vegetales, destaca el extracto obtenido de plantas de Stevia rebaudiana
Bert.. La reproduccion sexual de esta especie, caracterizada por una alta
heterogeneidad de las poblaciones resultantes de sus semillas y la baja eficiencia de
la germinacion de éstas, hace que se prefiera la propagacion asexual para obtener un
elevado numero de plantas homogéneas genéticamente. El uso de esquejes requiere
tallos con un determinado porte y numerosas labores y tiempo para la obtencion de
plantas. En consecuencia, la micropropagacion viene siendo el sistema adecuado para
alcanzar un niamero suficiente de plantas en un periodo corto de tiempo.

Para optimizar la micropropagacion de yemas axilares y apicales de dos variedades
(S6 y S9) de Stevia rebaudiana, Bert., se ensayan tres medios nutritivos distintos
(MS, MSM y G) bajo dos sistemas de cultivo: el tradicional (medio sélido) y el
Sistema de Inmersion Temporal (SIT). Tras 25 dias de cultivo se observa un mayor
desarrollo en longitud de las plantas de la variedad S6, y un mayor nimero de rami-
ficaciones laterales y yemas en las de S9. Para las plantas de ambas variedades, la
mayor longitud y peso fresco se dan en el medio sélido, por el contario se obtienen
mas ramificaciones laterales en las condiciones SIT. Los niveles de pigmentos son
similares en ambas variedades, aunque las plantas desarrolladas en medio sélido tie-
nen mayores niveles de clorofila a y carotenoides. Las concentraciones de malon-
dialdehido (MDA) son similares en todos los medios, ya sean solidos o SIT, aunque
con un nivel mas elevado en las plantas de la variedad S6. No obstante, estos niveles
indican ausencia de dafio en las membranas celulares de los tejidos de las plantas ob-
tenidas. El balance nutricional en todos los casos es correcto.
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L

LALALEO, Liliana: 107
LAVOURA, LM.V.: 126

LLEBRES, Maria Teresa: 47

LOBO, M. Carmen: 86

LOPEZ, Juan Antonio: 128
LOPEZ-HERRERA, Carlos: 95, 106
LOPEZ-PEREZ, Antonio J.: 97
LORENTE, P.: 73, 84, 127
LOZANO RUIZ, Rafael: 105, 113, 117
LOZOYA SALDANA, Héctor: 72

M
MACHOVA, Pavlina: 101

MANZANERA DE LA VEGA, José Antonio: 116
MARIN, Juan A.: 73, 84, 127

MARTIN CALVARRO, Luisa: 116

MARTIN, Carmen: 74, 89, 90

MARTIN, Luisa: 128

MARTIN-CLOSAS, Lluis: 49, 133

MARTINEZ CONESA, Cristina: 125
MARTINEZ, M.2 Teresa: 58, 108, 124, 129, 131
MARTINEZ-LABORDE, Juan Bautista: 90
MARTIN-PIZARRO, Carmen: 57

MARTINS, Jodo: 114
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MATEOS-WHITE, Isabel: 112

MAURI, Pedro Vicente: 86

MENDOZA MORALES, Carlos R.: 87, 130
MENDOZA-POUDEREUX, Isabel: 85, 91
MERCADO, José Angel: 74, 95, 106
MEYER, Stefan: 60

MIRAS-MORENO, Begoia: 48

MOJICA MARIN, Virgilio: 75
MONCALEAN GUILLEN, Paloma: 69, 92, 93
MONTALBAN, Itziar Aurora: 69, 93
MORCILLO, Marian: 56, 85

MORENO, Ana: 106

MORENO FERRERO, Vicente: 105, 113, 115
MORENO HERRERA, Alexander: 134
MORENQO, Vicente: 117
MORENO-RISUENO, Miguel-Angel: 45, 78

N
NARVAEZ, Isabel: 74
NAVARRO-GARCIA, N.: 97

o
OJEDA ZACARIAS, M.* del Carmen: 72, 75
OLIVARES SAENZ, Emilio: 72
ORLANDO, Leonardo: 56, 85

ORTEGA CALVO, José Julio: 111

P

PADILLA, Isabel M.G.: 94, 123
PALAZON, Javier: 107, 112
PALME, Klaus: 39
PALOMO-RIOS, Elena: 95, 106
PASCUAL, Maria Belén: 47
PEDRENO, Maria A: 48
PELACHO, Ana Maria: 49, 133
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PELAEZ, Almudena: 95

PEREZ, César: 96

PEREZ, Yolanda: 128

PEREZ-CLEMENTE, Rosa M.: 100
PEREZ-PASTRANA, Jacobo: 76
PEREZ-PEREZ, Jose Manuel: 45
PEREZ-PEREZ, Yolanda: 53, 65, 66, 68
PEREZ-TORNERO, Olaya: 97
PERIANEZ-RODRIGUEZ, Juan: 45

PERIS, Juan Bautista: 56

PINEDA CHAZA, Benito: 105, 113, 115, 117
PINTO, R.E.V.: 126

PINTOS LOPEZ, Beatriz: 68, 116, 128
PITARCH, Marta: 53

PLIEGO, Clara: 106

PLIEGO-ALFARO, Fernando: 46, 74, 95, 106
PONCE, Lorena: 56

PORCEL ROLDAN, Rosa: 67

POSE PADILLA, David: 57

Q
QUILEZ SIMON, Maria: 125

R
R.R., Robaina: 54

RIBEIRO, Inés: 110

RIBELLES ALFONSO, Carlos: 105, 113, 115, 117
RISUENO, Maria-Carmen: 53, 65, 66, 68, 77, 107
RIVAS I SENDRA, Alba: 67, 79

RODRIGUEZ ACEVEDO, Alberto: 132
RODRIGUEZ PEREZ, Gilberto: 75
RODRIGUEZ RODRIGUEZ, Alba: 113
ROMERO ESPINAR, Pascual: 125

ROURA, Alberto: 96

RUANO-ROSA, David: 106

RUIZ GALEA, Mar: 71, 86, 99, 118
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S

S. PAIS, Maria Salomé: 41

SABATER-JARA, Ana-Belén: 48

SALES, Ester: 85

SAN JOSE, M* del Carmen: 58, 108, 124, 129, 131
SANCHES, Matilde: 77

SANCHEZ FERNANDEZ, Conchi: 59, 132, 134
SANCHEZ LOPEZ, Jorge: 105, 113
SANCHEZ-CORRIONERO, Alvaro: 45, 78
SANCHEZ-PUJANTE, Pedro-Joaquin: 48
SANCHEZ-ROMERO, Carolina: 98
SANTAMARIA, Estrella: 65

SANTANA BUZZY, Nancy: 76

SANTOS HALISCAK, José A.: 75

SEGUI SIMARRO, Jose Maria: 67, 70, 79
SEGURA, Juan: 50, 56, 85, 91

SERRANO RUIZ, Hadaly: 49, 133

SLIM AMARA, Hajer: 86

SOLIS, Maria Teresa: 53, 65, 66, 91
SOTOMAYOR SANCHEZ, José Antonio: 125
SOZZANI, Rossangela: 78

SUAREZ TOSTE, Emma: 122

T
TACAN, Marcelo: 96

TAPIA, César: 96

TESTILLANO, Pilar S.: 53, 65, 66, 68, 77, 91, 107
TORIBIO IGLESIAS, Mariano: 99, 118
TORIBIO, Mariano: 56, 58, 71, 108

TREVINO RAMIREZ, José E.: 72

A%

VALLES BRAU, M* Pilar: 80, 88

VARAS, Elena: 58

VAZQUEZ ALVARADO, Rigoberto E.: 72
VELASCO, Leonardo: 94
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VIDAL GONZALEZ, Nieves del Pilar: 59, 132, 134
VILARINO RODRIGUEZ, Susana: 135
VILLALOBOS, Nieves: 128

VILLAR MARTIN, Luis M* 80

VIVES-PERIS, Vicente: 100

Y
YUSTE-LISBONA, Fernando: 105, 113

Z
ZAMECNIK, Jif: 101
ZIZKOVA, Eva: 101
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I
IBARRA HUESA, Manuel
IBARRA LOPEZ, Alejandro
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MARTI OSBORNE, Felipe
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MARTIN PIZARRO, Carmen
MARTINEZ SANTIAGO, M* Teresa
MATAIX VALERO, Inés

MAURI ABLANQUE, Pedro Vicente
MECO MARTINEZ, Vitoriano
MENDOZA MORALES, Carlos Rolando
MENDOZA POUDEREUX, Isabel
MONCALEAN, Paloma

MONTALBAN PEREZ, Itziar Aurora
MORCILLO BENLLOCH, Marian
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N
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PEREZ CLEMENTE, Rosa Maria
PEREZ PASTRANA, Jacobo
PEREZ PEREZ, Yolanda

PEREZ RUIZ, César

PEREZ TORNERO, Olaya
PINTOS LOPEZ, Beatriz
PLIEGO ALFARO, Fernando
POSE PADILLA, David

R

RIBELLES ALFONSO, Carlos

RISUENO ALMEIDA, Maria del Carmen
RODRIGUEZ ALCARAZ, Ana Belén
ROJAS VARGAS, Alejandra

RUIZ DE GAUNA GUTIERREZ, Gonzaga
RUIZ GALEA, Maria del Mar

S

S. TESTILLANO, Pilar

SAN JOSE CAPILLA, Maria del Carmen
SANCHEZ CORRIONERO, Alvaro
SANCHEZ FERNANDEZ, Conchi
SANCHEZ-ROMERO, Carolina
SANTON, Nathalie

SEGUI SIMARRO, Jose Maria
SEGURA GARCIA DEL RIiO, Juan
SERRANO RUIZ, Hadaly

SLIM AMARA, Hajer
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