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PRESENTACION

La Sociedad Espaiola de Cultivo In Vitro de Tejidos Vegetales (SECIVTV) tiene el placer
de invitar a participar a los miembros de la Sociedad, y a todos aquellos interesados en esta
temadtica, a su XV Reunidn, a celebrar del 6 al 8 de septiembre de 2023 en Lleida, organizada
conjuntamente en esta edicién por la Universidad de Lleida (UdL) y el Instituto de Investigacion
y Tecnologia Agroalimentarias (IRTA).

El objetivo de la XV Reunién de la SECIVTV es constituir un entorno dindmico de encuentro
interactivo en el que dar a conocer y compartir los avances en las areas en que participa el
cultivo in vitro de tejidos vegetales. La reunion constard de Conferencias Plenarias, Sesiones
Orales, Presentaciones de Posters, y foros de discusién en las teméticas propias del cultivo in
vitro de células y tejidos vegetales: micropropagacién, saneamiento, embriogénesis somatica,
rescate de embriones, obtencién de doble-haploides, transformacién y edicién genética, cultivo
de dérganos y células en suspension, etc., incluyendo la participacién activa de investigadores
consolidados, de jévenes investigadores de instituciones publicas y privadas, y de las empresas
del sector. La reunidn tiene su centro en el lema “Plantas In Vitro para un Mundo Mejor”.

Como Comité Organizador, en nombre de la SECIVTV, animamos y agradecemos la participacion
activa de todos los asistentes; todas las aportaciones contribuirdn a construir el entorno que
promueva el progreso el cultivo in vitro de tejidos vegetales en el marco cientifico, empresarial
y también social. Esperamos recibiros. Bienvenidos a la XV Reunién de la SECIVTV.

El Comité Organizador

13
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MIERCOLES, 6 DE SEPTIEMBRE DE 2023

A partir de las 12.00

15.30 - 16.00
16.00 - 17.00
17.00 - 17.40
17.40 - 18.30
18.30 - 20.00
20.00 - 21.00

Apertura de la sede del Congreso

Inauguracién y Bienvenida

Conferencia Plenaria Inaugural

Sesién Tematica | - Micropropagacién y Embriogénesis Somatica.
Presentacion y Discusion de Posteres

Pausa café y visita pésteres

Sesién Temética | - Micropropagacién y Embriogénesis Somatica.
Presentacion y Discusion de Pésteres (cont.)

Coctel de Bienvenida

JUEVES, 7 DE SEPTIEMBRE DE 2023

9.00 - 10.00

10.00 - 10.45
10.45-11.45
11.45-12.30
12.30-13.30
13.30 - 15.00
15.00 - 15.30
15.30 - 16.30
16.30 -17.00
17.00 - 18.00
18.00 - 18.30
18.30

19.30 - 20.30
21.00

Conferencia Plenaria

Pausa café y visita Pésteres

Sesion Tematica Il - Obtencion de Doble Haploides y Rescate
de Embriones. Ponencias orales

Sesion Tematica Il - Obtencién de Doble Haploides y Rescate
de Embriones. Presentacion y Discusion de Pésteres
Herramientas para la Automatizacién de Procesos en los
Cultivos In Vitro

Comida

Sesién Tematica lll - Cultivo de Organos y Células en Suspensién.
Ponencias orales

Sesion Tematica lll - Cultivo de Organos y Células en Suspensién.
Presentacion y Discusién de Pésteres

Pausa café y visita pésteres

Asamblea Ordinaria SECIVTV

Asamblea Extraordinaria SECIVTV - Eleccién de nueva Junta Directiva
Salida desde la sede de la reunién hacia la Seu Vella

Visita Guiada Seu Vella

Cena del Congreso (Restaurante “La Masia” -
C/ Democracia, 16, Lleida)

VIERNES, 8 DE SEPTIEMBRE DE 2023

9.00 - 10.00
10.00 - 10.30
10.30 - 10.50
10.50 - 12.00
12.00 - 13.00
13.00 - 14.00
14.00 - 14.15
14.15

Conferencia Plenaria
Pausa café y visita pésteres

Sesién Temaética IV - Modificacién Genética y Tecnologias Emergen-
tes. Ponencias orales

Sesién Tematica IV - Modificacién Genética y Tecnologias Emergen-
tes. Presentacion y Discusion de Pésteres

Espacio Ciencia-Tecnologia-Empresa. Ponencias orales

Espacio Ciencia-Tecnologia-Empresa. Mesa Redonda Cultivos In Vitro
en la Empresa - Retos y oportunidades

Clausura

Céctel de despedida
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PROGRAMA COMPLETO

MIERCOLES, 6 DE SEPTIEMBRE DE 2023

A partir de las 12.00 Apertura de la sede del Congreso, recepcion de asistentes,
entrega de credenciales y documentacion, instalacion de

posteres
15.30 - 16.00 Inauguracién y Bienvenida
16.00 - 17.00 Conferencia Plenaria Inaugural

From single transgenes to pathway engineering and geno-
me editing: A personal account of planat tissue culture and
genetic engineering from 1980 to 2023 and beyond

Paul Christou (Universidad de Lleida — Agrotecnio — CERCA)

17.00 - 17.40 Sesién Tematica | — Micropropagacién y Embriogénesis
Somatica. Moderan: Elena Corredoira y Vanesa Cano

Presentacién y Discusién de Pésteres

1.1 - Application of in vitro culture to plant regeneration in natural areas (Carlos
Sobrino Alonso, Lucia Saborido SéAora, David Garcia Romero, Conchi Sanchez Fer-
nandez, Anxela Aldrey Villar, Bruce Christie, Nieves Vidal Gonzalez)

1.2 - Development of methods for the micropropagation of tropical agricultural
crops and trees (Jaime Morante Carriel, Nicolds Cruz Rosero, Mercedes Carranza
Patifio, Roque Bru Martinez)

1.3 - Transcriptomic analysis of auxin and paclobutrazol treatments during the in-
duction of adventitious roots in chestnut (Ricardo Castro-Camba, Conchi Sédnchez
Fernandez, Saleta Rico Santos, Nieves Vidal Gonzéalez, Purificacidn Covelo Abeleira,
M? José Cernadas Cernadas, Anxela Aldrey Villar, Jests M. Vielba Villegas)

1.4 - Cannabis sativa: i Micropropagamos? (Nicolas Garcia-Caparrés, Antonio Ro-
mero Arjona, Verénica Codesido Sampedro)

I.5 - In vitro protocols development of Cannabis sativa L. for germplasm pre-
servation and maintenance (Jordi Petit Pedrd, Piotr Marcin Bilski, Elena Del Blanco
Rodriguez, Jason Argyris, Amparo Monfort)

1.6 - Efecto de nanotubos de carbono sobre diferentes combinaciones de cito-
quininas en la proliferacién in vitro del portainjertos Garnem. (José Angel Medii-
na Espallardo, Josefa Fernéndez Fernandez, Alejandro Galindo Egea)

1.7 - Cultivo de tejidos: alternativa para la produccién de planta forestal élite en
el presente contexto de estrés biético y abiético (Alejandra Rojas-Vargas, Paloma
Moncalean, Itziar A. Montalban)
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17.40 - 18.30 Pausa café y visita pésteres

18.30 - 20.00 Sesién Tematica | — Micropropagacién y Embriogénesis
Somatica. Moderan: Elena Corredoira y Vanesa Cano

Presentacion y Discusion de Pésteres (cont.)

1.8 - La embriogénesis somatica como herramienta biotecnolégica en la obten-
cién de plantas a partir de quimeras periclinales con diferentes perfiles geno-
tipicos (Yolanda Ferradas, Carolina Royo, Pablo Carbonell-Bejerano, Elisa Baroja,
Manuel Rey, José Miguel Martinez-Zapater)

1.9 - Optimizacién de la embriogénesis somatica de pino radiata y primeros avan-
ces hacia su escalado en biorreactores (Ander Castander-Olarieta, Kim-Cuong Le,
Sofie Johansson, Ulrika Egertsdotter, Paloma Moncaleén, ltziar A. Montalban)

1.10 - Effects of long-term cultured Pinus radiata on maturation ability and plant
conversion: Using FT-IR spectroscopy to determine biomarkers of embryogenic
tissue aging (Yenny Lineros, Macarena Rojas-Rioseco, Martha Hernéandez de la Torre,
Darcy Rios Leal, Ximena Murfioz, Rodrigo Hasbun)

1.11 - La aplicacién de diferentes temperaturas durante la fase de maduracién
de embriones sométicos de pino maritimo (Pinus pinaster) induce cambios trans-
criptomicos y plantas mejor adaptadas al calor (Maria Amparo Pérez-Oliver, Javier
Montero-Pau, Alex Alborch, Miguel Angel Sénchez, Isabel Arrillaga, Ester Sales)

.12 - Efecto de la aplicacion de ABA exégeno sobre la expresion de genes
del metabolismo de ABA y poliaminas en embriones somaticos de vid ‘Mencia’
sometidos a estrés osmético (Oscar Martinez, Manuel Rey, M? Victoria Gonzélez)

1.13 - Aplicacién de luces LED en el cultivo in vitro del alcornoque (Inmaculada
Hernandez, Carolina Kremer, Eva Friero, Maria Contreras, Celina Villarreal, Maria de
la Cruz Amords, Mar Ruiz-Galea)

1.14 - Efecto de la adaptacién de las cAmaras de cultivo in vitro a la iluminacién
LED, sobre las condiciones ambientales y microambientales de temperatura y
humedad de los cultivos (Alfonso Gago-Calderén, José R. Andres-Diaz, Marta Bar-
celé Mufoz, Araceli Barcelé Mufioz)

1.15 - Protocolo para la propagacién in vitro de ejemplares saneados de Cynara
scolymus cv. "Blanca de Tudela” (Josefa Ferndndez Fernandez)

1.16 - Desarrollo de protocolos in vitro para la obtencién de plantas de Vitis
vinifera libres de virus (Ander Castander-Olarieta, Ana Herran, ltziar A. Montal-
bén, Alexey Pestryakov, Nina Bogdanchikova, Miguel Barbarin, Carlos Lucea, Paloma
Moncalean)

1.17 - Combinacién de tratamientos para la eliminacién de patégenos en plantas
de albaricoquero micropropagadas (Cristian Pérez-Caselles, Elena Yelo, Lorenzo
Burgos, Marina Martin-Valmaseda, Nuria Alburquerque)

1.18 - Olivos tetraploides: una nueva estrategia en la mejora (Laia Ribalta Cam-
pos, José Angel Mercado Carmona, Fernando Pliego-Alfaro, Elena Palomo-Rios)
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1.19 - Caracterizacion de variantes somaclonales de olivo obtenidos tras la expo-
sicién al filtrado crudo del hongo Rosellinia necatrix (Clara Pliego, Isabel Narvaez,
Ana Moreno-Pérez, José Angel Mercado, Fernando Pliego-Alfaro, Elena Palomo-Rios)

1.20 - Analisis funcional de genes relacionados con mecanismos de tolerancia
a Phytophthora cinnamomi en alcornoque (Laura Lépez Candales, Saleta Rico
Santos, Beatriz Cuenca Valera, Jesis M. Vielba Villegas, Nieves Vidal Gonzélez, M?
José Cernadas Cernadas, Purificacion Covelo Abeleira, Conchi Sdnchez Ferndndez)

20.00 - 21.00 Céctel de Bienvenida

JUEVES, 7 DE SEPTIEMBRE DE 2023

9.00 - 10.00 Conferencia Plenaria
Efecto de la temperatura durante la embriogénesis somatica en
el establecimiento de una memoria epigenética a largo plazo en
Picea abies.

Marcos Viejo (Universidad de Santiago de Compostela)
10.00 - 10.45 Pausa café y visita Pésteres

10.45 - 13.00 Sesion Tematica Il — Obtencién de Doble Haploides y Rescate
de Embriones. Moderan: Ana Maria Castillo y Elena Carneros

10.45 - 11.15 Doubled haploids, a game changer in potato breeding
Nuria Alegret-Badia (HZPC Research B. V., The Netherlands)

11.15-11.45 In vitro Prunus spp. immature embryo rescue: protocol, cost
reduction, and efficiency improvements
Maria Casanovas (IRTA Fruitcentre, Lleida)

11.45-12.30 Sesién Tematica Il - Obtencién de Doble Haploides y Rescate
de Embriones. Moderan: Ana Maria Castillo y Elena Carneros
Presentacion y Discusion de Pésteres

1.1 - Primeros pasos en el desarrollo de un protocolo de dobles haploides en
calabacin (Cucurbita pepo): determinacién del desarrollo de las microsporas con
respecto a la morfologia floral (Ana Garcia-Pérez, Malén Escénez Garcia, Edgar Gar-
cia Fortea)

1.2 - Opposite auxin dynamics determine the gametophytic and embryogenic
fates of the microspore (Yolanda Pérez Pérez, Maria Teresa Solis, Alfonso Albacete,
Pilar S. Testillano)

I1.3 - Aplicacién de una estrategia de “priming” en semillas para aumentar la efi-
ciencia de la embriogénesis de la microspora en trigo panadero (Ana Maria Castillo
Alonso, Begofia Echavarri Razquin, Aimar Navarro Arguedas, Patricia Fustero Abad,
Asuncidén Costar Castdn, Maria Pilar Vallés Brau)
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11.4 - Novel small molecule antioxidants improve stress-induced cell reprogram-
ming while decrease autophagy and cell death in rapeseed: a physiology and
transcriptomics study (Cristina Rueda-Varela, Elena Carneros, Yolanda Pérez-Pérez,
Elena Caro, Carmen Gil, Ana Martinez, Pilar S. Testillano)

1.5 - Obtencién de lineas doble haploides para la produccién de lineas comerciales
(Mariona Jordana Garcia, Laura Martinez Plantdn)

11.6 - Comparative transcriptome analyses of microspore reprogramming to em-
bryogenesis in Brassica napus L. (Elena Carneros, Natalia Garcia-Sanchez, Cristina
Rueda-Varela, Yolanda Pérez-Pérez, Elena Caro, Pilar S. Testillano)

11.7 - Analisis de RNA-seq durante la induccién de la embriogénesis de la micros-
pora y la primera etapa del desarrollo embriogénico en trigo panadero (Isabel
Valero-Rubira, Sergio Gélvez, Ana Maria Castillo, Begofia Echévarri, Patricia Fustero,
Asuncién Costar, Pilar Herndndez, Maria Pilar Vallés)

11.8 - Utilizacién del rescate y cultivo de embriones in vitro para la obtencién de
hibridos poliploides que permitan estudiar el modelo de segregacién cromosé-
mica de parentales tetraploides utilizados en programas de mejora genética de
citricos (Ana Cristina Benedict, Andrés Garcia Lor, Pablo Aleza)

12.30 - 13.30 Herramientas para la Automatizacién de Procesos en los Culti-
vos In Vitro. Moderan: Carmen Martin y Erika Soto

12.30 - 13.00 GreenTray®, a new TIS bioreactor for micropropagation and in
vitro biotic and abiotic assays

Ramon Dolcet-Sanjuan (IRTA Fruitcentre, Lleida)

13.00 - 13.30  Fitobot: Un nuevo sistema para el fenotipado masivo vegetal
de precision.

Ana Garcia-Pérez (Beyond Seeds & Universidad de Almeria, Almeria)
13.30-15.00 Comida

15.00 - 17.00  Sesién Tematica lll - Cultivo de Organos y Células en Suspen-
sion. Moderan: Diego Hidalgo y Jaime Morante

15.00 - 15.30  Generation of plant cell cultures for their industrial application
Tarik Ruiz Medina (CRAG, CSIC-IRTA-UAB-UB, Barcelona)

15.30 - 16.30  Sesion Tematica lll - Cultivo de Organos y Células en Suspen-
sién. Moderan: Diego Hidalgo y Jaime Morante

Presentacién y Discusién de Pésteres

llI.1 - Machine learning tools unveil the potential of Bryophyllum spp. as an in
vitro biofactory of polyphenols (Eva Lozano-Milo, Pedro Pablo Gallego, Pascual
Garcia-Pérez)
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1ll.2 - La metabolémica no dirigida como técnica para determinar el efecto del
medio de cultivo in vitro sobre la biosintesis de compuestos fenélicos (Tomds A.
Arteta, Pascual Garcia-Pérez, Leilei Zhang, Luigi Lucini, Pedro P. Gallego, M. Esther
Barreal)

1.3 - Analisis del metabolismo redox en cultivos celulares de vid elicitados con
ciclodextrinas y jasmonato de metilo (Eduardo Gémez-Copovi, Ana Belén Saba-
ter-Jara, Lorena Almagro, Maria Angeles Pedrefio)

11l.4 - Aplicacién de la ingenieria metabélica para potenciar la produccién biotec-
nolégica de paclitaxel en cultivos celulares de Taxus baccata (Edgar Perez-Matas,
Diego Hidalgo, Miguel Angel Alcalde, Mercedes Bonfill, Javier Palazon)

lIL.5 - Insights into Phosphoenolpyruvate Carboxylase Kinase (PPCK) role in stil-
bene production in grapevine (Vitis vinifera) cell cultures through gain and loss
of function (Elias Hurtado Gaitan, Jaime Morante Carriel, Ascensién Martinez Mar-
quez, Maria José Martinez Esteso, Susana Sellés Marchart, Antonio Samper Herrero,
Roque Bru Martinez)

lll.6 - Ingenieria metabélica de triterpenos en raices transformadas de Centella
asiatica mediante la sobreexpresién de escualeno sintasa y el factor de trans-
cripcién (TSAR2) (Miguel Angel Alcalde, Edgar Perez-Matas, Javier Palazon, Merce-
des Bonfill, Diego Hidalgo)

lll.7 - Evaluating in vitro conditions for selecting melon germplasm with tole-
rance to drought and salt stresses (Miguel Ezquerro, Sara Mares, Maria-Luisa Go-
mez-Guillamén, Belén Icd, Ana Maria Pérez De Castro, Carmina Gisbert)

111.8 - Tolerant epitypes of elicited holm oak somatic embryos are revealed by
challenge in dual culture with Phytophthora cinnamomi Rands (Maria del Mar
Ruiz-Galea, Carolina Kremer Morales, Eva Friero Molano, Inmaculada Hernandez)

119 - Ultimos avances en métodos alternativos de conservacién durante el pro-
ceso de embriogénesis somatica en pino radiata (Itziar A. Montalban, Ander Cas-
tander-Olarieta, Paloma Moncaleén)

lll. 10 - Physiological responses of Ocimum basilicum callus culture to titanium
dioxide nanoparticles: insights into growth, antioxidant activity, and stress to-
lerance (Sanaz Feizi, Morteza Kosari-Nasab, Mojtaba Amini, Ali Movafeghi, Pedro
Pablo Gallego, M. Esther Barreal)

.11 - Obtencién de cibridos de mandarino mediante fusién de protoplastos
(Laura Présper, Andrés Garcia Lor, Maria Hernandez, Pablo Aleza)

16.30 - 17.00 Pausa café y visita pésteres
17.00 - 18.00 Asamblea Ordinaria SECIVTV
18.00 - 18.30 Asamblea Extraordinaria SECIVTV - Eleccién de nueva

Junta Directiva

18.30 Salida desde la sede de la reunién hacia la Seu Vella
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19.30 - 20.30 Visita Guiada Seu Vella

21.00 Cena del Congreso
(Restaurante “La Masia” — C/ Democracia, 16, Lleida)

VIERNES, 8 DE SEPTIEMBRE DE 2023

9.00 - 10.00 Conferencia Plenaria
Plant cells for cosmetics and food applications
Amir Akhgari (VTT Technical Research Centre of Finland Ltd.)

10.00 - 10.30 Pausa café y visita pésteres

10.30 - 12.00 Sesion Tematica IV - Modificacion Genética y Tecnologias
Emergentes. Moderan: José Angel Mercado y Alberto Coronado

10.30 - 10.50 Genome editing to develop resistance of Spanish Bomba rice
to blast disease
Andrea Saba Mayoral (Universidad de Lleida, Lleida)

10.50 - 12.00 Sesién Tematica IV - Modificacion Genética y Tecnologias
Emergentes. Moderan: José Angel Mercado y Alberto Coronado

Presentacién y Discusion de Pésteres

IV.1 - Activation of the native PHYTOENE SYNTHASE 1 promoter by modifying
near-miss cis acting elements induces carotenoid biosynthesis in embryogenic
rice callus (Guillermo Sobrino-Mengual, Derry Alvarez, Richard M. Twyman, Christo-
pher Gerrish, Paul D. Fraser, Teresa Capell, Paul Christou)

IV.2 - Understanding and improving starch biosynthesis in rice using CRISPR/
Cas9 genome editing of Waxy/GBSSI (Erika Soto Chavarro, Lucia Pérez Alvarez,
Gemma Farré, Ludovic Bassie, Gemma Villorbina Noguera, Teresa Capell Capell,
Paul Christou)

IV.3 - Edicién genética mediante CRISPR/Cas9 de embriones somaticos de cas-
tano (M? Teresa Martinez, Vera Pavese, Andrea Moglia, Pablo Pifieiro, Daniela Torello
Marinoni, Roberto Botta, Elena Corredoira)

IV.4 - Knocking out strigolactone biosynthetic genes in maize and its impact
on metabolism and phenotype (Xin Huang, Andreas Schiermeyer, Teresa Capell,
Stefan Schillerg, Paul Christou)

IV.5 - Plantas de tomate editadas en un gen implicado en la sintesis de melato-
nina mediante CRISPR-Cas9 (Daniel Luna, Sara E. Martinez-Lorente, Rosa M. Rivero
y Nuria Alburquerque)

IV.6 - Transcriptional regulation of particular MEP and MVA pathway genes in
rice seed (Xin Huang, Teresa Capell, Paul Christou)

21



SECIVTV 2023

XV Reunién de la Sociedad Espaiola
de Cultivo In Vitro de Tejidos Vegetales

22

IV.7 - Functional expression of two major nitrogenase components in transgenic
rice (Wenshu He, Can Baysal, Stefan Burén, Xi Jiang, Teresa Capell, Luis Rubio, Paul
Christou)

IV.8 - Expression of algal limiting CO2 inducible protein B (LCIB) in rice enhances
photosynthetic efficiency and productivity (Ashwin Vargheese, Wenshu He, Greta
Nolke, Stefan Schillberg, Teresa Capell, Paul Christou)

IV.9 - Micropropagacién y transformacién genética de la planta carnivora Byblis
liniflora Salisb., la planta arcoiris (Alberto Coronado, Marybel Jaquez, Constanza
Martin-Vasquez, Abdellatif Bahayji, Vicente Moreno, Alejandro Atarés)

IV.10 - Desarrollo de un protocolo para la regeneracién y transformacién gené-
tica de brécoli (Brassica oleracea var. italica) (Alberto Coronado, Carmina Gisbert,
Rosa Porcel, Lynne Yenush, JM Mulet)

IV.11 - Caracterizacién fenotipica y genética de un mutante de tomate afectado
en la coloracién de sus hojas (Alberto Aguiar, Marybel Jaquez, Benito Pineda, Fer-
nando J. Yuste-Lisbona, Rafael Lozano, Vicente Moreno, Alejandro Atarés)

IV.12 - Eliminacién de virus en plantas de albaricoquero micropropagadas me-
diante tratamiento con nanoparticulas de plata (Marina Martin-Valmaseda, Cris-
tian Pérez-Caselles, Lorenzo Burgos y Nuria Alburquerque)

12.00 - 14.00 Espacio Ciencia-Tecnologia-Empresa. Moderan: Ramon Dolcet y
Gemma Puigarnau

12.00 - 12.30  Biotecnologia vegetal aplicada a la mejora genética en especies
horticolas dentro de una empresa de semillas

José Luis Couselo (Semillas Fité, Barcelona)
12.30 - 13.00  Agromillora, la micropropagacién ‘is in our nature’
Silvia Valladares (Agromillora Iberia, Barcelona)

13.00 - 14.00 Mesa Redonda Cultivos In Vitro en la Empresa - Retos y oportuni-
dades. Moderan: Ramon Dolcet y Gemma Puigarnau

14.00 - 14.15  Clausura
14.15 Coctel de despedida
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SESION TEMATICA |
MICROPROPAGACION Y EMBRIOGENESIS SOMATICA

P1.1 - Control de la estabilidad genética en Mentha aquatica conservada in vitro:
efecto del medio de cultivo y la iluminacién (Carmen Martin, Miguel Ibariez, M.
Elena Gonzélez-Benito)

P1.2 - Analysis of global H3K9 methylation and H4 acetylation dynamics during
somatic embryogenesis in cork oak (Natalia Elena Expdsito de la Paz, Elena Car-
neros, Pilar S. Testillano)

P1.3 - Micropropagacion de encinas seleccionadas por su tolerancia a Phytoph-
thora cinnamomi (M? Teresa Martinez, Fatima Mosteiro, Beatriz Cuenca, Sol Campa-
Ad, Felipe Pérez, Elena Corredoira)

Pl.4 - Micropropagacién de material juvenil de argan (Pablo Pifieiro, Fatima Mos-
teiro, Sol Camparié, Elena Corredoira, M® Teresa Martinez)

PL.5 - Optimizacion del medio basal para la micropropagacién del cannabis me-
dicinal (Cannabis sativa L.) (José Garrido Gala, Carlos Ferreiro-Vera, Juan José Mar-
tinez-Quesada)

Pl.6 - Desarrollo de un protocolo de multiplicacion para nuevos materiales de
pitahaya (Magdalena Escanez Garcia, Ana Garcia Pérez, Edgar Garcia Fortea)

P1.7 - Establishment and use of a Vitis germplasm collection of in vitro plants
(Carmina Gisbert, Sara Mares, Antonio Olmos, Rosa Peird)

P1.8 - Cultivo tisular verde de Cannabis: salto hacia el organico (Antonio Romero
Arjona, Nicolés Garcia-Caparrés, Verénica Codesido Sampedro)

P1.9 - Towards tomato drought improvement by colchicine-mediated generation
of polyploids (Pedro Cerda-Bennasser, Jeroni Galmés, Miquel Angel Conesa)

P1.10 - Uso del activador de nanovibraciones, o generador de nanoparticulas,
NeuG7 en bioreactores GreenTray® para la micropropagacién de arandano va-
riedad Biloxi (Vaccinium corymbosum L.) (Carlos R. Mendoza, Mayra L. Orellana,
Shushi Nomura, Ramon Dolcet-Sanjuan, Omara. Terrones)
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SESION TEMATICA IV
MODIFICACION GENETICA Y TECNOLOGIAS EMERGENTES

PIV.1 - Identificacién de mutantes de tomate afectados en respuesta necrética
(Marybel Jaquez-Gutierrez, Alberto Aguiar, Constanza Martin-Vasquez, Benito Pine-
da, Fernando J. Yuste-Lisbona, Rafael Lozano, Vicente Moreno, Alejandro Atarés)

PIV.2 - Recapitulacién del mutante Arlequin sin secuencias de DNA foraneo
mediante edicién CRISPR y posterior segregacién del vector molecular (Benito
Pineda, Begofia Garcia-Sogo, José Luis Contreras, Ignacio Moreno, Alejandro Ata-
rés, Abraham S. Quevedo-Colmena, Fernando Juan Yuste-Lisbona, Rafael Lozano,
Vicente Moreno)

PIV.3 - Stable expression of SARS-CoV-2 spike and receptor-binding domain pro-
teins in Bomba rice (Andrea Saba-Mayoral, Guillermo Sobrino-Mengual, Ludovic
Bassie, Paul Christou, Teresa Capell)

PIV.4 - Engineering an E. coli glycolate catabolic pathway into rice to enhance
photosynthetic efficiency and productivity (Ashwin Vargheese, Wenshu He, Greta
No&lke, Stefan Schillberg, Teresa Capell, Paul Christou)

PIV.5 - Engineering a novel ectopic oxygen scavenging pathway into rice chlo-
roplasts en route to enhance photosynthetic efficiency (Wenshu He, Ashwin
Vargheese, Greta Nélke, Stefan Schillberg, Teresa Capell, Paul Christou)
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Conferencia Plenaria Inaugural

From single transgenes to pathway engineering and
genome editing: A personal account of plant tissue culture
and genetic engineering from 1980 to 2023 and beyond

Paul Christou

Department of Forestry and Agricultural Sciences and Engineering, University of Lleida-Agrotecnio
CERCA Center, Av. Alcalde Rovira Roure, 191, 25198 Lleida, Spain.

ICREA, Catalan Institute for Research and Advanced Studies, Passeig Lluis Companys 23, 08010
Barcelona, Spain.

The presentation will give a historical account of the development of GMOs, from a personal
perspective, focusing on my own experiences first in industry in The USA in the early to mid-80s,
working for one of the first plant biotechnology companies, Agracetus Inc., then in academia in
the UK, Germany and Spain. | will highlight key events in my own research career and link these
to the development of engineered plants with value-added traits and reconstructed multi-
gene metabolic and biosynthetic pathways, also looking at the future, in particular advances
in synthetic biology and genome editing as applied to plants. The presentation will highlight
the use of novel in vitro culture systems which have led to the development of genotype-
independent transformation systems for soybean and rice, in my own research. | will also
discuss the latest trends which strive to minimize and/or eliminate conventional in vitro culture
steps from the transformation process, en route to genotype-independent transformation for
many major crops, including maize. | will give particular emphasis on remaining bottlenecks
and limitations in advancing crop transformation in the era of genome editing and give an
update on the regulatory and commercial status of genome edited crops, worldwide. | will
conclude with an example of how current and future engineering projects might be designed to
generate crops simultaneously tolerant to multiple biotic and abiotic stresses for food security in
developing countries, sponsored by philanthropic organizations and contrast with commercial
programs in the industrialized world in the private sector.



NOTAS

27



SECIVTV 2023

XV Reunién de la Sociedad Espaiola
de Cultivo In Vitro de Tejidos Vegetales

28

Sesion Tematica | — Micropropagacién y Embriogénesis Somatica

Application of in vitro culture to plant regeneration
in natural areas

Carlos Sobrino Alonso’, Lucia Saborido Séfora? David Garcia Romero?, Conchi Sanchez
Fernandez', Anxela Aldrey Villar', Bruce Christie*, Nieves Vidal Gonzélez'

! Departamento de Produccién Vegetal, Misién Biolégica de Galicia sede Santiago de Compostela,
CSIC, Avda. de Vigo, s/n, 15705 Santiago de Compostela, Spain.
2Comunidad de Montes de Arafio, Rianxo, A Corufa, Spain.

? Departamento de Pedagoxia e Didactica, Facultade de Ciencias da Educacién de la Universidad de
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In vitro culture is a useful tool for ex situ conservation of biodiversity, as it enables the re-
introduction of plant material in degraded areas. The initial objective of this study was to use
native trees cultured in vitro for the regeneration of a riparian forest located in the “Comuniddad
de Montes do Arafio, Rianxo, A Corufia”, that had been affected by a fire some years before and
as a consequence was colonized by invasive introduced species, mainly Acacia melanoxylon
and Eucalyptus globulus.

The plant material to be used in the project belonged to: i) the germplasm collection of
the Biotechnology of Woody Plants of the Misién Biolégica de Galicia sede Santiago de
Compostela, ii) seeds from the native trees growing in the degraded area that had survived the
fire and the colonization by the invasive plants.

All the activities in the natural area, including the collection of plant material were carried out
in the frame of a Service Learning project (www.arredordorural.org) in collaboration with the
University of Santiago de Compostela, with the direct involvement of the “Comunidad de
Montes do Arafio”, who wrote the project and organized the network of collaborations with
institutions and associations as CRA de Rianxo, IES Félix Muriel, AAVV Arafio, Concello de
Rianxo, Asociacion Avoar and Conselleria Medio Rural (Xunta de Galicia), which provided other
plants and participated in the plantations.

The planting of native trees was carried out in April 2022 and March 2023. We used
micropropagated plantlets of Quercus robur, Q. suber, Betula pubescens, Salix viminalis, Pyrus
cordata, Corylus avellana, Prunus avium and P. domestica that had been collected in the same
region of the degraded area and established in vitro some years before; they were proliferated
and acclimated for the project. In addition, we used Q. robur seedlings germinated from
acorns collected in the same place as the fire. To preserve this germplasm and enable future
re-introductions, some buds of these seedlings were used as explants for in vitro establishment.

The results indicate that it is feasible to use micropropagated plant material for revegetation in
areas that have a lower level of technical care than experimental or plant production plots. The
main obstacle for the project was the long time needed for permits for the removal of exotic
species, which was partially solved by modifying the plantation area. Other aspects to improve
include the quality of plant labels, which weren’t legible after some months in outdoor conditions,
as well as the planning of watering and weed elimination sessions during summer months.

The authors acknowledge the cooperation of COST Action COPYTREE (European Network
for Innovative Woody Plant Cloning) CA21157, supported by COST (European Cooperation in
Science and Technology).


mailto:brucechristie101@gmail.com
http://www.arredordorural.org

NOTAS

29



SECIVTV 2023

XV Reunién de la Sociedad Espaiola
de Cultivo In Vitro de Tejidos Vegetales

30

Sesion Tematica | — Micropropagacién y Embriogénesis Somatica
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Micropropagation is the clonal propagation of plants in closed vessels under aseptic conditions.
Inside the vessels, the plants are grown on culture media that contain nutrients and growth
regulators. During in vitro multiplication, several problems can occur, such as basal calluses,
vitrification, tissue necrosis, and phenol accumulation. Alternatively, adding supplements to
the basal medium, like polyvinylpyrrolidone or ascorbic acid, improves the tropical plant in
vitro culture by control of phenolics and tissue necrosis, respectively [1]. The optimization of
methods for micropropagation of plants is key to obtain sterile and eco-friendly plant material
for different biochemical and molecular studies [2]. Here, we detail different protocols for in
vitro propagation of tropical agricultural species [Ananas comosus (pineapple), Xantomona
sagittifolium (cocoyam), Musa balbisiana AAB (platain maquefio), Musa paradisiaca (banana),
Musa acuminata AA (orito banana)] and tree species [Tectona grandis (teak), Cedrela odorata
(cedar), Swietenia macrophylla (caoba)], focusing on aseptic conditions, culture medium
concentration and, the concentrations of growth regulators. We also highlight the improvement
strategies implemented to overcome the problems of ex vitro acclimatization to obtain a high
percentage of plant survival.
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Transcriptomic analysis of auxin and paclobutrazol
treatments during the induction of adventitious roots
in chestnut
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Adventitious rooting is a post-embryogenic process through which new roots are formed in
non-rooting tissues. The successful development of adventitious roots is necessary for the
clonal mass propagation of plants, particularly in forest species. Sweet chestnut (Castanea
sativa Mill.) is a relevant tree with key ecological and socio-economical roles. Auxin is the main
hormone involved in adventitious root formation, and it is exogenously applied to induce
adventitious roots in chestnut. However, other hormones, such as gibberellins, are related to
the adventitious rooting process by influencing both rooting rate and root growth, although
their role is not clearly defined.

In this study, experiments were carried out to determine the effects of auxin and gibberellins
on the initiation of adventitious roots. The analysis was performed in juvenile-like in vitro
shoots established from basal shoots of an adult chestnut tree. The effect of the gibberellin
biosynthesis inhibitor paclobutrazol (PBZ) was analysed to determine the impact of this group
of hormones on the adventitious rooting process.

Our results indicate that PBZ-induced gibberellin inhibition stimulates root formation even in
the absence of exogenous auxin. In light of these results, a transcriptomics analysis was carried
out to understand the genetic basis underlying the responses of chestnut microshoots to auxin
and PBZ treatments. For this purpose, we used long-read sequencing technology (Oxford
Nanopore Technologies) and obtained a total yield of 19.9 Gbases from the 21 samples used,
with an average sequence length of 600 bp. The files were mapped with Minimap2 against
the Quercus suber draft genome with an 80% of the reads successfully mapped. Files were
assembled using Stringtie2, and differential expression analysis was developed with DESeq?2.

We detected around 900 Differentially Expressed Genes (DEGs) between auxin treated
microshoots and untreated plants, with a dominant role for the auxin signalling pathway, as
expected. On the other hand, 550 transcripts with significant differential expression between
PBZ-treated microshoots and untreated plants were detected. In this case, the biosynthesis
of secondary metabolites and the ethylene signalling pathway appeared as the most
relevant categories. These findings suggest a negative role of gibberellins in the induction
of adventitious roots, an undefined role for ethylene in this process. Besides, they provide a
deeper understanding of the genetic basis of adventitious rooting regulation in chestnut.
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Cannabis sativa: ; Micropropagamos?
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El escalado industrial del cultivo in vitro de Cannabis con la finalidad de proveer de plantulas
libres de patégenos a potenciales clientes, ha llevado a MIFCO a la necesidad de mejorar
las condiciones de micropropagacién tras la fase de instauracién exitosa mediante cultivo de
meristemos. Para ello, se han buscado las condiciones éptimas que aporten un mayor ratio
de propagacién entre subcultivos, sin comprometer la sanidad ni arquitectura de la planta.
Con esta finalidad, se han probado distintas densidades, entendidas como nimero de plantas
por recipiente, distintos recipientes, distintos sustratos y medios de cultivo. Tras determinar el
conjunto éptimo de los factores anteriores, se estudié el efecto de distintas hormonas en la
fase de micropropagacion: Metatopolina (MT), Giberelina A3 (GA)), Tidiazurén (TDZ), Acido
B-naftalacético (ANA) y una conjugacién de algunas de ellas como la adicién simultanea de
MT + GA,, siendo esta Ultima la que presentaba una conformacién de planta méas adecuada
para el proceso bajo estudio. Se midié semanalmente la altura de la planta, el nimero de
nuevas hojas/brotes, la presencia/ausencia de raices, la coloracién de la hoja y el porcentaje
de supervivencia. Tras cada subcultivo, se calculé el ratio de propagacién para cada uno de
los factores estudiados. Debido a la elevada interaccién Genotipo x Ambiente habitual de la
planta de cannabis, todos los ensayos fueron realizados con dos variedades de alto contenido
en A9-THC, con diferentes respuestas a su introduccién in vitro. Cabe destacar, que uno de los
procesos de reversién a machos de las plantas de cannabis femeninas utilizada habitualmente
por los mejoradores genéticos de la especie, es la aplicacion foliar de GA, durante las tres
primeras semanas de floracion de la planta, de manera que, el uso de GA, en cultivo in vitro de
Cannabis, no es recomendable o, al menos, posteriores estudios sobre la concentracién critica
que produce la reversién deberan llevarse a cabo.
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In vitro protocols development of Cannabis sativa L.
for germplasm preservation and maintenance
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Cannabis sativa L. is a multipurpose sustainable crop that can help guarantee the production
of specialized non-food commodities, such as bio-composites and cannabinoids. Despite the
surging interest in cannabis cultivation, itis relatively poorly studied and efficient standard In vitro
protocols are currently unavailable. Consequently, there is a large limitation to micropropagate,
maintain and conservate cannabis genetics. This gap also hinders development of efficient
transformation protocols of cannabis, which is still highly recalcitrant to plant transformation and
regeneration. In this study, we are developing standardized protocols to induce callogenesis
from different tissues (hypocotyl, leaves, petioles, adult stem and meristems), multiply calli and
induce organogenesis from calli, including regeneration of shoots and roots. Combination of
different type of phytohormones and concentrations along environmental conditions, including
temperature, light photoperiod and light quality are under study to develop the protocols. The
study is being tested in different cannabis genotypes to avoid developing genotype-specific
protocols but efficient, standardized and universal methods for the species. Additionally,
we are also developing a method to preserve the In vitro explants at low temperature (4°C)
slowing down their metabolism to the minimum, which avoids constant refreshing of mediums.
Phytohormones under study include different type of auxins, cytokinin and gibberellin
acids. Two different types of mediums are under research for organogenesis, DKW (Driver
and Kuniyuki Walnut) and MS (Murashige and Skoog). Activated charcoal is also studied as
medium supplementation to enhance the development of roots and to keep contaminations
under control. Different temperatures and light intensities are being tested to allow callus
development and avoid flowering and leaf vitrification. These protocols will provide tools to
boost the research and breeding of this species and will be critical in protecting elite breeding
lines in the future.
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Efecto de nanotubos de carbono sobre diferentes
combinaciones de citoquininas en la proliferacién in vitro
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En el presente estudio se pretende analizar el efecto de nanotubos de carbono sobre
diferentes combinaciones de citoquininas en la proliferaciéon de planta in vitro del patron de
almendro Garnem (GxN-15). Las citoquininas seleccionadas para este estudio son: 6-BAP, 2IP
y Meta-Topolina y sus concentraciones 0,5, 0,45 y 0,54 mg/L, respectivamente. Se realizan
combinaciones pareadas, creando inicialmente 3 combinaciones (6-BAP + 2-IP; 6-BAP + Meta-
Topolina; 2IP + Meta-Topolina). De estas combinaciones surgen dos variantes: una que incluye

nanotubos de carbono (MWCNTs) a una concentracién de 10 mg/L y otra que no, creando
finalmente 6 tratamientos diferentes. Cada una de estas combinaciones es afiadida a un medio
de cultivo, compuesto por los macronutrientes del medio original QL y los micronutrientes y
vitaminas del medio original DKW.

Posteriormente, se cultivan los explantos en cada uno de estos medios de cultivo y se mantienen
en camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad a una
temperatura de 25 +2 °C durante 3 semanas. Transcurrido el periodo de cultivo, se procede
al analisis de los resultados, donde se tiene en cuenta el nimero de brotes por explanto y
la longitud de los brotes. A continuacién, se lleva a cabo un segundo ciclo de cultivo de 3
semanas en las mismas condiciones que el primero para, a su fin, medir de nuevo las mismas
variables que antes.

Los resultados de ambos ciclos se usan para evaluar la efectividad de cada uno de los

tratamientos, definiendo cuél es el mejor de ellos a la hora de la proliferacién de nuevos brotes
de Garnem vy si existe mayor absorcién de citoquininas (traducida en mayor proliferacién) en
explantos cultivados en medios de cultivo con MWCNTs.
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Cultivo de tejidos: alternativa para la produccién de planta
forestal élite en el presente contexto de estrés biético

y abiético
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Los efectos derivados del cambio climatico, entre otros el aumento de la poblacién, han
provocado una fuerte demanda de productos madereros y no madereros. En el Pais Vasco, el
Pinus radiata es la especie forestal de mayor relevancia y su importancia en el sector madera es
muy relevante. Desafortunadamente, en los ultimos afios el pino radiata en el Pais Vasco se ha
visto afectado por varias enfermedades causadas principalmente por hongos: Chancro resinoso
del pino, causado por Fusarium circinatum; banda roja causada por Dothistroma septosporum
and Dothistroma piniy banda marrén causado por Lecanosticta acicula. Esta Gltima enfermedad
ha ocasionado ya la pérdida de 3.300 ha en Gipuzkoa (Pais Vasco). Ademas, las plantaciones
de P, radiata en Euskadi han disminuido de 123.921 ha (2016) a 102.488 ha (2022); disminucién
que coincide con un brote histérico de la enfermedad (bandas) durante los afios 2018-2019.
Por este motivo, tanto el sector privado como las administraciones han solicitado el desarrollo
de una serie de acciones que puedan solucionar este problema. Una de ellas es la bisqueda de
especies que puedan ser utilizadas como alternativas para el establecimiento de plantaciones
en nuestras condiciones edafoclimaticas y sean vélidas para el sector industrial.

Uno de los problemas que tienen las especies forestales es que cuando las plantas han mostrado
las caracteristicas deseadas (altura, forma, tolerancia a estreses, etc.), ya han cambiado de
fase y por lo tanto han perdido la capacidad de ser propagadas por técnicas tradicionales
(estaquillado, injerto, etc.). Por ese motivo, el objetivo de nuestro trabajo fue el desarrollo
de métodos de cultivo in vitro de individuos élite de especies forestales alternativas para el
pais vasco. Asi, ademas de desarrollar protocolos optimizados de organogénesis de Sequoia
sempervirens, Pinus ponderosa y Cryptomeria japonica, hemos estudiado el efecto de varios
aspectos fisico-quimicos en el éxito del proceso.

Agradecimientos: Departamento de Junta de Becas y a la Universidad Nacional de Costa Rica
por la beca de Alejandra Rojas. Gobierno Vasco por la financiacién del proyecto BASOAES.
Este estudio es parte del proyecto de [+D+i / PID2020-112627RB-C3, financiado/a por
MCIN/ AEI/10.13039/501100011033/ ademés de haber sido realizado gracias a BIOALI-
CYTED (P117RT0522) y al proyecto MULTIFOREVER, apoyado por ERA-NET Cofinanciado
ForestValue por ANR (FR), FNR (DE), MINCyT (AR), MINECO-AEI (ES), MMM (Fl) y VINNOVA
(SE). ForestValue ha recibido financiaciéon de la Unién Europea Programa de Investigacion e
Innovacion Horizonte 2020, subvencion no. 773324.
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La embriogénesis somatica como herramienta
biotecnolégica en la obtencion de plantas a partir de
quimeras periclinales con diferentes perfiles genotipicos
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La embriogénesis somética es una potente herramienta biotecnoldgica en la regeneracién de
plantas lefiosas, con multiples usos como la mejora de genotipos, la ediciéon genética o la
obtencién de plantas libres de virus. En este sentido, este estudio se centrd en la embriogénesis
somatica como una herramienta para obtener genotipos de interés a partir de quimeras de Vitis
vinifera L., basdndose en el origen unicelular de los embriones sométicos. La vid presenta un
meristemo con dos lineas celulares distintas (L1 y L2), donde los tejidos epidérmicos derivan
de las capas celulares meristematicas L1 y los tejidos internos de la piel de las capas celulares
meristematicas L2. Ademas, estas lineas celulares pueden tener genotipos diferentes, dando
lugar a tejidos y érganos quiméricos. Para este trabajo se utilizé Tempranillo Gris, una variante
quimérica de Tempranillo, que produce bayas de color gris debido a la presencia de deleciones
que conducen a la ausencia de genes WiMybA funcionales en la capa de células meristeméticas
L2. Los genes que codifican para los factores de transcripcion VWiMYBA son responsables de
la regulacion de la biosintesis de antocianinas y la pigmentacién de la piel de la baya. En este
sentido, los embriones generados a partir de células procedentes de la capa L1 del meristemo
darfan lugar a plantas que generarian bayas tintas (locus WiMybA funcional), mientras que
los embriones generados a partir de la capa L2 del meristemo formarian plantas productoras
de bayas blancas (locus WiMybA no funcional). En el estudio se obtuvieron un total de 52
plantulas derivadas de embriones somaticos y se genotiparon mediante un ensayo basado en
la variante de un solo nucledtido (SNV), que discrimina la funcionalidad del locus VviMybA.
Todos los somaclones obtenidos procedian de embriones somaticos originados a partir de
células meristematicas de origen L1. Estos resultados indicaron que, para este ensayo con
Tempranillo Gris, solo las células derivadas de las capas celulares L1 fueron competentes para
formar embriones sométicos, mientras que las células derivadas de las capas celulares L2 no
lo fueron. Los resultados muestran que la embriogénesis somatica directa podria considerarse
una poderosa herramienta para la mejora biotecnoldgica de la vid al rescatar genotipos de
interés presentes en las células meristematicas L1.
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Optimizacion de la embriogénesis somatica de pino radiata
y primeros avances hacia su escalado en biorreactores
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La embriogénesis somatica en coniferas es una herramienta biotecnoldgica con miuiltiples
aplicaciones, siendo una de las mas importantes la implementacién de la silvicultura multivarietal
(Park, 2002). Sin embargo, esta técnica requiere la optimizacién de sus diferentes fases, asi
como la reduccién de costes asociados a mano de obra para llegar a ser un proceso rentable.
Con este fin, hemos tratado de optimizar las etapas de maduracién y germinacion de la
embriogénesis somética de pino radiata en medio de cultivo semisélido, para posteriormente
dar los primeros pasos hacia la automatizacién del proceso probando su viabilidad en
biorreactores de inmersién temporal (biorreactores BSI) con medio de cultivo liquido.

Para la optimizacién en medio semisdlido, se probaron diferentes condiciones de cultivo antes
y durante la maduracién y en la etapa de germinacion; ademas se analizaron las implicaciones
de estos cambios en la germinacién y aclimatacién ex vitro (Castander-Olarieta et al., 2023).
Como resultados, se determiné que un precultivo de 14 dias en un medio sin reguladores
de crecimiento es beneficioso para la conversion a planta somética; durante la etapa de
germinacion, agregar glutamina al medio de cultivo y reducir el contenido de sacarosa a la mitad
tuvo un efecto positivo en la germinacién, duplicandose el porcentaje de plantas aptas para
la aclimatacién ex vitro. Por ultimo, se determiné que la luz fluorescente usada habitualmente
en el proceso favorece la formacién de raices, mientras que los explantos germinados bajo luz
LED azul mostraron una altura mayor.

En cuanto al cultivo en biorreactores BSI, se realizaron diversos ensayos en las etapas de
proliferaciéon y maduracién, en los que se test6 la cantidad de tejido inicial, el método de
dispersién de tejido més apropiado y las frecuencias de inmersién y ventilacién. En este
sentido, se observo que se requiere al menos 1,5 g de tejido inicial resuspendido en 40 ml para
que éste crezca de forma exitosa y uniforme a lo largo de toda la superficie del biorreactor,
tanto en la fase de proliferacién como de maduracién. En el caso de la proliferacién, una alta
frecuencia de inmersién favorece el crecimiento del tejido, pero el cambio directo de etapa de
proliferacion a etapa maduracién (sin medio de cultivo de transicion) tiene un efecto adverso
en la produccién de embriones sométicos. En la etapa de maduracién, por el contrario, la
frecuencia de inmersién no tiene un papel tan relevante como en la etapa de proliferacion,
asi como tampoco se vieron diferencias cuando los biorreactores fueron sometidos a pulsos
de ventilacién. Los mejores resultados de maduracién, similares a los obtenidos en medio de
cultivo semisélido, se obtuvieron al usar 2 g de tejido inicial y una inmersién de 20 segundos
cada tres dias. Por lo tanto, podemos asegurar que es posible la embriogénesis de pino radiata
en biorreactores de inmersion temporal, pero alin se necesita seguir investigando para optimizar
las condiciones de cultivo y asi poder dar el salto hacia una produccién automatizada de planta.

Referencias:
Castander-Olarieta et al. (2023) Plant Cell Tiss Organ Cult 153:173-190.
Park, Y.S. (2002) Ann For Sci 59:651-656
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Effects of long-term cultured Pinus radiata on maturation
ability and plant conversion: Using FT-IR spectroscopy
to determine biomarkers of embryogenic tissue aging
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The forestry industry has integrated somatic embryogenesis into its clonal programs due to the
generation of a high number of plants from selected genotypes at low cost. Somatic embryos
are generated in a stressful environment after multiplication of the proembryogenic masses;
thus, it is critical to determine the degree of stability of the embryogenic cultures and their
potential for mass propagation. Maturation ability in cultures of different ages was evaluated
in conjunction with the integrity of the proembryogenic masses, germination rate, hypocotyl,
and root length, plant conversion, and ex vitro survival. To identify differences in embryogenic
tissue of different ages, their DNA was analyzed using FT-IR spectroscopy. A positive effect of
cryopreservation on the maturation ability in embryogenic tissue was observed between 7 and
12 weeks of accumulated subculture. After 12 weeks, a significant decrease in the production
of somatic embryos was detected, where some lines even stopped producing embryos.
Germination rate, hypocotyl length, and plant conversion were negatively affected by age,
while root length and ex vitro survival were not significantly affected. Using FT-IR spectroscopy,
it was possible to identify the discriminating bands for young and aged embryogenic tissue
associated mainly with vibrations of the nitrogenous base bonds.
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La aplicacion de diferentes temperaturas durante la fase
de maduracién de embriones somaticos de pino maritimo
(Pinus pinaster) induce cambios transcriptomicos y plantas
mejor adaptadas al calor
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En el contexto del cambio climéatico, se necesitan estudios sobre la respuesta adaptativa de
las plantas a la variacién de la temperatura, particularmente en especies longevas como las
forestales. Nuestro objetivo es demostrar si la aplicacién de diferentes temperaturas durante
la fase de maduracién de embriones somaticos (ES) de pino maritimo modifica los perfiles de
expresion de genes que inducen marcas epigenéticas y si esos cambios se reflejan en plantas
mejor adaptadas a un posterior estrés por calor. Para ello, se maduraron durante 8 semanas tres
lineas embriogénicas de Pinus pinaster a temperaturas mas frias (18 °C) o mas célidas (28 °C)
en comparacion con las condiciones control (23 °C). Tras la fase de maduracién se aislé el ARN
de las lineas embriogénicas, y se prepararon y secuenciaron ¢ librerfas. El analisis de los datos
permitié identificar genes expresados diferencialmente. Finalmente, un conjunto de 10 genes
relacionados con marcadores epigenéticos que mostraron evidencia de expresion diferencial
entre tratamientos fueron validados por PCR cuantitativa. Las plantas derivadas de esas lineas
se sometieron a estrés por calor (50 °C) durante un corto periodo de tiempo y se midieron
parametros fisiolégicos como el ajuste osmético, la actividad fotosintética, y el contenido
en pigmentos fotosintéticos y azicares solubles. Se observé que la temperatura afecté la
expresién génica, ya que se indujeron tendencias opuestas cuando las lineas embriogénicas
maduraron a 18 o 28 °C. En cuanto a los genes implicados en las modificaciones epigenéticas,
se encontraron niveles mas altos de transcritos en las lineas embriogénicas maduradas a 18
°C, particularmente cuando se comparan con las de 28 °C. Se observaron niveles de expresion
diferencial para genes que codifican histonas (H1/5, H2A), histonas deacetilasas (HDA2C y
HDAY), variante en metilacién 1 (VIM1), Argonauta (AGO?), una histona-lisina metil-transferasa
(HKMT) y una proteina tipo Dicer 1 (DCLT). Estos genes regulan la expresién tanto a nivel
transcripcional como postranscripcional, y median los procesos de desarrollo de las plantas y
las respuestas al estrés. La maduracién a 18 °C dio como resultado plantas mejor adaptadas
cuando se sometieron a un estrés posterior por altas temperaturas, ya que mostraron un mayor
incremento de prolina, menores incrementos en los niveles de ABA, ninguna reduccién en las
citoquininas activas y una mejor recuperacion neta de la tasa de fotosintesis después del estrés.
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Efecto de la aplicacion de ABA exégeno sobre la expresion
de genes del metabolismo de ABA y poliaminas en embrio-
nes somaticos de vid ‘Mencia’ sometidos a estrés osmético
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La embriogénesis somética es una herramienta muy util para aplicaciones biotecnolégicas
en la vid, asi como para estudios fisiolégicos. En trabajos previos se observé que el estrés
hidrico aplicado a embriones sométicos de vid ‘Mencia’ alteraba los niveles endégenos de
acido abscisico (ABA) y poliaminas (Acanda et al. 2020; Dominguez et al. 2023). Ademas,
también se observaron cambios en la expresién de genes implicados en el metabolismo
de dichas moléculas. Esta informacién nos ha llevado a estudiar el efecto a corto plazo del
ABA exégeno sobre la expresién de genes de los metabolismos de ABA y poliaminas en
embriones somaticos de vid ‘Mencia’ bajo condiciones de estrés hidrico impuestas por PEG.

Con este objetivo, masas de embriones somaticos mantenidos en medio de induccién (Acanda
et al. 2013) se transfirieron a medio suplementado con 6% PEG donde se cultivaron durante
48 horas. A continuacién, los embriones se pasaron al mismo medio sin PEG. Al inicio del
experimento, la mitad de los cultivos se trataron con 50 L de una solucién de ABA 20 pM,
y la otra mitad fueron tratados con agua destilada como control. Cada 24 h se cuantificé en
muestras de estos cultivos el contenido hidrico de los embriones somaticos, y los niveles de
expresion relativa de genes del metabolismo de ABA (WNCED1, WHyd2, WUGT y WBG2) y
de la biosintesis de poliaminas (WADC'y VWWSAMDC).

Los resultados mostraron que el ABA exégeno alterd el patréon de expresion de todos los genes
analizados. pero especialmente de aquellos implicados en la biosintesis de ABA (WWNCED1
y WBG2) y poliaminas (WADC y WSAMDC). Los resultados indicaron la existencia de una
interaccién y regulacion compleja entre los metabolismos de ABA y poliaminas. En esta
interaccion el ABA parece dirigir la respuesta relacionada con estrés hidrico regulando tanto
sus propios niveles como los de las poliaminas.
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Aplicacién de luces LED en el cultivo in vitro de alcornoque
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En los dltimos afios ha ido en aumento el uso de sistemas de iluminacién por diodo emisor
de luz (LED) para la produccién de plantas mediante cultivo in vitro. Resulta una fuente de
luz més versatil, eficiente y adaptable a los cultivos, ofreciendo la posibilidad de mejorar la
produccién y calidad de las plantas. Las luces LED permiten la emisién de luz a determinadas
longitudes de onda, facilitando la eleccion del espectro especifico mas adecuado para cada
fase del desarrollo de las plantas (Barcelé-Mufioz et al 2022).

El IMIDRA en este trabajo estudia el efecto de la iluminacién LED en cada fase del protocolo
de regeneracién de alcornoques selectos via embriogénesis somatica (Hernandez et al, 2022),
con el objetivo de mejorar su productividad y rentabilidad, lo que permitiria la transferencia de
los conocimientos adquiridos a las empresas y profesionales del sector.

Se utilizaron tubos LED OSRAM SubstiTUBE®; cool daylight 16,4W (B) y tubos LED BLUELed;
especial horticultura 18W (R). Se estudié el efecto del uso de cuatro combinaciones de tres tubos
LED (BBB, RRR, BRB y RBR) sobre las fases de proliferacion y germinacién de los embriones
y aclimatacion de las plantas sométicas de lineas embriogénicas procedentes de alcornoques
adultos. Como control se utilizé la iluminacién habitual con 4 fluorescentes (combinacion
alterna de Sylvania Gro-Lux® y Philips cool-white). Los datos se obtuvieron tanto de embriones
aislados a partir de lineas embriogénicas que habian proliferado con luces fluorescentes y
resto de las fases bajo luces LED, como de embriones en los que se aplicé la iluminacion
LED durante todo el proceso. El tipo de iluminacién influyé en la produccién de embriones
somaticos aislados durante la proliferacion de los cultivos embriogénicos, obteniendo los
mejores resultados con las combinaciones BBB, BRB y RBR segln genotipo. La iluminacién y
el genotipo también influyeron significativamente en la germinacién de los embriones y en la
aclimatacién de las plantas somaticas cuando las lineas embriogénicas habian proliferado bajo
luces LEDs. Las combinaciones BRB y RBR mejoraron la supervivencia en la mayoria de los
genotipos estudiados.

Los resultados demuestran que es posible usar la iluminacién LED en la clonacién de
alcornoques adultos mediante embriogénesis somética, pudiéndose mejorar la produccién de
la planta somética obtenida.

Referencias:
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growth and morphogenesis: the need to standardize lighting conditions and their description. Plants 11, 60.
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ISBN:978-84-17884-29-1.

Agradecimientos: Proyecto FP21-LED financiado por IMIDRA. M. Contreras es beneficiaria de
una ayuda de formacion del IMIDRA.



NOTAS

53



SECIVTV 2023

XV Reunién de la Sociedad Espaiola
de Cultivo In Vitro de Tejidos Vegetales

54

Sesion Tematica | — Micropropagacién y Embriogénesis Somatica

Efecto de la adaptacién de las camaras de cultivo in vitro
a la iluminacién LED, sobre las condiciones ambientales
y microambientales de temperatura y humedad
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Desde principios del siglo XXI, las lamparas fluorescentes de las cdmaras de cultivo comienzan
a ser sustituidas por ldmparas LEDs que ofrecen la posibilidad de seleccionar longitudes de
onda especificas para cada proceso o especie. La utilizacion de LEDs ha hecho que la luz pase
de ser un factor determinante, pero con poca capacidad de manipulacién, a un componente
que puede ser configurado especificamente para controlar y manipular el crecimiento y la
morfogénesis in vitro.

Barceld et al. (2022) sefialaron como debian ser descritas las condiciones de iluminacién cuando
se utiliza tecnologia LED y qué factores ambientales se veian afectados al hacerlo, siendo la
temperatura uno de los principales.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos al comparar las condiciones de
temperatura de los cultivos en un sistema experimental con iluminacién fluorescente GROLUX
frente a iluminacién LED con un espectro equivalente al anterior. Ambos suministraban el
mismo PPFD, 50 pmol m=2s7' (Barceld et al., 2022).

La cdmara de cultivo contaba con una unidad de aire acondicionado programada para conseguir
una temperatura de 25°C (+/-2°C), la renovacién forzada del aire se producia dos veces al dia
y el fotoperiodo era de 16 horas.

Se tomaron medidas experimentales de temperatura en el interior y exterior de tres tipos de
contenedores cominmente utilizados en cultivo in vitro, frascos Magenta (350 ml), placas Petri
(94 mm @ x 15 mm) y tubos de ensayo de vidrio (25 x 150 mm). Las medidas se realizaron
cada 120 s durante un tiempo minimo de 2’5 dias con un registrador de 4 canales de sondas
termopares utilizando sensores tipo K.

Los resultados mostraron grandes diferencias entre las medidas de temperatura y la
condensacién entre los dos sistemas de iluminacion.

Referencias:
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Protocolo para la propagacién in vitro de ejemplares
saneados de Cynara scolymus cv. “Blanca de Tudela”
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La importancia del cultivo de alcachofa en Espafia e Italia y su tradicional forma de propagacién
vegetativa a través de un propéagulo obtenido de plantas envejecidas de los mismos terrenos
agricolas sin tener en cuenta una seleccién clonal de la misma variedad, esta ocasionando en el
sector dos problemas interrelacionados: Una bajada de rendimiento productivo de la plantacion
y una difusién sin control de enfermedades, como pueden ser las virosis y hongos. Debido a
ello, comenzé en Invisa Biotecnologia Vegetal un proyecto de saneamiento y propagacion en
escala de la variedad de alcachofa Blanca de Tudela.

Inicialmente, se llevd a cabo introduccién de material a través de tejido meristematico de
plantas adultas de una finca comercial, el cual se fue cultivando en un medio estandar con MS
y citoquininas en ciclos de 21 dias de duracién hasta su posterior brotacién y proliferacién;
donde fue transferido a medios con base nutricional DKW y una relacién hormonal 0.7mg/L
BAP / 0.1mg/L IBA. Una vez conseguida la proliferacién, se disefié una fase intermedia con el
fin de que la planta amortiguara el cambio de unas citoquininas elevadas a la alta concentracién
de auxina para el enraizamiento. Se consiguié que los explantos en esta fase disminuyeran
considerablemente la vitrificacion que podian desarrollar durante su proliferacion.

Por dltimo, se evaluaron diferentes medios de enraizamiento con diferentes auxinas
y concentraciones, ademas de la variacion en el tiempo de cultivo. Tras estos ensayos, se
determiné que el mejor medio de cultivo para esta fase consistia en un MS con concentraciones
de IBA entre 4-6 mg/L y carbdn activo, obteniendo tasas de enraizamiento de hasta el 74%.

En este proyecto se trabajaron 9 lineas clonales in vitro, de las que posteriormente fueron
seleccionados 3 clones para llevar a cabo el proceso productivo. El mas numeroso de ellos, se
analizé mediante RT-PCR para detectar la presencia de Potyvirus (TSWV y CMV) y mediante
qPCR, para detectar la presencia de Fusarium spp, Phytophtora spp y Verticilum spp.
obteniendo la ausencia de cada uno de estos patdgenos.

Tras la puesta a punto del protocolo de microprogacién, disefiamos un sistema de trabajo
para abordar un potencial de crecimiento en escala tras el segundo afio de proyecto de hasta
30.000 plantas por temporada provenientes de un Unico clon seleccionado como nuestro
material élite.
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Desarrollo de protocolos in vitro para la obtencion
de plantas de Vitis vinifera libres de virus
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La vid (Vitis vinifera) representa uno de los cultivos mas importantes de Espafia, solo por detrés
del cereal y el olivo. Con cerca de 1.000 millones de hectareas, las plantaciones de vid no solo
estan destinadas a uva de mesa, sino que son también la base de un sector de gran relevancia
socio-econdémica para el pais, como es el sector vitivinicola. Dentro de este mercado, Espafia
es puntero en términos de produccién, consumo y exportacion.

Ademas de las adversidades derivadas del cambio climético, como los largos periodos de sequia
o el aumento en la frecuencia de anomalias térmicas, las cuales estan afectando ya a dia de hoy
a la productividad de las plantaciones de vid, el estado sanitario de los vifiedos puede ser un
factor determinante para el éxito del sector. En concreto, se sabe que los virus de la vid afectan
de forma directa a la produccién y calidad de la uva, y alteran el ciclo vegetativo de la planta.
Ademas, los virus tienen un efecto debilitante, lo que convierte a las plantas en mas susceptibles
a todo tipo de estreses, y, por tanto, acentlan los efectos negativos del cambio climatico. A
esto hay que sumarle que a dia de hoy no se dispone de tratamientos especificos para estos
patégenos. Por todo ello, resulta de gran importancia tanto la obtencién de vides libres de
virus, como garantizar la sanidad de las plantas que se producen y comercializan, ya que éstas se
suelen conseguir mediante multiplicacion vegetativa. A este respecto, desde 2005 |a legislacion
espafiola solo permite la comercializacién de plantas de vid certificadas como libres de virus, y
en los Ultimos afios cada vez se esta ejerciendo mas presion desde Europa para asegurar dichos
estandares sanitarios. En este sentido, el cultivo in vitro ofrece un amplio abanico de soluciones
que ya se han demostrado ser efectivas en mas o menos grado: cultivo de meristemos,
termoterapia, crioterapia, aplicacion de agentes viricidas, embriogénesis somatica, etc.

Desde Neiker, respondiendo a la creciente demanda del sector que se encarga de la produccién
y comercializacion de plantas de vid, y basandonos en nuestra experiencia previa en diferentes
técnicas de micropropagacion, hemos puesto en marcha un proyecto para el desarrollo de
protocolos de saneamiento de vid in vitro, probando y combinando técnicas ya descritas, con
nuevas metodologias. Nuestros resultados indican que mediante el cultivo de 4pices de vid en
medio de cultivo liquido con diferentes formulaciones de nanoparticulas de plata se pueden
obtener tasas relativamente altas de saneamiento (50%), al igual que con altas concentraciones
de ribavirina (50 mg I'). Sin embargo, para conseguir estos valores, se requieren de largos
periodos de exposicion (4-5 semanas), lo que ralentiza el proceso y debilita las plantas, que
requieren de una larga fase de recuperacion, en el mejor de los casos. Por el contrario, mediante
el uso combinado de nanoparticulas de plata y dosis méas bajas de ribavirina se pueden acortar
tiempos, reducir la tasa de mortalidad y conseguir hasta un 60% de plantas libres de virus.

Agradecimientos: A Viveros Villanueva por la financiacién de este trabajo.
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Combinacién de tratamientos para la eliminacién de
patégenos en plantas de albaricoquero micropropagadas
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El albaricoquero (Prunus armeniaca L.) es uno de los principales cultivos de la Region de Murcia.
En las plantaciones de este frutal es frecuente la incidencia de enfermedades como la Sharka
(Plum pox virus, PPV) y Hop stunt viroid (HSVd). La técnica que se ha usado tradicionalmente
para la limpieza del material vegetal es el rescate de meristemos. Sin embargo, algunos
virus y viroides son capaces de infectar la regiéon meristematica y es necesario la aplicacion
de un tratamiento que evite la rdpida expansion de los patégenos. La termoterapia consiste
en someter a las plantas a temperaturas elevadas y la eleccién de un régimen de rango de
temperaturas y tiempo de aplicacién es primordial para conseguir una alta supervivencia de
plantas y, al mismo tiempo, la inactivacion o ralentizacién del patégeno. Por otra parte, el cultivo
de plantas en oscuridad favorece una rapida elongacion de los tallos estimulada por la falta de
luz, por lo que es mas dificil para el patégeno alcanzar el meristemo. El objetivo de este trabajo
es la produccién de plantas de albaricoquero libres de virus y viroides mediante la aplicaciéon
de termoterapia, cultivo en oscuridad o ambos, combinado con un rescate de meristemos.

El experimento de termoterapia consistid en cultivar brotes de las variedades ‘Canino’,
infectados con PPV, y ‘Mirlo Rojo’, infectados con HSVd, con un régimen de altas temperaturas
que se alternaban entre 32 °C'y 38 °C cada 4 horas durante 30, 35, 40 y 45 dias. El experimento
de oscuridad consistié en cultivar brotes de ambas variedades en total ausencia de luz durante
8 semanas en una camara de cultivo a 23 £ 1 °C. Ademas, se comprobé la efectividad del
tratamiento de oscuridad combinado con 45 dias de termoterapia. Al finalizar los tiempos
de exposicion de cada tratamiento se realizé un rescate de meristemos. A las 12 semanas se
tomaron hojas de los brotes supervivientes para realizar un analisis por RT-PCR y evaluar la
presencia o ausencia de PPV o HSVd, en cada caso. Tras 12 semanas adicionales, se volvié a
realizar un anélisis por RT-PCR a aquellos brotes libres de patdgeno para confirmar los resultados.

El tratamiento de termoterapia consiguié eliminar el HSVd de ‘Mirlo Rojo’ tras 40 y 45 dias
de exposicién, mientras que se encontraron plantas de ‘Canino’ libres de PPV en todos los
tratamientos. El tratamiento de oscuridad permitié la produccién de plantas libres de HSVd y
PPV con bajas eficiencias (7% y 28%, respectivamente). La supervivencia de los meristemos en el
tratamiento combinado fue muy baja, pero tuvo una gran eficiencia respecto a la eliminacién de
los patdgenos tanto en ‘Mirlo Rojo’ como en ‘Canino’ (28% y 75%, respectivamente). Aquellos
brotes libres de virus y viroide se enraizarén y aclimataran para una Gltima evaluacién ex vitro.

Palabras clave: termoterapia, etiolacién, oscuridad, rescate de meristemos.
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Olivos tetraploides: una nueva estrategia en la mejora
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En la ultima década, los sistemas de cultivo del olivar han experimentado modificaciones
significativas, con cambios progresivos del sistema tradicional al intensivo. Esta transicion
supone un aspecto crucial para la rentabilidad del cultivo. Las investigaciones mas recientes se
han enfocado en la obtencién de plantas con porte reducido, y capacidad de adaptacion frente
a condiciones de estrés bidtico y abiético. Con este objetivo se abordé la obtencién de plantas
tetraploides en olivo a partir de cultivos embriogénicos de la linea P1, derivada de la radicula de
un embrién zigético maduro del cultivar Picual (Ribalta et al. 2021, XIV Reunién de la SECIVTV,
p. 82, Almeria). Se obtuvieron tres lineas independientes (32, 33 y 44) tras la exposicion del callo
embriogénico a 0,1% de colchicina durante 2 dias. El anélisis de ploidia mediante citémetro de
flujo (PA-II Ploidy Analyzer; Partec) se realizé en el callo embriogénico y, posteriormente, en hojas
de plantas regeneradas. Actualmente, se esté realizando el conteo del niimero de cromosomas
en células de apices de raiz de plantulas in vitro siguiendo la metodologia de Rugini et al.
1996 (Plant Breeding 115, 23-27), para confirmar su tetraploidia. Estas plantas se enraizaron
y aclimataron junto con el control, sin encontrar diferencias en la capacidad de enraizamiento,
que fue del 100%, aunque si se observd un mayor engrosamiento en las raices de las plantas
tetraploides. Transcurridos 4 meses tras su aclimatacion en invernadero, se fenotiparon las
plantas teniendo en cuenta variables morfolégicas y anatémicas. El area foliar de las plantas
tetraploides fue significativamente mayor en las lineas 33 y 44 en comparacién al control. La
longitud del tallo fue significativamente menor en las tres lineas tetraploides, verificando el
porte reducido caracteristico de los poliploides, asi como una mayor longitud de entrenudos
para la linea 32, debido a que las tetraploides presentaron un nimero significativamente menor
de nudos que la linea control P1. No se observaron diferencias significativas en el didametro del
tallo entre las tetraploides y el control. Como caracteristica anatémica se estimé la densidad
estomatica, que resultd ser significativamente menor en las tetraploides. Finalmente, se utilizd
un fluorimetro de pulso de amplitud modulada (JUNIOR-PAM; Walz) para caracterizar el aparato
fotosintético. Los resultados obtenidos indican que la linea 32 tenfa afectado el funcionamiento
del fotosistema I, mostrando una disminucién de la ratio Fv/Fm y valores menores en todos los
pardmetros de las curvas de ETR vs luz. El resto de las lineas tetraploides mostraron valores de
actividad del fotosistema Il similares al control.

Los resultados de este trabajo confirman la obtencién de plantas tetraploides en olivo, aunque
deben realizarse estudios adicionales a nivel fisiolégico para una caracterizacién mas completa.

Proyectos AGL2017-83368-C2-1-R, P18-RT-1933, UMA18-FEDERJA-096
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Caracterizacion de variantes somaclonales de olivo
obtenidos tras la exposicién al filtrado crudo del hongo
Rosellinia necatrix
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Lineas embriogénicas de olivo tolerantes al filtrado crudo (FC) del hongo Rosellinia necatrix,
un patégeno muy extendido por el sur de Espafia y que afecta al aguacate y al olivo, fueron
previamente obtenidas (Palomo-Rios et al. 2017). Para ello, se expuso durante 3 semanas una
fraccién fina de callo embriogénico de olivo (<2 mm), derivado de un embrién zigético de la
variedad Picual, a diferentes concentraciones (v/v) de FC de R. necatrix. Como resultado, se
recuperaron varias lineas de callo embriogénico que mostraron tolerancia de forma reiterada
a la exposicién al filtrado. Dos de estas lineas fueron seleccionadas para la regeneracién de
plantas, R2-L3 y R2-L4, ambas tolerantes al 60% (v/v) del FC del hongo. En este trabajo se ha
llevado a cabo una caracterizacion del crecimiento de estas plantas y de su comportamiento
tras la inoculacién con R. necatrix.

Las lineas seleccionadas mostraron la misma tasa de multiplicacién in vitro que el control P1
(plantas obtenidas a partir de callo embriogénico no expuesto al FC del hongo), aunque la
longitud de los brotes formados por la linea R2-L4 fue significativamente menor que el control,
mientras que no se observaron diferencias en la capacidad de enraizamiento entre las distintas
lineas. Estas plantas fueron aclimatadas y mantenidas en el invernadero para su inoculacién con
R. necatrix, donde siguieron mostrando ciertas diferencias en la longitud de los tallos, siendo
R2-L3 la de mayor longitud seguida del control P1 y por ultimo R2-L4; esta ultima presentd un
mayor nimero de ramas laterales. Se inocularon con R. necatrix 17 plantas de cada genotipo
y se evalud la progresiéon de la enfermedad. A los 40 dias tras la inoculacién, la linea R2-L3
mostré un desarrollo de sintomas del 50%, significativamente menor al observado en el control
P1y en la linea R2-L4. Se realizaron perfiles de expresién mediante RNAseq en plantas de esta
linea tras la infeccidn con R. necatrix en comparacién con plantas no infectadas, encontrandose
la expresion diferencial de 6.186 genes. Entre los genes inducidos tras la infeccién con el
hongo se encontraron algunos previamente relacionados en la defensa de aguacate frente
a la Podredumbre blanca de raiz (causada por el hongo Rosellinia necatrix) (Moreno-Pérez et
al. 2023), algunos de estos genes fueron proteinas PR, factores de transcripcion tipo NAC,
inhibidores de proteinasa y un factor de transcripcién de respuesta a etileno, entre otros.

Proyecto AGL2017-83368-C2-1-R
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Analisis funcional de genes relacionados con mecanismos
de tolerancia a Phytophthora cinnamomi en alcornoque
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Quercus suber es un érbol de hoja perenne de gran importancia ambiental y econdémica en
la peninsula ibérica, especialmente por la explotacién de su corteza de la que se obtiene el
corcho. En las Ultimas décadas, las poblaciones de alcornoques han sufrido un fuerte descenso
asociado a la enfermedad de la seca, producida por el ocomiceto patégeno Phytophthora
cinnamomi.

Los arboles muestran diferentes niveles de susceptibilidad a la infeccion por P. cinnamomi, lo
que parece indicar un control genético en la tolerancia a la infeccién, aunque ain no estan
claros los mecanismos involucrados en este proceso. Como hipdtesis de partida de este trabajo
se postula que la resistencia a P cinnamomi tiene una base genética y que la respuesta a
la infeccién desencadena una serie de modulaciones de genes clave para luchar contra el
oomiceto.

Con el objetivo de estudiar el posible papel de los genes en los mecanismos de defensa de
alcornoque a la enfermedad de la seca, comparamos la respuesta fisiolégica in vitro de una
linea caracterizada como tolerante (QS-T), una linea de brotes obtenida a partir de embriones
sométicos de un arbol adulto de alcornoque (QS3-W) y dos lineas QS3 transformadas con
los genes Scarecrow-like 1 (QS3-SCL-1) y Crown preferencially expressed (QS3-CPE),
respectivamente. Las plantulas enraizadas se inocularon in vitro con fragmentos de micelio de
P. cinnamomi, y se evaluaron diferentes pardmetros morfolégicos relacionados con la aparicion
de sintomas tras la inoculacion. Ademads, se analizé la expresion génica de los genes de estudio
mediante RT-qPCR en raices de las diferentes lineas de brotes inoculados y no inoculados a
diferentes tiempos tras la inoculacion.

Los resultados muestran un retraso en la aparicién de sintomas en las plantas transformadas
y en la linea resistente. Los andlisis de gPCR muestran una induccién del gen SCL-1 en todas
las lineas, mostrando una correlacién positiva entre la sobreexpresion del gen y el grado de
tolerancia. El gen CPE se sobreexpresa en la linea tolerante. Los resultados indican que la
inoculacién provoca un cambio en el patron de expresidn génica de los brotes y esta activacion
transcripcional estd asociada un mayor nivel de resistencia del clon. Este trabajo contribuye a
la ampliacién del conocimiento existente sobre los mecanismos de respuesta del alcornoque a
la infecciéon por P. cinnamomi.
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Efecto de la temperatura durante la embriogénesis
somatica en el establecimiento de una memoria
epigenética a largo plazo en Picea abies
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Parte de la capacidad de adaptacién climatica del abeto noruego (Picea abies Karst.) reside
en una memoria epigenética que los individuos desarrollan durante su etapa embriogénica en
funcién de la suma de temperatura durante ese periodo. En esta especie, de gran longevidad,
esa memoria tiene un efecto en el tiempo en que tienen lugar dos caracteres ligados a la
supervivencia: la fenologia de las yemas (tiempo de brotacién en primavera) y la tolerancia al
frio (pérdida de la tolerancia durante la salida de dormicién).

Para imitar el efecto de la temperatura y eliminar la variabilidad genética, se generaron
individuos clénicos in vitro a partir de embriones sométicos. Estos embriones se desarrollaron
a 18 y 28 grados, y los arboles resultantes, llamados epitipos, han crecido en una parcela
comun durante 18 afios. El efecto de la memoria epigenética en los arboles pertenecientes
a los epitipos se ha caracterizado fenotipicamente y a nivel transcriptémico, y los resultados
obtenidos apoyan la existencia de esa memoria epigenética.

Con el objetivo de conocer dénde reside y se establece la memoria epigenética, se analizé
la metilacién del ADN de embriones somaticos maduros generados a 18 y 28 °C. Debido
a la complejidad y baja calidad de la anotacién del genoma del abeto noruego, se utilizd
una técnica gen-especifica que permitié analizar los patrones de metilacion en 2744 genes
relacionados, entre otros procesos, con la fenologia, los ritmos circadianos y la maquinaria
epigenética. El 68% de los genes analizados mostraron patrones diferenciales de metilacion
en al menos uno de los contextos de metilacién propios de plantas (CG, CHG, CHH). En
varios genes relacionados con la maquinaria epigenética (e.g. Metiltransferasas de ADN,
ARGONAUTE) y el control de la fenologia de las yemas (genes FTL) se observaron diferencias
en su metilacién entre epitipos y diferentes partes del embrién.

Por tanto, las condiciones de temperatura en las que se generan los epitipos inducen una
memoria epigenética que estd implicada en patrones de metilacién del ADN especificos en
embriones sométicos de abeto noruego. El impacto de esta conformacién epigenética de los
embriones sométicos de los epitipos en la fenologia de las plantas a lo largo de los afios
demuestra la participacién de la metilacién del ADN no sélo en la memoria epigenética sino
que también pone de manifiesto su importancia para modelar respuestas adaptativas rapidas a
los cambios sostenidos de temperatura en el ambiente.
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Doubled haploids, a game changer in potato breeding
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Potato is the third most consumed crop worldwide. Moreover, it is an autotetraploid species
with a highly heterogeneous genome that displays a great genetic complexity for breeding.
Potato has been traditionally bred by clonal breeding; a slow, non-accumulative process, which
end result are true seed potatoes. A more promising approach is arising with the development
of breeding on the diploid level , supported by the use of doubled haploids. Diploid hybrids
can speed up the breeding program, can facilitate the stacking of several interesting traits and
their end product is a seed, which is easier to transport and has little disease pressure.

A diploid hybrid potato is a combination of two inbred parentals that create a uniform product,
and by definition it has an enhanced performance by means of exploiting the heterosis effect.
The parental inbred lines can be obtained through several mechanisms such as crosses with an
haploid inducer followed by routine inbreeding, androgenesis and gynogenesis.

Microspore culture is an androgenic technique in which the male sexual gametes are cultivated
under several stresses. These stresses induce the arrest of the pollen development and induce the
so-called androgenic switch, in which the microspore follows the embryogenic developmental
pathway to form a plant without need of fertilization. The resulting plants contains exactly the
same genetic information as the initial microspore. Therefore, they have half of the ploidy of the
parental lines. Doubling a haploid plant will result in a doubled haploid plant with two copies of
the exact same genome and thus, a perfectly homozygous inbred line.

Several factors have been reported as relevant for the microspore culture process to occur.
The optimal growth of the donor plants, selecting the correct stage of the microspores, an
adequate induction stress and an adequate media and culture conditions are all key parameters.
However, the anther culture technology in potato still faces some challenges and limitations in
its responsiveness. Microscope observations show the arrest of viable microspores after the
pretreatment, sometimes accompanied by cell bursting or cell death shortly after. Besides, it is
claimed that obtained doubled haploid plants show often male sterility, being a burden for the
hybrid production. Further research on the formerly mentioned hot topics in anther culture will
pave the way to achieving doubled haploid production, which would mean a big step forward
in potato breeding.
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In vitro Prunus spp. immature embryo rescue: protocol,
cost reduction, and efficiency improvements
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In vitro immature embryo rescue from Prunus spp., early ripening varieties, is a common and re-
liable technique, sometimes the only one, to provide new plant material to breeding programs
oriented to produce diverse new early ripening commercial varieties.

The IRTA's Plant in Vitro Culture Laboratory at Fruitcentre, has continuously worked on devel-
oping an efficient, cost reduced and reliable protocol, for the embryo rescue of early ripening
peaches and nectarines. During eight consecutive seasons (2014-2021), some modifications
have been added to the Prunus spp. immature embryo rescue process in order to improve its
efficiency and inputs needed. The rescue of almost 28000 embryos included 3 peach types
(yellow peach, white peach and pavia), 2 nectarine types (yellow and white flesh nectarine);
and 3 flat fruit types, including yellow and white flesh flat peach and white flesh flat nectarine.

Fruits derived from controlled pollinated crosses on an experimental collection plot located
at the IRTA Experimental Station (Gimenells, Lleida, Northeast Spain) were collected, opened
and the whole seeds were extracted, disinfected, and cultured in different media. The medium
composition was adapted to the embryo size, which is one of the main factors affecting embryo
germination. Embryos smaller than 5mm were cultured in a semisolid medium with 5uM BAP
and 1uM GA,, while embryos bigger or equal to 5mm were cultured in semisolid medium with-
out hormones. After in vitro cold stratification at 4°C, contaminated embryos were removed,
germination ratio was determined and temperature was increased up to 14°C, at a 16/8h pho-
toperiod, for the initial plantlet growth for 1 month. Later, the temperature was increased up to
24°C, for further plant development. When plantlets showed a visible root and stem, more than
4-cm-long, were planted in trays with a peat moss:vermiculite mix substrate (2:1, v/v) and accli-
mated in tunnels with controlled humidity, temperature and light. The addition of vermiculite
to the culture medium in bigger peach and nectarine embryos was tested. Although the use
of medium with vermiculite had no significant effect on the germination of bigger embryos, of
neither of the fruit types, it improved plantlets development, both in the aerial and non-aerial
parts. This medium permitted to extend in vitro culture for the necessary time, with the addition
of liquid medium, before the acclimatization, making it more flexible. To reduce material costs,
a glass container from the food industry with a plastic layer as a closure system was tested
with bigger embryos, employing the medium with vermiculite. The use of this glass container
reduced a 96% the material cost compared with the use of laboratory glass test tubes. More-
over, no differences between them were observed during both embryo germination and plant
development. Considering the overall process, embryos from nectarine, peach, and flat fruits
developed into viable plants, ready to be transplanted to the field, in a 53%, 42% and 21%
respectively of the uncontaminated cultured embryos.

The bacterium Pseudomonas oryzihabitans PGPO1, was initially isolated from Prunus spp.
in vitro rescued embryos, cultured in vermiculite medium, whose plantlets showed a better
growth than non-contaminated cultures. It was identified and cultured, and it was applied later
to some immature embryos, cultured in vitro under the same conditions. The presence of the
PGPO1 bacterium modified root system architecture of the plants, increasing root volume and
thickness, which in consequence enhanced the acclimatization efficiency to soil.
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Primeros pasos en el desarrollo de un protocolo de dobles
haploides en calabacin (Cucurbita pepo): determinacién del
desarrollo de las microsporas con respecto a la morfologia
floral
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Uno de los objetivos clave desde para las empresas del sector de las semillas es el desarrollo de
protocolos de obtencién de doble haploides eficientes, que les permitan acelerar el proceso
de obtencién de lineas puras. El cruce de dos lineas puras permite obtener descendientes
hibridos heterocigotos para todos sus caracteres. Este tipo de organismos tiene caracteristicas
agronémicas de alto valor, como el vigor hibrido, una mayor resistencia a diferentes tipos de
estrés bidticos y abidticos, asi como una alta homogeneidad en la cosecha. Tradicionalmente,
se han necesitado varios ciclos de autofecundacién para poder obtener lineas puras para
un determinado cultivo. Este es un proceso largo para el que se necesitan destinar recursos
materiales, humanos y econémicos. Hoy en dia podemos utilizar herramientas biotecnolégicas
para acortar el tiempo que se necesita para obtener una linea pura. La obtencién de dobles
haploides es una metodologia de cultivo in vitro que consiste en obtener plantas homocigotas
para todos su loci a partir del cultivo de los precursores de los gametofitos masculinos
(androgénesis) o femeninos (ginogénesis). Dentro de la via androgénica, las células mas
susceptibles a ser inducidas son las microsporas vacuoladas, por lo que tener identificado este
estadio de forma clara es esencial para tener éxito en el proceso.

En este trabajo presentamos los primeros pasos en el desarrollo de un protocolo en calabacin
mediante la ruta androgénica. Para ello, se ha realizado una caracterizaciéon exhaustiva de
la morfologia de las yemas florales masculinas, asi como de las anteras en dos variedades
diferentes de calabacin con el fin de encontrar una correlacién con el estadio de desarrollo
de las microsporas. La mayoria de los estadios del desarrollo del polen han sido identificados
gracias a observaciones mediante microscopia 6ptica y de fluorescencia. Sin embargo, el
grosor de la capa de exina es muy elevado en esta especie lo que dificulta identificar estadios
avanzados como el de polen joven y polen maduro. Ademas, la autoflorescencia emitida por
la capa de exina imposibilitan observan los ndcleos tefiidos con DAPI mediante microscopia
de fluorescencia. Aun asi, en base a diferentes caracteristicas visuales (opacidad, presencia
de espiculas, didmetro) hemos sido capaces de establecer una serie de categorias en las que
clasificar las microsporas observadas. Para estas variedades vegetales, se ha determinado que
el estadio correspondiente a microsporas vacuoladas estara dentro de un rango de 20 a 30 mm
de longitud de yema floral y entre 5 a 6 mm de longitud de antera.

Estos resultados son de gran utilidad para la seleccién de las ventanas de induccién necesarias
para tener éxito en las distintas aproximaciones in vitro que se desarrollardn en etapas
posteriores de este proyecto.
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Opposite auxin dynamics determine the gametophytic
and embryogenic fates of the microspore

Yolanda Pérez-Pérez !, Maria Teresa Solis 2, Alfonso Albacete 3#, Pilar S. Testillano™ *

! Pollen Biotechnology of Crop Plants Group, Biological Research Center Margarita Salas, CIB-CSIC,
Ramiro de Maeztu 9, 28040 Madrid, Spain.

2 Department of Genetics, Microbiology and Physiology, Complutense University of Madrid, 28040
Madrid, Spain.

3 Department of Plant Nutrition, Campus Universitario de Espinardo, 30100 Murcia, Spain.

4 Current address: Institute for Agroenvironmental Research and Development of Murcia (IMIDA), ¢/
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During in vivo anther development, microspores develop and follow the gametophytic
pathway to produce pollen grains. In vitro, isolated microspores can be reprogrammed by
stress treatments, becoming totipotent cells that follow the embryogenic program, producing
doubled-haploid embryos and plants. Limited information is available regarding the dynamics
of endogenous auxin during these two microspore pathways. In the present study we analysed,
in Brassica napus, auxin concentration and cellular accumulation, expression of TAAT auxin
biosynthesis gene and PINT-like efflux carrier gene, as well as the effects in microspore
embryogenesis of kynurenine, an inhibitor of auxin biosynthesis. During the gametophytic
pathway, auxin levels, TAA1 and PIN1- like expression were high at early stages, in tetrads
and tapetum, while they progressively decreased during gametogenesis in both pollen and
tapetum cells. In contrast, after stress-induced microspore reprogramming to embryogenesis,
TAAT and PIN1-like genes were up-regulated, auxin concentration increased and accumulated
in embryo cells from the first embryogenic divisions. Kynurenine treatment decreased both
embryogenesis induction efficiency and embryo production, indicating that auxin biosynthesis
is required for microspore embryogenesis initiation and progression. The findings indicate that
auxin shows two opposite profiles during the two microspore developmental pathways that
would determine the different cell fates of the microspore.
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Aplicacion de una estrategia de “priming” en semillas
para aumentar la eficiencia de la embriogénesis de la
microspora en trigo panadero

Ana Maria Castillo Alonso, Begofia Echavarri Razquin, Aimar Navarro Arguedas, Patricia
Fustero Abad, Asuncién Costar Castan, Maria Pilar Vallés Braud
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La aplicacién de tratamientos de estrés recurrentes puede inducir “memoria” celular,
permitiendo que la respuesta a un estrés posterior sea mas rapida y fuerte. Esta memoria celular
es conocida como cebado o “priming” (Sako etal. 2020). En la induccién de la embriogénesis de
la microspora es imprescindible la aplicacién de un tratamiento de estrés. Solamente aquellas
microsporas que sobreviven a ese tratamiento son capaces de cambiar su patrén de desarrollo
para dar lugar a un embrién. En este estudio, se evalta por primera vez la posibilidad de utilizar
una estrategia de “priming” para aumentar la eficiencia de la embriogénesis de la microspora
en trigo. Para ello, se ha hecho un cribado de distintos compuestos con capacidad de inducir
un efecto de “priming”. Las semillas de trigo de las plantas donadoras de anteras se trataron,
por separado, con agua, CaCl,, prolina, PEG y acido acético durante 16 horas en oscuridad, a
20°C y en agitacién continua. Posteriormente, se secaron en estufa (35°C) hasta recuperar el
peso original de las semillas. El cultivo de anteras se realizé siguiendo los protocolos descritos
por Castillo et al. (2021). La aplicacién de PEG inhibié la formacién de embriones, el aguay la
prolina aumentaron la produccién de plantas albinas, mientras que el CaCl2 y el &cido acético
aumentaron el nimero de plantas verdes. Estos resultados indican que la aplicacion de CaCl2
y/o acido acético como tratamiento de “priming” en semillas permitiria aumentar la eficiencia
en la produccién de plantas verdes doblehaploides de trigo.
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Novel small molecule antioxidants improve stress-induced
cell reprogramming while decrease autophagy and cell
death in rapeseed: a physiology and transcriptomics study
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Plant in vitro regeneration systems are essential in modern crop breeding, they are based in the
induction of plant cell reprogramming. In many crop species the process is highly inefficient,
being increased cell death a major event that impairs the reprogramming process at initial
steps leading to decreased proliferation and embryo formation rate. Stress-induced microspore
embryogenesis is an in vitro biotechnological process to rapidly obtain doubled-haploid plants
to accelerate breeding, as well as a good model system to analyze the physiological and
molecular bases of stress-induced plant cell reprogramming. By application of stress conditions,
the microspore, precursor cell of the pollen grain, is reprogrammed to produce an embryo that
regenerates a plant.

In this work, we have analyzed autophagy and oxidative stress, and their involvement in cell
death during microspore embryogenesis induction in the model crop species Brassica napus,
where cell reprogramming is induced by a treatment of 32°C in cell suspension cultures of
isolated microspores. After stress, autophagy genes BnATG5 and BnATG8 were upregulated,
and NBR1 degraded and accumulated upon E-64 inhibition, indicating autophagy activation.
RNAseg-transcriptomics analyses showed sets of autophagy and oxidative stress-related genes
differentially expressed after embryogenesis induction, out of which we selected those coding
for essential oxidative-related enzymes for further expression analysis. Autophagy inhibition by
E-64 reduced cell death, while the autophagy inducer AZD8055 increased death, suggesting
an autophagy-dependent cell death. Treatment with novel small molecule antioxidants reduced
cell death and promoted embryogenesis initiation, while they lead to BnATG5 and BnATG8
downregulation. Additionally, fluorometric detection assays were performed to monitor ROS
production after stress induction and under small molecule antioxidants treatments. Results
indicate that oxidative stress and autophagy contribute to cell death during stress-induced
microspore reprogramming, and that novel small molecule antioxidants can be a new tool
to suppress autophagy-dependent cell death, improving in vitro embryogenesis efficiency for
crop breeding.

Supported by Projects PID2020-113018RB-100 (funded by MCIN/AEI/10.13039/501100011033),
TED2021-129633B-100 and CPP2021-008750 (funded by MCIN/AEI /10.13039/501100011033
and NextGenerationEU/ PRTR).
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Obtencién de lineas doble haploides para
la produccién de lineas comerciales

Mariona Jordana Garcia, Laura Martinez Plantén.

Laboratorio de cultivo in vitro y mejora vegetal, Departamento 1+D, Semillas Batlle S.A.
mariona.jordana@semillasbatlle.com

Utilizamos la técnica de los doble haploides para reducir el tiempo necesario para la produccién
y comercializacion de lineas comerciales en cebada, trigo blando, melén y leguminosas.
Algunos de estos trabajos se realizan en colaboracién con el IRTA Fruitcentre para desarrollar
la técnica en leguminosas.

En el casode cebada, hemosllegadoa producir 153 lineas doble haploides (LDH) fijadas en semilla
mediante el cultivo de anteras y estan siendo evaluadas en campo con la finalidad de en un futuro
producir lineas comerciales, para lamejora de caracteres agronémicos, produccién y resistencias.
En el caso del trigo blando, los resultados son esperanzadores, necesitando mejorar la eficiencia
de la técnica. En ambas especies necesitamos reducir el porcentaje de plantas albinas.

En el caso del melén la producciéon de LDH es por rescate de embriones partenogénicos
inducidos mediante polinizacién con polen irradiado con rayos gamma. Las semillas son
cultivadas durante una semana en medio liquido para favorecer la identificacion de las que
tienen embrién. Se ha llegado a producir 63 lineas de las que se han obtenido semillas y
estan siendo evaluadas en campo para en un futuro producir hibridos piel de sapo, orientadas
a la mejora en grados brix, crocantez, caracteres agronémicos, produccion y resistencias. Es
necesario aumentar el porcentaje de diploides sin la necesidad de utilizar la colchicina, ya que
es un riesgo para la salud humana.

En el caso de las leguminosas hasta ahora se ha llegado a inducir callos de los que se ha
regenerado solo raices a partir del cultivo de anteras.


mailto:mariona.jordana@semillasbatlle.com

NOTAS

83



SECIVTV 2023

XV Reunién de la Sociedad Espaiola
de Cultivo In Vitro de Tejidos Vegetales

84

Sesion Tematica Il — Obtencion de Doble Haploides y Rescate de Embriones

Comparative transcriptome analyses of microspore
reprogramming to embryogenesis in Brassica napus L.
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In planta, microspores follow the gametophytic program to produce pollen grains for fertilization.
In vitro, by stress treatment, microspores can be reprogrammed towards embryogenesis.
Microspore embryogenesis is a biotechnological process that allows to rapidly obtain doubled
haploid (DH) plants to accelerate breeding programs. However, its application is limited in many
crop species due to its low efficiency. Stress-induced microspore reprograming to embryogenesis
involves complex regulatory mechanisms, among them epigenetic reprogramming plays a
crucial role (Solis et al. 2012; Berenguer et al. 2017). However, and despite the knowledge
gained in recent years, this process is still largely unknown.

In this work, we carried out two different comparative transcriptome analyses in microspore
cultures of Brassica napus, model system for this process. First, we performed RNAseq analysis
of gene expression for isolated microspores cultures, prior to embryogenesis induction, and for
cultures early after induction, at proembryo stage, first morphological sign of embryogenesis
initiation. Bioinformatic analyses comparing the two time points revealed 37781 differentially
expressed genes (DEGs), from which around 20852 were upregulated in proembryos and 16929
were downregulated. Gene ontology analyses showed that the transition from microspores
to proembryos was marked by DEGs involved in ribosome biogenesis and function, RNA
processing and metabolism, carbohydrate metabolism, cell wall enzymes and regulators, and
several families of transcription factors, among other pathways. Previous experiments in our lab
have revealed that SAHA (Suberoylanilide hydroxamic acid), an inhibitor of histone deacetylase,
enhances microspore embryogenesis induction. Thus, a second RNAseg-transcriptomic analysis
comparing SAHA-treated cultures vs untreated ones was performed. Results indicated that a
60% of the DEGs were upregulated in treated-proembryos, suggesting that SAHA promotes
histone acetylation and therefore, leads to gene transcription activation. Gene ontology
enrichment analysis after SAHA treatment showed DEGs related to epigenetic and hormonal
control of the process.

Further analyses are in progress. Results will shed light on transcriptional changes accompanying
microspore reprogramming and embryogenesis initiation, information that can provide useful
insights to broaden our knowledge on the molecular mechanisms governing microspore
embryogenesis and its application to improve DH production in crop breeding.
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Analisis de RNA-seq durante la induccién de la
embriogénesis de la microspora y la primera etapa del
desarrollo embriogénico en trigo panadero
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En la embriogénesis de la microspora (EM) las células precursoras de los granos de polen,
microsporas, son capaces de cambiar su patrén de desarrollo gametofitico a esporofitico en
respuesta a un tratamiento de estrés. La EM es un proceso muy complejo en el que intervienen
numerosos factores. La identificacién de los genes que se expresan en cada etapa, y su
dindmica a lo largo del proceso es clave para entender el cambio en el patrén de desarrollo de
las microsporas. Sin embargo, los estudios de transcriptémica durante la EM en trigo presentan
ciertos obstaculos debido a la complejidad del propio genoma del trigo y la dificultad en
la obtencién de las muestras. En este estudio se ha realizado un anélisis de RNA-Seq en
microsporas aisladas del cultivar de alta respuesta “Pavon” antes del tratamiento inductor con
0,7 M manitol (0dT), tras 3 y 5 dias de tratamiento (3dT-MAN, 5dT-MAN), y, tras 3 dias de
cultivo (3dC-MAN). Microsporas que continuaron el desarrollo gametofitico (GD) se utilizaron
como control. Para identificar los genes expresados diferencialmente (DEGs) entre los puntos
de estudio, se realizaron comparaciones secuenciales del transcriptoma por pares: 3dT-MAN
vs 0dT, 5dT-MAN vs 3dT-MAN, y 3dC vs 5dT-MAN. Los genes cuyo valor de Log2FC (Log
2 Fold-Change) era superior o inferior a 2, y cuyo p-valor de ajuste (p-ad)) inferior a 0,05 se
consideraron como DEGs significativos. En conjunto, se identificaron un total de 20309 DEGs,
observandose los mayores cambios de expresién como consecuencia de la aplicacién del
tratamiento de estrés durante 3 dias (3dT-MAN vs 0dT), seguido del cambio a las condiciones
de cultivo (3dC-MAN vs 5dT-MAN), quedando en dltimo lugar los cambios producidos por la
prolongacion del tratamiento de estrés hasta los 5 dias (5dT-MAN vs 3dT-MAN). Para identificar
patrones de expresion similares entre los DEGs, se realizé un analisis de agrupacién en clister
usando los valores de expresién en 0dT, 3dT-MAN, 5dT-MAN y 3dC-MAN. Se identificaron diez
clusteres de expresion, cuya caracterizacion funcional se realizé mediante un anélisis GO (Gene
Ontology) enriquecido en Procesos Bioldgicos.
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Utilizacion del rescate y cultivo de embriones in vitro para
la obtencién de hibridos poliploides que permitan estudiar
el modelo de segregacién cromosémica de parentales
tetraploides utilizados en programas de mejora genética
de citricos
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La obtencién de plantas poliploides, triploides (2n=3x=27) y tetraploides (2n=4x=36), es de
gran utilidad para la mejora genética de citricos. Por un lado, los hibridos 3x son interesantes
para la obtencién de variedades sin semillas mientras que las plantas 4x se pueden utilizar
tanto como parentales para la obtencién de hibridos 3x y también como portainjertos, ya que
presentan en algunos casos una mejor adaptacion a estreses bidticos y abidticos. Una estrategia
que permite la obtencion de hibridos poliploides es mediante hibridaciones sexuales 2x X
4x. En este tipo de hibridaciones se producen semillas abortadas que contienen embriones
poco desarrollados y es necesario la técnica de rescate y cultivo de embriones in vitro para la
regeneracién de elevadas poblaciones de hibridos poliploides.

Las plantas 4x que surgen de hibridaciones interespecificas o intergenéricas directas son
hibridos alotetraploides, mientras que las que se obtienen a partir de una Unica especie son
plantas autotetraploides. Cuando se utilizan parentales alo o autotetraploides, la restitucién
de la heterocigosidad parental depende del grado de emparejamiento preferencial de los
cromosomas. Los alo y autotetraploides, con herencia disémica y tetrasémica respectivamente,
son dos modelos extremos, aunque en citricos, cuando los parentales son divergentes, pero
conservan suficiente homologia para evitar un apareamiento cromosémico exclusivo, se pueden
esperar modelos de herencia intermedia entre di y tetrasémico. En este trabajo se ha estudiado
el modo de herencia de dos genotipos 4x completamente diferentes a nivel genético, pummelo
‘Chandler” que contiene un genoma Unico de pummelo (Citrus maxima) y el citrange "Carrizo’,
originado a partir de una hibridacién intergenérica entre Citrus y Poncirus (género de interés
como portainjerto por su resistencia a factores bidticos y abidticos). La planta 4x de pummelo
se obtuvo a partir del tratamiento de apices microinjertados in vitro y tratados con colchicina
mientras que la planta 4x de citrange se identificé a partir de la duplicacién esponténea de
los cromosomas. Mediante el rescate y cultivo de embriones in vitro, se regeneraron dos
poblaciones de hibridos 3x que se analizaron con marcadores SNPs y SSRs. Los resultados
obtenidos muestran claramente el impacto de la estructura filogenémica en el modelo de
segregacion y en la estructura genética de la poblacién. El pummelo “Chandler” presenté
un modelo claro de herencia tetrasémica para todos los grupos de ligamiento (GL) mientras
que el citrange "Carrizo” presenté herencia disémica en los GL 6 y 8, herencia intermedia con
una fuerte tendencia disémica en los GL 1, 2, 3, 4, 5y 9, y una clara herencia intermedia en
el GL 7. Estos nuevos resultados sobre los modelos de herencia serdn de gran utilidad para
definir futuras estrategias de cruzamientos en los programas de mejora genética dirigidos a la
obtencién de nuevas variedades sin semillas y para la obtencién de nuevos portainjertos con
mayor tolerancia a estreses bioticos y abidticos.
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GreenTray®, a new TIS bioreactor for micropropagation
and in vitro biotic and abiotic assays
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The temporary immersion system (TIS) bioreactor GreenTray® presents advantages over the
existing ones. TIS bioreactors have been developed during the last decades to favor in vitro
shoot and plantlet development. The most common commercial bioreactors, RITA®, Matis®
SETIS™ and Plantform, or others TIS models developed by plant invitro culture laboratories,
share three common limitations which have been overcome with the GreenTray® design, and
consequently enhance its functionality. Firstly, the former TIS require forceps to introduce or
extract explants from the culture recipient. Using GreenTray®, there is no need to use forceps
to move shoots or plantlets in or out of the culture recipient. Forceps are no longer needed to
extract the grown explants, or to introduce them in another GreenTray® container. Secondly, as
a common practice in all in vitro propagation protocols, a supporting sterile surface is needed
to divide, with the help of forceps and scalpel, the grown explants into smaller pieces. Instead,
as it will be described in this presentation, with GreenTray® there is no need to use forceps and
scalpel to divide shoots in smaller explants, since the grown-out part can be rapidly cut with
scissors instead of using a scalpel. Finally, the basis of the shoot remains in the GreenTray® and
can sprout again in several cycles of growth, depending on the plant material and culture me-
dium. The presentation will focus on the micropropaaation process of some commercial Prunus
rootstocks, providing images
and data of interest. Con-
sequently, the GreenTray®
design significantly reduces
the labor input required for
micropropagation, an opens
the possibility for further au-
tomated manipulations.

Taking advantage of the shoots or plantlets disposition, easiness of culture medium sampling,
and aeration possibilities of culture recipient, GreenTray® has been demonstrated to be a use-
ful tool for research on: (l) in vitro plant - plant growth-promoting microorganisms (PGPMs)
interactions, characterizing plant morphological and physiological responses and microorgan-
isms dynamics; (II) interaction between PGPMs and endophytes, determining main culture fac-
tors to control their overgrowth when they constitute a serious problem for in vitro plant per-
formance; (Ill) atmospheric changes, such as CO, enrichment, on plant growth; (V) autotrophic
in vitro plantlet growth, with periodic atmospheric renewal and no sugars added to the culture
medium; (V) differential plant material capacities on nutrient uptake and transport under differ-
ent culture conditions, e.g. Ca?* nutrition affected by leaf transpiration; and (VI) phenotyping
for plant resistance to pathogens after convenient in vitro inoculation of plantlet leaves. Hence,
considering its versatility, easy explant or plantlet manipulation and space saving, GreenTray®
in vitro plant growth system is also expected to be a useful tool for plant research.
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Fitobot es una plataforma robotizada que valora las caracteristicas fenotipicas de plantas en los
primeros estadios de desarrollo. El objetivo de esta nueva tecnologia es solucionar el obstaculo
que suponen los trabajos de fenotipado y cribado tanto de variedades vegetales como de
condiciones de cultivo en el segmento de la investigacion publica y privada enfocado en la
biotecnologia vegetal. El fenotipado es el proceso de evaluacién del comportamiento de las
plantas en determinadas condiciones ambientales, midiendo su respuesta a condiciones de
cultivo, resistencia a enfermedades o su tolerancia al estrés. El sistema Fitobot permite registrar
y analizar las caracteristicas fenotipicas de las variedades desde una edad temprana, de forma
objetiva, automética y masiva obteniendo a través de su software de vision artificial una enorme
cantidad de datos con los que poder analizar el desarrollo de la parte aérea y radicular. Para
ello las semillas se germinan en un medio agarizado que contine los componentes a evaluar,
preparado en los soportes de crecimiento denominados Fitotiras, los cuales permiten un
crecimiento de la raiz en dos dimensiones para una evaluacién correcta mediante imagen. En
el presente seminario se pretende mostrar el potencial del Fitobot para su uso en investigacion,
asi como algunos ejemplos de experimentos en los que se evalGa tanto el estrés hidrico
como salino en lechuga empleado este sistema. En los ensayos desarrollados actualmente
en términos de estrés salino se han determinado tres concentraciones clave como modelo
de evaluacién en Lactuca sativa, empleado como control %2 de MS y como tratamientos de
estrés 0,15 M y 0,30 M de NaCl. El medio control permite el desarrollo normal de las plantas
de lechuga en un periodo de tiempo de una semana hasta la aparicién de las primeras hojas
verdaderas. En el caso del tratamiento con 0,15 M de NaCl el crecimiento se reduce a la
mitad y finalmente en el tratamiento con 0,30 M de NaCl se llega a una dosis casi letal que
ralentiza el crecimiento permitiendo solo la emergencia de la radicula y la apariciéon de los
cotiledones antes de observarse efectos necréticos en el plazo de una semana. Por otra parte,
en lo referente a los experimentos para simular estrés osmético, se ha empleado el manitol
como tratamiento eligiendo al igual que en el caso del estrés salino dos concentraciones
una suboptima (1%) y otra letal (2%) observandose resultados anélogos a los obtenidos en el
experimento de estrés salino. Fitobot supone una metodologia que combina la posibilidad de
controlar las condiciones y la composicién del medio que tiene el cultivo in vitro y la posibilidad
de cultivar las plantas en un formato mucho mas cercano a las condiciones de cultivo real
ex vitro, esto lo convierte en un sistema rdpido de evaluacién y cribado que puede reducir
los costes de evaluacion en el sector de la mejora genética, la agricultura y los agroquimicos
minimizando el impacto ambiental que estos ensayos agronémicos implican.
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Generation of plant cell cultures
for their industrial application
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Different industries have exploited plants as sustainable sources of cosmetic ingredients,
therapeutic compounds, agrochemicals, nutritional molecules, among others. However,
industrial supply chains based on plant-derived entities are at risk due to different environmental
factors, including global climate change and water scarcity, as well as by new legal regulations
and different society trends such as urbanization. This new scenario makes necessary the
implementation of technological approaches that guarantee the stable, sustainable, and long-
term supply of plant derived entities. Plant cell culture technology has the potential to become
the alternative to the traditional plant production, being able to address most of the challenges
faced by the industries and consumers. This technology offers a dramatic reduction in the
consumption of water during industrial production, a reduction in land use, a better control
of bioprocess parameters, a stable and modulable production of molecular titers and the
elimination of the need of herbicides and pesticides. Further, the plant cell culture technology
allows to produce molecular entities from species which would not be possible due to their
legal status, endangered, or complex due to their growing requirements. The main aim of
this presentation is to show the process behind the generation of different ingredients based
on plant cell culture in the industrial context of a biotech company, review the benefits in
term of sustainability of the technology if compared with traditional production strategies, the
consumer-friendly declarations compatible with the technology, the different product platforms
that can be generated using this technology, and the activities displayed by plant cell culture-
derived ingredients on in vitro models and clinical trials. Further, an example of successful
biotech company based on plant cell cultures will be reviewed during the presentation, showing
its evolution from spin-off to industrial biotechnology company. Future prospects and existing
challenges of the commercialization of ingredients based of this technology in different markets
will be also commented, aiming to encourage scientists from public and private organizations,
enterprises and policymakers to work together towards make plant cell culture technology the
future of phytoactives production.
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Machine learning tools unveil the potential
of Bryophyllum spp. as an in vitro biofactory of polyphenols
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The subgenus Bryophyllum (genus Kalanchoe) is composed of over 125 species used in
traditional medicine in Africa, Asia, and South America. Their beneficial effects are a result
of the biosynthesis of phytochemical compounds, among which polyphenols stand out
as the most common antioxidant compounds. These phytoconstituents are synthesized
by the secondary metabolism of plants in response to environmental conditions. The study
of compounds of interest in Bryophyllum spp. through traditional cultivation methods is
conditioned by various factors, such as the limited concentration of secondary metabolites
and their restricted synthesis in specific organs, seasonal and geographical variation,
as well as their high invasiveness and toxicity. In contrast, in vitro cultivation allows for the
control of environmental conditions and nutritional requirements. However, there are
many factors that can influence plant development and the production of secondary
metabolites. The application of machine learning (ML) tools enables the characterization of
critical factors. This identification sheds light on hidden patterns and potential interactions
among the factors to be studied in the optimization of in vitro culture of Bryophyllum spp.
and its potential exploitation as a biofactory for phytochemical compounds of interest.

The most relevant results obtained from three different studies are presented below:

1) Neurofuzzy Logic machine learning tool was able to identified the two key factors (genotype
and ammonium concentration) in the micropropagation of the medicinal plant Bryophyllum
spp., specifically influencing its vegetative growth and asexual multiplication (Lozano-Milo
et al., 2022).

2) The combined use of Neurofuzzy Logic and untargeted metabolomics tools has allowed
for the identification of genotype type and organ (aerial and root organs) as the two
critical factors in the biosynthesis of phenolic compounds during Bryophyllum spp.
micropropagation. Particularly, the reduction of macro- and micronutrient concentrations
in the culture medium promotes the production of flavonols and anthocyanins. While
sulfate enhances the biosynthesis of tyrosol and lignans, copper facilitates the production
of phenolic acids, calcium stimulates stilbene production, and magnesium contributes to
flavanols synthesis (Garcia-Pérez et al., 2021).

3) The combined use of Neurofuzzy Logic and untargeted metabolomics tools has enabled
the characterization of phenolic compound biosynthesis in cell suspensions of Bryophyllum
spp. through the interaction of methyl jasmonate (MeJA) and salicylic acid (SA) as elicitors
(Garcia-Pérez et al., 2022).
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La metabolémica no dirigida como técnica para determinar
el efecto del medio de cultivo in vitro sobre la biosintesis
de compuestos fenélicos
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La metabolémica no dirigida es una técnica analitica que permite la deteccién e identificacion
simultdnea de una amplia gama de metabolitos, incluyendo compuestos fendlicos, cuya
aplicaciéon no requiere de conocimiento previo sobre la matriz analizada. Los compuestos
fendlicos son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en plantas, y su biosintesis
se ve influenciada por varios factores, incluyendo la nutricién mineral. El objetivo principal de
este estudio fue determinar el efecto de la composicién de los medios de cultivo in vitro en la
biosintesis de compuestos fendlicos de Actinidia arguta (kiwifio), empleando metabolémica no
dirigida. Se cultivaron segmentos nodales de A. arguta en siete medios de cultivo diferentes:
Murashige y Skoog (MS), Gamborg (B5), Harada (Ha), Standardi (St), Kh y un medio de cultivo
in vitro optimizado para kiwifio, disefiado por nuestro grupo (R). Los perfiles fendlicos de los
medios Ch, MS, Kh y Ha mostraron amplias similitudes, mientras que los medios R, Sty B5
exhibieron perfiles fendlicos exclusivos, agrupandose en tres clisteres altamente diferenciados
entre si. Especificamente, los medios B5 y St produjeron un mayor contenido de antocianinas
en comparacién con los otros medios estudiados. Ademas, se observd que las plantulas
de A. arguta cultivadas en medio B5 presentaron una mayor acumulacion de flavanoles
en comparacién con las cultivadas en el medio St, aunque la acumulacién de flavonoles y
estilbenos se vio reducida significativamente. En conclusién, la metabolémica no dirigida ha
proporcionado informacién valiosa sobre el efecto de los medios de cultivo en la biosintesis de
compuestos fendlicos.
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Analisis del metabolismo redox en cultivos celulares de vid
elicitados con ciclodextrinas y jasmonato de metilo
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Estudios recientes indican que existe una relacién directa entre la elicitacién de suspensiones
celulares vegetales y un incremento de la producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS)
y especies reactivas de nitrégeno (RNS). Asimismo, el acido sulfhidrico (H,S) también altera
el estado redox de las células vegetales y actia como punto clave en la coordinacién de las
vias de sefalizacion intracelular en respuesta al estrés. Este trabajo se centra en el estudio
del mecanismo de elicitacién, teniendo como objetivo principal comprobar si la elicitacién de
suspensiones celulares de Vitis vinifera con ciclodextrinas (CD) y/o jasmonato de metilo (MJ)
induce cambios en |la homeostasis redox celular (poniendo especial atencién en la produccién
de ROS, RNS y H.S).

Para ello, se analiz6 mediante microscopia confocal de fluorescencia los niveles de H,O,,
peroxinitrito, éxido nitrico y H,S en cultivos celulares de vid bajo cuatro condiciones: control,
CD, MJ y la combinacién de ambos (CDMJ). El andlisis de las bioimagenes obtenidas permitié
valorar en qué medida el proceso de elicitacién modificé el metabolismo redox y los niveles
de H.,S en el interior de las células. De este modo, se observé un aumento en los niveles de
H,S y peroxinitrito en todos los cultivos celulares elicitados. En el caso del H,O,, los niveles
aumentaron significativamente en los cultivos elicitados con CD y CDMJ, pero no con MJ,
los cuales no mostraron ninguna diferencia con respecto al control. Ademas, los niveles de
o6xido nitrico incrementaron Unicamente en presencia de MJ o CD individualmente. Estos datos
indican que la presencia de CD y/o MJ desencadenan una respuesta en las células de vid que
conduce a la modificacién de los niveles de ROS, RNS y H.S.

Por lo tanto, los resultados obtenidos permiten mejorar los conocimientos sobre el mecanismo
de elicitacién de suspensiones celulares de vid tratadas con CD y/o MJ, principalmente las
alteraciones que sufren estas células en el metabolismo redox como consecuencia de la
presencia de factores de estrés.
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Aplicacién de la ingenieria metabélica para potenciar
la produccién biotecnolégica de paclitaxel en cultivos
celulares de Taxus baccata
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El paclitaxel es uno de los farmacos anticancerigenos mas efectivos utilizados actualmente,
el cual se produce en las plantas en muy pequefas cantidades, a partir del isopentenil
difosfato, mediante una compleja ruta biosintética. Aunque el mejor sistema para la
produccién biosostenible de paclitaxel lo proporcionan los cultivos de celulares de Taxus
spp., su rendimiento estd controlado por las enzimas flujo-limitantes de la ruta biosintética
de los taxanos: bacatina-aminofenilpropanoil-13-O-transferasa (BAPT) y 3'-N-debenzoiltaxol
N-benzoiltransferasa (DBTNBT). Con el objetivo de mejorar la produccion de paclitaxel
superando estos cuellos de botella, en el presente estudio obtuvimos cultivos in vitro de
Taxus baccata que sobreexpresanlos dos genes limitantes del flujo metabdlico de taxanos,
BAPT y DBTNBT, ambos genes bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S. Para su
obtencidn, se utilizd el sistema de transformacion genética mediada por Rhizobium rhizogenes
A4. Debido a la lenta tasa de crecimiento de las raices transgénicas de Taxus obtenidas, estas
se desdiferenciaron para obtener lineas de callos y establecer sus respectivas suspensiones
celulares. Las células transgénicas se cultivaron en un sistema de dos etapas y en la segunda,
las lineas celulares se estimularon para la produccién de taxanos mediante un tratamiento
de elicitacion dual con coronatina 1 pM y 50 mM de B-ciclodextrinas metiladas al azar. Se
observé una alta sobreexpresion de los genes BAPT y DBTNBT en los respectivos cultivos
de células transgénicas, en condiciones control (sin elicitar), asi como una produccién
significativamente incrementada de taxanos. En comparacién con la linea de tipo salvaje
(71,01 mg/L), la produccién de paclitaxel fue més de cuatro veces superior en la linea que
sobreexpresa DBTNBT (310 mg/L) y casi del doble en la linea que sobreexpresa BAPT
(135 mg/L). El perfil transcripcional de los genes biosintéticos de taxanos revelé que los genes
GGPPS (geranilgeranil difosfato sintasa), DBAT (deactetilbacatina acetiltransferasa) y TXS
(taxadieno sintasa) eran los mas reactivos a la sobreexpresiéon de DBTNBT y al tratamiento de
elicitacion dual, y su expresién aumenté significativamente a lo largo del periodo de cultivo
estudiado. Probablemente, como consecuencia de ello, se produjo un significativo incremento
de la produccién de taxanos en todas las lineas, y en especial en condiciones de elicitacion.
Los resultados demuestran que la ingenieria metabdlica y en concreto la sobreexpresién de
enzimas flujo-limitantes constituye una potente herramienta para el disefio de nuevas lineas
transgénicas de Taxus con capacidades mejoradas para la produccién de paclitaxel, y muy
especialmente cuando se combinan con técnicas convencionales de elicitacion.
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Insights into Phosphoenolpyruvate Carboxylase Kinase
(PPCK) role in stilbene production in grapevine (Vitis
vinifera) cell cultures through gain and loss of function
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Grapevine phosphoenolpyruvate carboxylase kinase (VWPPCK) may hypothetically play a yet
undisclosed role in tR (trans-Resveratrol) synthesis in grapevine. An elicitation treatment in
grapevine cell cultures has shown that the two VWPPCK paralogues are down-regulated while
grapevine cells produce large amounts of the stilbene tR[1], but elicitation does not significantly
affect the transcripts level of its substrate, enzyme Phosphoenolpyruvate Carboxylase (PEPC).
The role proposed for PEPC and its regulatory protein kinase PPCK in the defense response that
leads to tR biosynthesis in grapevine points out that PPCK is a potential regulator located in a
crucial crossroad between primary and secondary metabolism [2]. Therefore, we hypothesize
that PPCK is a key regulator of stilbene biosynthesis in response to elicitors by modulating
carbon partitioning between primary and secondary metabolism, when the destination of
incoming carbon must be balanced between core cellular requirements and the plant dynamic
response to changing environmental conditions. To assess this hypothesis, a functional analysis
through both the stable overexpression and silencing of PPCK in grapevine cells was carried
out. The functional analysis of target genes was successfully carried out in grapevine cultures
through the generation of stable transgenic lines for the overexpression of either fully functional
or amiRNA knock-down constructs of both target paralogue genes under the control of the
CaMV 35S promoter. The overexpressing lines displayed higher PEPC activity and, upon
elicitation, a lower production of tR as compared to wild type cells, whist knocked-down lines
displayed the opposite phenotype. These results fully support our hypothesis and thus a new
role for PPCK as a key regulator for the production of stilbenes in grapevine cell cultures.
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Ingenieria metabélica de triterpenos en raices
transformadas de Centella asiatica mediante la
sobreexpresion de escualeno sintasa y el factor de
transcripcion (TSAR2)
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Los centellosidos son compuestos bioactivos presentes en Centella asiatica, reconocidos por
sus propiedades terapéuticas. Genes como el de la escualeno sintasa (SQS) y la 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A reductasa (HGMR) desempefian un papel clave en la via metabdlica
de centellésidos. La SQS sintetiza escualeno, un precursor importante en la biosintesis de
triterpenos, mientras que el HGMR es una enzima reguladora de la viametabdlica del mevalonato,
precursor del escualeno. Siendo este Ultimo gen influenciado por un factor de transcripcion
denominado “TRITERPENE SAPONIN BIOSYNTHESIS ACTIVATING REGULATOR2" (TSAR2),
estudiado en Medicago truncatula.

Nuestra aproximacién para el estudio de estos genes en la ruta de biosintesis de tritepenos
fue mediante el cultivo de raices transformadas. Cuatro grupos de lineas fueron obtenidas
mediante la infeccién con Rhizobium rhizogenes nativo o transformado: 1) Control, 2) SQS, 3)
TSAR2 y 4) SQS-TSAR2. Después de la fase de seleccién con antibidtico y comprobacion de la
integracién del transgén, determinamos los niveles de expresion, produccién de centellosidos,
contenido de escualeno, asi como parametros morfolégicos cuyos valores han resultado
altamente correlacionados con los niveles de produccién de centellésidos en previos estudios.

Los resultados mostraron que las lineas que sobre expresaban la SQS produjeron
significativamente mayor cantidad de centellésidos por gramo de peso seco (6,32 = 0,25
mg/g), seguidas de las lineas transgénicas del grupo TSAR2 y finalmente, las lineas SQS-
TSAR2. Las lineas con mayor contenido de escualeno fueron las SQS, produciendo al menos un
20% mas que las lineas control. La evidencia anterior demuestra claramente que el aumento del
precursor escualeno tiene un efecto positivo en la produccién de centellésidos. En contraste,
el factor de transcripcién parece afectar negativamente los niveles de consumo de escualeno
dirigidos a la biosintesis de los centellésidos, posiblemente debido a la activacién de enzimas
de rutas alternativas que comparten al escualeno como precursor.

Otro aspecto importante en nuestros estudio fueron, los pardmetros morfolégicos como
la tasa de enraizamiento, tasa de crecimiento y productividad de la biomasa. Los valores
mas altos en todos los pardmetros se observaron en la linea control, seguida por las lineas
transformadas con SQS o TSAR2. Lo anterior siguiere el detrimento morfolégico debido a
la activacién del metabolismo secundario enfocado a la produccién de compuestos como
los centellosidos. Adicionalmente, se pudo observar que la sobreexpresion del gen SQS
tiene un efecto de potenciacién en los genes involucrados en los pasos finales de la ruta
metabolica de los centelldsidos, particularmente con el gen que expresa la enzima Uridina
5'-difosfo-glucuronosiltransferasa (UGT).Estos hallazgos proporcionan informacién valiosa para
comprender mejor la regulacién genética y metabdlica en esta planta medicinal, lo que podria
tener implicaciones directas en la mejora de la produccién de sus compuestos bioactivos.
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Evaluating in vitro conditions for selecting melon
germplasm with tolerance to drought and salt stresses
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" Instituto Universitario de Conservacién y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV),
Universitat Politécnica de Valéncia, Valencia, Spain.
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Wiater scarcity and soil salinity limit the productivity of crop plants. Both stressing conditions
are common in the current scenario of climate change. Salinity is also exacerbated in drought
conditions, because of salt accumulation in soils irrigated with poor quality water. Therefore, it is
pivotal to develop and select varieties adapted to these stresses. The African melon accession
TGR-1551 (C. melo ssp agrestis), that shows tolerance to drought and salt stress, was used as
parental to develop a set of recombinant inbred lines (RILs) in the genetic background of the
‘Amarillo’ type melon ‘Bola de Oro’ (C. melo ssp. melo). The objective of the present work was
to test in vitro culture conditions to evaluate melon germplasm under salt and osmotic stress
conditions. The parental lines of the developed RILS as well as their F1 hybrid were used.
Micropropagated melon internodes (each with a bud) were obtained from these plants and
grown in media supplemented with polyethylene glycol (PEG), which causes osmotic stress and
simulates water deficit or sodium chloride (NaCl), for salt stress. Concentrations of PEG ranged
from 0% to 2.5%, and those of NaCl from 0 mM to 200 mM.

The results after 45 days of cultivation showed that the parental line TGR-155 had a higher
percentage of rooted plants and more developed roots in both, osmotic and salt stress
conditions. This behavior agrees with the drought and salt tolerance described for this
germplasm. Osmotic tolerance was also observed in the F1 hybrid which in culture medium
containing 0.5% PEG, had even greater growth in comparison to F1 plants growing in the
control medium. A large reduction of weight, shoot size, and root length was observed in
all genotypes at the highest concentrations of PEG and NaCl. However sprouting was only
inhibited in all genotypes at 150 and 200 mM salt concentrations. This methodology will be
next used for selecting TGR-1551-derived RILs tolerant to drought and salt stresses that will be
after tested in field conditions. The selection of tolerant lines will yield economic benefits per
se and will identify genomic regions that provide tolerance to abiotic stresses.

This research was supported by grants PID2020-116055RB, C21 and C22, funded by MCIN/
AEI/10.13039/501100011033 and grant AGROALNEXT/2022/25, funded by the “Plan
complementario de I+D+i en Agroalimentaciéon. Componente 17 «Reforma institucional y
fortalecimiento de las capacidades del sistema nacional de ciencia, tecnologia e innovacién.
Plan de recuperacion, transformacion y resiliencia (PRTR)”. M.E. was acknowledged with
the grant within the framework of the “Programa Investigo” (Generalitat Valenciana,
Plan de Recuperacion, Transformacion y Resiliencia — financed by the European Union —
NextGenerationEU).
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Tolerant epitypes of elicited holm oak somatic embryos are
revealed by challenge in dual culture with Phytophthora
cinnamomi Rands
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The holm oaks (Quercus ilex L.) can suffer severe infection by the comycete Phytophthora
cinnamomi Rands. so it is necessary the production of tolerant plants to the infection. Somatic
embryogenesis can be considered an efficient alternative for the large-scale production of holm
oak trees. This technique produced embryos and plants with all the genetic potential of selected
trees but embryo formation is also a key period in the establishment of epigenetic memory.
In this assays, somatic embryogenic lines from three holm oak genotypes (Q8, EQ0, E2) were
elicited with either methyl jasmonate (MeJa), salicylic acid (SA), B-aminobutyric acid (BABA) or
benzothiadiazole (BTH) or 10% or 30% dilutions of a filtrate of P. cinnamomi (FILT10 and FILT30).
All elicitors were used at 50 pM or 100 uM, either over 3 days or 60 days.

The production and viability of embryos produced under all conditions was recorder. The short
elicitation application reduced the embryo production of E2 line, except those elicited with
MeJA. Long elicitation with BTH caused the complete necrosis of all genotypes. There was no
significate differences for 50 uM or 100 pM. The best conversion rate was obtained with long
elicitation SA, BABA and MeJA (Q8 conversion rates ranged from 31% BABA to 45% SA, E2
conversion rates ranged from 19% MeJa to 32% BABA and EOO conversion rates ranged from
0% SA to 11% BABA).

Some elicited embryos were exposed to P. cinnamomi mycelium in dual culture assays.
Differential mycelial growth (DGM, i.e., growth towards the embryo compared to growth away
from it) and the progression of necrosis (visual scale on days 0, 24 and 48 h after the mycelium
made contact with the tissue) were daily measured. Further dual culture assays were also
performed involving the roots of the germinated somatic embryos elicited via each treatment.
DGM values were lower compared to non-treated embryos (control) when the roots came from
elicited embryos (except for those subjected to long elicitation with MeJA and FILT30). Long
elicitation with BABA returned DGM results even lower than when the mycelium was grown in
the absence of root material. Short-term elicitation with SA and MeJA also notably reduced
DGM values compared to controls.

Significant differences were also seen in the progress of necrosis between elicitors at Oh
(p<0.001), 24h (p= 0.038) and 48h (p=0.003). Short elicitation with BABA, SA and FILT30
reduced the advance at 24 h compared to non-treated controls.

Within genotypes, significant differences were among the elicitation treatments but we proved
that some elicitors induced changes in the somatic embryos that persisted in their derived
roots. The 3-day BABA (50uM) and 60-day FILT10 treatments induced the greatest inhibition
both mycelium and necrosis in embryos and roots. This inhibition might be a defence response
maintained after embryo germination, thus increasing the likelihood of tolerance to infection.
Somatic embryogenesis could therefore be used to propagate trees and priming their somatic
embryos with immune memory.

Funding: EU, MINECO and IMIDRA (AGL2013-47400-C4-1-R) and AMORIM FLORESTAL
(Project CORK2WINE 2021-2023) funded this research.
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Ultimos avances en métodos alternativos de conservacién
durante el proceso de embriogénesis somatica en pino
radiata

Itziar A. Montalban', Ander Castander-Olarieta’, Paloma Moncalean’
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Email de contacto: imontalban@neiker.eus

La crioconservacion de tejidos embriogénicos es un requisito indispensable para mantener
la competencia de las lineas celulares embriogénicas y obtener plantas a partir de ellas afios
después. Este método de conservacion junto con la optimizacién de la embriogénesis somética
ha permitido la implementacién de la silvicultura multivarietal (Park 2002). Sin embargo, la
crioconservacién puede no ser una opcidn para pequefos grupos de investigacion o paises en
vias de desarrollo debido al coste del nitrégeno liquido. Por ello, hemos buscado alternativas
de conservacion en frio para las distintas etapas del proceso de embriogénesis somética en
Pinus radiata.

En este sentido, hemos demostrado que es posible almacenar conos verdes a 4°C hasta 4 meses
sin detrimento en las tasas de induccién de tejido embriogénico. A esta misma temperatura
hemos mantenido también embriones somaticos a 4°C en diferentes medios durante 3, 6y 9
meses, tras lo cual se ha completado con éxito el proceso de germinacién y aclimatacion ex
vitro.

Como alternativa a la crioconservacién de lineas celulares embriogénicas, hemos desarrollado
un protocolo para conservarlas a -80°C. Mediante esta técnica se han obtenido porcentajes
de regeneracién superiores al 60% en lineas celulares almacenadas 5 afios y se ha logrado
regenerar plantas a partir de lineas en -80°C durante 7 afios. Actualmente, estamos estudiando
la conservacién de embriones sométicos a -80°C combinando protocolos de embriogénesis
somatica y organogénesis para regenerar estos materiales y aumentar la eficiencia del proceso
de propagacién.

Referencias:
Park, Y.S. (2002) Ann For Sci 59:651-656

Agradecimientos: Este estudio es parte del proyecto de |+D+i / PID2020-112627RB-C3,
financiado/a por MCIN/ AEI/10.13039/501100011033/ ademas de haber sido realizado
gracias a BIOALI-CYTED (P117RT0522) y al proyecto MULTIFOREVER, apoyado por ERA-NET
Cofinanciado ForestValue por ANR (FR), FNR (DE), MINCyT (AR), MINECO-AEI (ES), MMM
(FI) y VINNOVA (SE). ForestValue ha recibido financiacién de la Unién Europea Programa de
Investigacién e Innovacion Horizonte 2020, subvencion no. 773324.
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Physiological responses of Ocimum basilicum callus culture
to titanium dioxide nanoparticles: Insights into growth,
antioxidant activity, and stress tolerance
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The rapid advances in nanotechnology have introduced engineered nanoparticles with
diverse biotechnological applications. However, concerns arise regarding the interaction
of nanoparticles with plants and their associated toxicity effects. Callus-based in vitro
studies provide a controlled and simple system, offering valuable insights into the effects
of nanoparticles on plant growth, development, and stress tolerance. This study focuses on
investigating the physiological responses of Ocimum basilicum in vitro callus culture to titanium
dioxide nanoparticles. The basil is well-known for its strong antioxidant properties.

Callus cultures of O. basilicum were treated with various concentrations of titanium dioxide
nanoparticles (TiO,), ranging from 5 to 200 mg L-1, enabling a comparison of dose-dependent
effects. Biomass (fresh and dry weight), total phenolic content (TPC), total flavonoid content
(TFC), and antioxidant activity were evaluated in the callus extracts.

The results revealed that TiO, nanoparticles improve callus cell growth at mid concentrations
(20-30 mg L") and increase TPC, TFC and antioxidant activity compared to control and low
concentrations (5-10 mg L"). From 40 mg L' onwards the biomass and antioxidant parameters
(TPC, TFC and AA) decreased steadily. These findings provide valuable insights into the effects
of TiO, nanoparticles on Ocimum basilicum callus culture, elucidating their dose-dependent
responses and shedding light on their potential impacts on plant stress tolerance.
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Obtencién de cibridos de mandarino
mediante fusién de protoplastos
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Una de las estrategias mas utilizadas para la mejora genética de mandarinos es la hibridacién
sexual. No obstante, la biologia reproductiva de los citricos es compleja debido a diferentes
particularidades como la incompatibilidad sexual, apomixis y esterilidad femenina y masculina
de algunos genotipos, lo que dificulta en gran medida la obtencién de nuevas variedades. Una
metodologia que permite superar esta problemética es la hibridacion soméatica mediante fusion
de protoplastos. Los cibridos son plantas que combinan el genoma nuclear de un parental con
el genoma mitocondrial y/o cloroplastico del otro, y se obtienen como un subproducto de los
trabajos de hibridacién somética. Este tipo de plantas pueden tener un potencial interés como
nuevas variedades ya que en los cibridos de citricos se han observado cambios en aspectos
relacionados con el contenido en acidos totales, azlcares, época de maduracién y reduccién
en el nimero de semillas (Guo et al 2013). Por ello, la obtencién de cibridos puede ser una
estrategia adecuada para mejorar las caracteristicas de determinadas variedades de interés.

En el presente trabajo se realizé la fusién de protoplastos aislados de callo embriogénico de
mandarino “Comun’ con protoplastos de meséfilo de hoja de mandarino "Nadorcott” y de un
hibrido de interés de mandarino "Wilking” (WK). La fusién eléctrica de los protoplastos se realizé
utilizando un voltaje de 20 V durante un tiempo de 30 segundos de corriente alterna, dos
pulsos de corriente continua a 180 V con una duracién de 35 ps y repetido dos veces en
cada ciclo. Las plantas regeneradas se analizaron mediante citometria de flujo y con ocho
marcadores nucleares de tipo microsatélite y con cuatro marcadores mitocondriales y cuatro
citoplasmaticos.

Se regeneraron un total de 17 plantulas diploides (2n=2x=18), de las cuales 16 presentaron
el genoma nuclear de ‘Nadorcott” y una del hibrido "WK’". No se observé polimorfismo en
los marcadores mitocondriales y c