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ENCUESTA SOBRE EMBRIOGENESISIN VITRO. NOVIEMBRE DE 2003
ENVIADA POR ANA CASTILLO
1 INTRODUCCION

11 Denominacién dd grupo de trabajo: Aplicacion de cultivos cdulares y desarrollo de
técnicas de biotecnologia para la mejora vegetd

1.2 Personas que lo condtituyen: Luis Cistué, M2 Rilar Valés, AnaM?2 Cadtillo, Maria
Mufioz, Mercedes Soriano, Begoiia Echavarri y Migud Sanz.

13 Inditucidn: Etacion Experimental de AulaDe (CSIC)

14 Poblacién: Zaragoza

15 ¢Edudia embriogéness somética, gamética o ambas?. ambas

16 Especies en las que ha obtenido embryogenesis: cebada (ambos tipos de
embriogénesis), trigo panadero y trigo duro (gamética)

17 ¢Estatratando de inducir embriogéness en otras especies?. No

18 Especiesen las que halogrado laregeneracion completa via embriogénesis: cebada,
trigo panadero y trigo duro

19 Caso de practicar con lamisma especie embryogenesis somédticay gamética, ¢ambos
sistemas embriogénicos son igudes, semejantes o diferentes? diferentes, en gamética
laembriogénesis es directa, en somética es indirecta. Intervienen diferentes genes (hay
genotipos que responden bien en gaméticay md en somética, y d contraraio)

1.10 ¢Queé fases dd proceso completo de regeneracion serian claramente diginguibles en
laespecie 0 especies con las que trabga? (9 hay diferencias entre especies,
indicarlas):

En embriogénesis gametica: induccion de lamicrospora (pretratamiento), divison,

embriogénesisy regeneracion

En embriogénesis somatica: induccion, mantenimiento de la capacidad embriogénica
(o multiplicacion) y regeneracion

2. PLANTA DONANTE DE EXPLANTOSINICIALES

2.1 ¢Enquétipo de explanto o explantos inicdes hainducido embriogénesis?. anteras,
microsporas y embriones inmaduros

22 S trabgja en androgénesis, ¢cultivamicrosporas aidadas? : en trigo §, en cebada
microsporas aidadas y anteras.

2.3 Describa como obtiene los explantos inicdes, especificando para cada tipo: Cultivo
de anteras 0 microsporas. Se cosechan espigas que contienen anteras en estado
uninucleado tardio. Lo ided es hacer tinciones con DAPI, 1o més practico encontrar
caracteres morfol 6gicos de la espiga que estén correlacionados con d estado de
desarrollo de lamicrospora (distancia de la hoja bandera'y la dltimahoja, color y
posicion de la parte superior de las anteras respecto alas glumasy texturade la
espiga)

Cultivo de embriones inmaduros: se cosechan las semillas que contienen embriones de
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4.7

12 a 14 dias después de la palinizacion (grano en estado de trangcion de lechoso a
pastoso y embrion que no ha empezado a acumular dmidon)

¢Efectliadgun tratamiento previo sobre la planta donante? : No

¢Tiene dicho tratamiento dgun efecto sobre lainduccion de embriogénesis?: ...

¢Qué factores rdativos a la planta donante tienen influencia sobre la embriogénesis? :
L as plantas deben estar bien regadas, abonadas y libres de enfermedades.
Congderamos que es fundamentd partir de plantas en buen estado fisologico.
Tenemos grandes variaciones entre diferentes grupos de plantas crecidas en las
camaras de crecimiento en las mismas condiciones, lo que dificulta enormemente la
experimentacion

¢Ha obtenido embriogénesis en explantos procedentes de plantas adultas? : S, en
cebada a partir de embriones maduros procedentes de samilla, pero actuamente no
los estamos utilizando

¢Qué factores rdativos d explanto inidd influyen sobre la capaci dad embriogénica?.
En ambas embriogénesis d estado de desarrollo.

INTRODUCCION EN CULTIVO

¢Aplicaesta posible fase o cultiva directamente sobre medio de induccidon?. Cultivo
directo sobre d medio.

¢A quétipo de preacondicionamiento somete a los explantosinidades?: .....

¢L.0 hace para resolver dgun problema especifico dd establecimiento del cultivo? :

cTiene este tratamiento dgunainfluencia sobre laembriogénesis? ...

INDUCCION

¢Somete d explanto inidd a dgun tipo de leson o disgregacion? : En embriones
inmaduros, se diminad ge dd embrion, cultivandose solamente € escutelo.
¢Aplicadgin stress de otro tipo? : En embriogénesis gamética utilizamos un
pretratamiento osmético y posteriormente se transfieren a medio de induccion. En
embriogénesis somatica, no.

¢Redizalainduccion en medio sdlido, en liguido o en ambostipos? : En gamética
hacemos d pretratamiento en medio sdlido y posteriormente se trandfieren a medio de
induccidn liquido para que comiencen las primeras divisones. En somética, sdlido
¢Esimportante laposicion dd explanto sobre d medio de cultivo? : En
embriogenésis somética la zona donde se encontraba d € e dd embridn debe de estar
en contacto con & medio.

¢Qué regulador o reguladores utiliza en esta fase? : En embriogénesis gamética
citoquininas 0 combinacion de auxinas y citoquinines en € medio de induccidn. En
embriogénesis somatica auxinas

¢Haestudiado d efecto dd pH o ddl cacio sobre lainduccion? : S, d efecto dd Ca
en d medio de pretratamiento de las anteras.

Ademés de lainfluendardativa ala plantadonante y d explanto inidd, ¢considera
agun otro factor importante sobre lainduccion, aparte del efecto de |os reguladores?
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: En anteras es imprescindible la gplicacion del pretratamiento osmético. Otro factor
muy importante es € genotipo.

48 ¢Haredizado estudios anatdmicoshistol égicog/histoquimicos 0 moleculares sobre la
trangcion de las cdulas sométicas d estado embriogénico? : No.

49 ¢Hadeerminado € origen uni o pluricdular de los embriones sométicos? : No

4.10 ¢Haredizado estudios sobre d control genético de la capacidad embriogénica? En
embriogéness gamética s, en somética no.

5. MANIFESTACION

51 ¢Hay que modificar las condiciones de induccion para lograr la manifestacion de
embriogénesis en laespecie/s con lasque trabgja? : S

52 ¢Qué modificaciones son esenciales? : condiciones de crecimiento de las plantas
madre, composicion dd medio de cultivo incluidos los reguladores de crecimiento,
pretratamiento de las anteras

53 Laaparicion de embriones ¢es directa o indirecta? : En embriogénesis gamética
directa, en sométicaindirecta

6. MULTIPLICACION

Embriogénesis somética

6.1 ¢Tiene dificultades con lamultiplicacion de las lineas embriogénicas? : S hay lineesen
las que resulta dificl mantener la capacidad embriogénica

62 Ensudgemade regeneracion, ¢Jamultiplicacion se produce por proliferacion de
calo embriogénico o por embriogénesis recurrente? : por proliferacion de cdlo
embriogénico

6.3 ¢Enquéfasedd desarrollo del embrion se produce laembriogéness secundaria? :

64 ¢Qué condiciones de cultivo son diferentes alas de lafase de manifestacion? :
ninguna

65 ¢Halogrado cultivos sincrénicos? No, en d mismo calo tenemos proembrionesy
embriones diferenciados.

66 ¢Empleadgin sstemade sdeccion y separacion de embriones? : No.

6.7 ¢Empleadgin sstemade cultivo en medio liquido (estacionarios con agitacion o
burbujeo, o inmersdn trangtoria) paralamultiplicadon? : No

68 ¢Haredizado estudios anatdmicoghistol gicos/histoquimicos sobre esta fase?
(origen uni o pluricdular de los embriones secundarios) : No

6.9 ¢Hace crioconservacion de lineas embriogénicas? No

7. DIFERENCIACION
7.1 ¢Qué tratamiento precisa aplicar paralograr la diferenciacion de los embriones hasta

d estado cotiledonar? : En somética, tenemos problemas de exceso de diferenciacion
en lafase de matenimiento ddl callo embriogénico.
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7.2 ¢Qué tratamiento precisa gplicar paralograr detener la embriogénesis recurrente? :
7.3 ¢Quétipo de anomdias observa en los embriones producidos, y cdmo las controla? :
Tenemos embriones Sn escutelo, Sn raiz 0 meristemo radicular poco desarrollado,
embriones con forma de embudo que no germinan 0 que producen solamente una

hoja, etc.
74 ¢)eresultafadl obtener embriones aidados? : En gamética s, en somética no.
75 ¢Obtiene resultados pogtivos con d ABA? : No lo hemos estudiado.

8. MADURACION

81 ¢Queé criterios gplica para determinar € grado de maduracion de sus embriones
sométicos/gaméticos? : Somaticos. laformay d color; gaméticos. € tamafio, laforma
y d color

8.2 ¢Observa maduracion espontanea en sus cultivos?;, En gamética, unas veces g, otras
no ¢Qué ladetermina? : Exigte un factor genético y muy probablemte otros factores
fisologicos que no nos hemos metido a estudiar

83 ¢Obtiene resultados pogtivos con d ABA? : no lo hemos estudiado pero estamos
interesados

84 ¢Hautilizado otros tratamientos como gplicacion de osméticos, regulacion del
metabolismo dd etileno, desecacion, deplecidn de nutrientes, frio u otros, para
favorecer lamaduracion? No, pero estamos interesados

85 Sus embriones sométicos/gaméticos, ¢son muy diferentes alos cigéticos? : Los
sométicos g, los gaméticos no

86 ¢Haredizado estudios sobre embriogénesis cigética a fin de comparar entre unos
embrionesy otros? : No.

8.7 ¢Exige dgun rasgo morfoldgico (tamafio, forma, color...) para discernir que
embriones estan maduros y aptos para germinar? : color, tamafio, forma.

88 ¢Digpone de marcadores histogquimicos 0 moleculares que definan a los embriones
maduros? : no

89 ¢En sudstemaembriogénico, ¢es dta o bajalatasa de obtencion de embriones
maduros en relacion a laproduccion tota de embriones? : En somética es baja, En
gamética. depende mucho del genctipo y de la especie.

9. GERMINACION Y PASO A TIERRA

9.1 ¢Hace samillas sintéticas? Actudmente no

92 ¢Aplicadgun tratamiento previo alagerminacion (verndizacion/ edratificacion)? :
No

9.3 ¢Los porcentges de germinacion son Smilares alos de samilla? : En lamayoriade
los casos son inferiores, aunque existe dependencia del genotipo.

94 ¢l eocurred problemade bloqueo del crecimiento de tdlo o raiz, 0 unagran
agncroniaentre ambos? : S en ocasiones, existe bloqueo de laraiz, otras veces del
talo, dependiendo de genctipo y de lacdidad dd embrion.

95 ¢Germinain vitro o efectlia germinacion directaex vitro? : invitro.
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96 Hay dgun requisito especifico en d medio de germinacion, 0 usamedio basa Sn
reguladores? : En somética se utilizad mismo medio basal sn reguladores, en
gamética de cebada introducimos una auxina

9.7 ¢Tiene experienciaen lautilizacion ddl &cido ascorbico como estimulante del
desarrollo de meristemo caulinar? : No

98 ¢Tienedificultades con laadimatacion? : No

99 ¢Queé factores considera que influyen mas sobre laadimatacion? : B vigor de la
planta

10. CONFORMACION DE LASPLANTAS PRODUCIDAS

10.1 ¢Cud es ladiferencials més apreciable/s con las plantas obtenidas de semilla? : En
somédtica, especidmente d aumentar € tiempo en cultivo in vitro tenemos dgunas
plantas de menor tamafio, con mayor o menor nimero de talos, y unretraso en la
floracion. En gamética normamente no tenemos diferencias apreciables, a excepcion
de las caracterigticas tipicas de las plantas haploides.

10.2 ¢Queé tipo de maformaciones se observan? :

10.3 ¢Revierten dichas maformaciones con d tiempo en cultivo? : Normamente d, en la
siguiente generacion.

10.4 ¢Han establecido ensayos comparativos en campo? . Si

105 ¢Han evaduado la estabilidad genética en las diferentes fases del proceso de
regeneracion por embriogénesis? : Es unade las cosas en las que estamos
interesados.

106 ¢Qué metodologia emplea para dicha evduacion? Citoldgicay molecular

10.7 S trabaja con embriogéness gamética, ¢que tratamiento aplica, y en qué fase de
cultivo, paralograr la duplicacion cromosdmica?; hemos aplicado colchicinaen
medio de induccion ¢se vé afectado su sistema de regeneracion por dicho
tratamiento? 5

1. CONCLUSION

11.1 ¢En cud de las especies con las que trabaja considera que su Sstema de regeneracion
por embriogénesis podria estar a nive de aplicacion preindustria?

Ninguno de elos

11.2 ¢Podria automatizarse dguno de sus pasos? :

11.3¢Qué aspecto considera mas importante o llamativo de su proceso de
regeneracion quele gustaria poner en comun para su anélisisy discusiéon por
los asistentes a la reunion sobre embriogénesis somatica? :

En ambas embriogénesis.

- lagran dependenciadd genctipo y de las condiciones fisoldgicas de las plantas
madre

- ¢cuanto hay de factores genéticos y cuanto de fisolégicos?

- Problemade abinismo en embriogénesis gamética

- Pretratamiento e induccidn de lamicrospora a la via esporofitica
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ENCUESTA SOBRE EMBRIOGENESISIN VITRO. NOVIEMBRE DE 2003
ENVIADA POR JUAN M. GONZALEZ TRIGUERO
12. INTRODUCCION

12.1 Denominacion dd grupo de trabgjo:

12.2 Personas que lo congtituyen: Juan M. Gonzdez, Nicolés Jouve, SiviaRubio, Alfredo
de Bustos

12.3 Inditucién: Dpto. Biologia Cdular y Genética. Universidad de Alcda

12.4 Poblacién: Alcdé de Henares (Madrid)

125 ¢Estudia embryogenesis somética, gamética o ambas? Gamética, en mucha menor
medida somética

126 Especies en las que ha obtenido embryogenesis: Triticale, Trigo, Cebada

127 ¢Estatratando de inducir embryogenesis en otras especies? No, aunque intenté hace
agunos afios en lino, an resultados.

12.8 Especies en las que halogrado laregeneracion completa viaembriogénesis: trigo
blando, trigo duro, triticale

129 Caso de practicar con lamisma especie embryogeness soméicay gamética, ¢ambos

12.10 ¢Qué fases dd proceso completo de regeneracion serian claramente
diginguibles en laespecie o0 especies con las que trabaja? (3 hay diferencias entre
especies, indicarlas): Induccidn de embriones gaméticos, Regeneracion; Proporcion
de plantas verdes obtenidas

13. PLANTA DONANTE DE EXPLANTOS INICIALES

13.1 ¢En qué tipo de explanto o explantos inicides hainducido embriogénesis?. Embriones
cigoticos inmaduros

132 S trabgja en androgénesis, ¢cultivamicrosporas aidadas? : Lo heintentado en
triticde pero sin éxito

13.3 Describa como obtiene los explantos inicides, especificando para cada tipo: En
androgénesis. a partir de espigas con microsporas en estado uninudear medio.

En embriogénesis somética, a partir de embriones inmaduros de 15 dias.

134 ¢FEfecttia dgun tratamiento previo sobre la planta donante? : En androgénesis,
pretratamiento de las epigas con frio (4°C) durante 15 dias en d caso de triticdey
durante 7 dias en € caso de trigo blando.

135 ¢Tiene dicho tratamiento aguin efecto sobre lainduccion de embriogénesis? : Se
incrementa notablemente € nimero de microsporas que desarrollan embriones
gaméticos.

136 ¢Qué factores relativos a la planta donante tienen influencia sobre la embriogénesis? :
Condiciones de cultivo dptimas, sobre todo ausencia de enfermedades, plages...

137 ¢Ha obtenido embriogénesis en explantos procedentes de plantas adultas? : no

138 ¢Queé factoresreativos d explanto inicid influyen sobre la capacidad embriogénica?.
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14. INTRODUCCION EN CULTIVO

142 ¢A qué tipo de preacondicionamiento somete a los explantosinicides?: .....
14.3 ¢L.o hace para resolver dgun problema especifico dd establecimiento del cultivo? :

144 ¢Tiene este tratamiento dgunainfluencia sobre laembriogénesis? : .....

15. INDUCCION

15.1 ;Somete d explanto inida a dgun tipo de leson o disgregacion? : ...

152 ¢Aplicadgun stress de otro tipo?: .....

15.3 ¢Redizalainduccion en medio solido, en liquido o en ambostipos? : sdlido

154 ¢Esimportante laposicion dd explanto sobre d medio de cultivo? : parad cultivo de
embriones cigdticos inmaduros, se cultivan con € escutelo haciaarriba

155 ¢Qué regulador o reguladores utilizaen estafase? : 2,4-D

156 ¢Haestudiado d efecto del pH o dd cdcio sobre lainduccidon? : No

157 Ademés de lainfluenciardativa a laplantadonante y d explanto inidd, ¢considera
agun otro factor importante sobre lainduccion, aparte del efecto de los reguladores?
: En androgénesi's, es importante d azlicar empleado, en generd da mejores
resultados lamatosa que la sacarosa.

158 ¢Haredizado estudios anatdmicog'histol gicos/histoquimicos o moleculares sobre la
trangcion de las cdulas sométicas d estado embriogénico? : No

159 ¢Hadeterminado d origen uni o pluricelular de los embriones sométicos? : .....

15.10 ¢Haredizado estudios sobre @ control genético de la capacidad
embriogénica? En androgénesis, hemos hecho un estudio sobre lainfluencia del
genctipo en larespuesta androgenética.

16. MANIFESTACION

16.1 ¢Hay que modificar las condiciones de induccidn para lograr la manifestacion de
embriogénesis en laespecie/s con lasque trabga? : .....

16.2 ¢Qué modificaciones son esencides?: .....

16.3 Laaparicion de embriones ¢es directao indirecta? : .....

17. MULTIPLICACION

17.1 ¢Tiene dificultades con lamultiplicacion de las lineas embriogénicas? : ...

17.2 En su sistema de regeneracion, ¢Ja multiplicacion se produce por proliferacion de
cdlo embriogénico o por embriogénesis recurrente? : En androgénesis, la
regeneracion es directaa partir del embrion gameéticoo embrioide), pero a veces hay
una proliferacion previa de un calo més o menos amorfo.
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17.3 ¢En quéfase dd desarrollo del embrion se produce la embriogénesis secundaria? :

174 ¢Qué condiciones de cultivo son diferentes alas de lafase de manifestacion? . ...

175 ¢Halogrado cultivos sincronicos?. En un estudio del desarrollo de las microsporas,
hemos podido observar que tienen una gran asincronia.

176 ¢Empleadgin sstemade sdeccion y separacion de embriones? : ...

17.7 ¢Emplea dgun sstema de cultivo en medio liquido (estacionarios con agitacion o
burbujeo, o inmersdn trandtoria) paralamultiplicacion?: .....

17.8 ¢Haredizado estudios anatdmicos/histol dgicos/histoquimicos sobre esta fase?
(origen uni o pluricdular de los embriones secundarios) : .....

17.9 ¢Hace crioconservacion de lineas embriogénicas? No

18. DIFERENCIACION

18.1 ¢Queé tratamiento precisa aplicar paralograr la diferenciacion de los embriones hasta
d estado cotiledonar? : .....
182 ¢Qué tratamiento precisa aplicar para lograr detener la embriogénesis recurrente? :

184 ¢ eresultafadl obtener embrionesaidados?: .....
185 ¢Obtiene resultados postivoscon € ABA? . .....

19. MADURACION

19.1 ¢Qué criterios aplica para determinar € grado de maduracion de sus embriones
sométicos/gaméticos? : en androgénesis, d tamafio y laforma Muchos tienen un
aspecto globular y a veces en formade torpedo.

19.2 ¢Observa maduracion espontanea en sus cultivos?, ¢Qué ladetermina? : .....

19.3 ¢Obtiene resultados postivoscon € ABA?: .....

19.4 ¢Hautilizado otros tratamientos como aplicacion de osméticos, regulacion de
metabolismo dd etileno, desecacion, deplecion de nutrientes, frio u otros, para
favorecer lamaduracion? No

195 Sus embriones somaticos/gameéticos, ¢son muy diferentes alos cigéticos? : Los
gaméticos, son mas pequefios y con formas dgo aberrantes.

196 ¢Haredizado estudios sobre embriogénesis cigotica a fin de comparar entre unos
embrionesy otros?: .....

19.7 ¢Exigte dgun rasgo morfolégico (tamafio, forma, color...) para discernir que
embriones estan maduros y aptos paragermina? : .....

19.8 ¢Dispone de marcadores hisoquimicos o moleculares que definan a los embriones
maduros?: .....

19.9 ¢En su sistema embriogénico, ¢es dta o bajalatasa de obtencion de embriones
maduros en reacion ala produccion total de embriones?: ...
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20. GERMINACION Y PASO A TIERRA

20.1 (Hace samillas snté&icas? No

202 ¢Aplicadgun tratamiento previo alagerminacion (verndizacion/ estretificacion)? :
No

20.3 ¢L0s porcentgjes de germinacion son Smilares alos de semilla? : En androgénesis,
son porcentgjes baj os, aunque dependientes del genotipo

204 ¢Leocurre d problemade blogqueo dd crecimiento de talo o raiz, 0 unagran
asncroniaentre ambos? : S,

205 ¢Germinain vitro o efectlia germinacion directaex vitro? : Invitro

20.6 Hay dgun requisito especifico en d medio de germinacion, o usamedio basa sn
reguladores? : Mgor sn reguladores.

20.7 ¢Tiene experienciaen lautilizacion ddl &cido ascorbico como estimulante del
desarrollo de meristemo caulinar? : No

208 ¢Tiene dificultades con laadimatacion? : S

209 ¢Queé factores considera que influyen mas sobre laadimatacion?: ......

21. CONFORMACION DE LASPLANTAS PRODUCIDAS

21.1 ¢Cud es ladiferencials mas gpreciable/s con las plantas obtenidas de samilla? : ......

21.2 ¢(Qué tipo de maformaciones se observan? : En androgénesis, gran cantidad de
plantas abinas.

21.3 ¢Revierten dichas maformaciones con d tiempo en cultivo? : ......

21.4 ¢Han establecido ensayos comparativos en campo? :

215 ¢Han evauado la estabilidad genética en las diferentes fases del proceso de
regeneracion por embriogéness? . ......

216 ¢Qué metodologia emplea para dicha evauacion?

21.7 S trabagja con embriogénesis gamética, ¢qué tratamiento aplica, y en que fase dd
cultivo, para lograr laduplicacion cromosdmica?; ¢se ve afectado su Ssemade
regeneracion por dicho tratamiento? Redizo laduplicacion en planutlas de 3-4 hojas
mediante inmersdn de las raices en una solucion de colchicina: Actudmente estoy
esperando |os resultados de un tratamiento con colchicina en lafase de induccion de
embriones gaméticos y de germinacion de los mismos.

22. CONCLUSION

22.1 ¢En cud de las especies con las que trabaja considera que su sSistema de regeneracion
por embriogéness podria estar a nived de aplicacion preindudtrid? : ......

22.2 ¢Podria automatizarse dguno de sus pasos?: ......

22.3¢Qué aspecto considera mas importante o llamativo de su proceso de
regeneracion que le gustaria poner en comuin para su analisisy discusion por
los asistentes a la reunidn sobre embriogénesis somatica? :

Cultivo de microspor as aisladas, Duplicacidn cromosdmica. Protocolo eficaz
deinduccion de embriogénesis somatica en cer eales a partir de distintos
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explantes (embrionesinmaduros, embriones maduros etc).
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ENCUESTA SOBRE EMBRIOGENESISIN VITRO. NOVIEMBRE DE 2003
ENVIADA POR M2 ANGELES BUENO
23. INTRODUCCION

23.1 Denominacion del grupo de trabgjo: Lab. de Cultivo de Tgjidos dd CIFOR-INIA

23.2 Personas que lo condtituyen: Dra M2 Angeles Bueno, Dra M2 Jes(is Prado, Lda
Bestriz Pintos.

23.3 Inditucion: INIA.

234 Poblacion: Madrid.

235 ¢Estudia embriogenesis somética, gamética o ambas? Ambas

236 Especies en las que ha obtenido embriogeness: Q.suber L. Q.canariensisL

237 ¢Estatratando de inducir embriogenesis en otras especies?.

238 Especies en las que halogrado laregeneracion completa viaembriogénesis Q.suber
L. Q.canariensis L

239 Caso de practicar con lamisma especie embriogeness sométicay gamética, ¢ambos
S stemas embriogénicos son iguaes, semejantes o diferentes?. Diferentes.

1.10¢Qué fases dd proceso completo de regeneracion serian claramente diginguibles en

laespecie 0 especies con las que trabga? (3 hay diferencias entre especies, indicarlas):

Induccidn, proliferacion, maduracion, germinacion.

24. PLANTA DONANTE DE EXPLANTOS INICIALES

24.1 ¢En qué tipo de explanto o explantos inicides ha inducido embriogénesis? Embrion
cigdtico inmaduro y anteras.

242 S trabagja en androgénesis, ¢cultivamicrosporas aidadas? : ...

24.3 Describa como obtiene los explantos inicides, especificando para cada tipo:
Directamente del arbol.(Bellotainmaduray amentos)

24.4 ¢Efectta dgun tratamiento previo sobre la planta donante? : No.

245 ¢Tiene dicho tratamiento dgun efecto sobre lainduccion de embriogénesis? : ...

246 ¢Qué factores rdaivos a la planta donante tienen influencia sobre la embriogénesis? :
H estado de desarrollo ddl explanto inidd.

24.7 ¢Ha obtenido embriogénesis en explantos procedentes de plantas adultas? : S se et
considerando que se toman directamente de plantas adultas los explantos, la
respuestaes S.

24.8 ¢Qué factores rdaivos d explanto inidd influyen sobre la capacidad embriogénica?.
B estado de desarrallo.

25. INTRODUCCION EN CULTIVO

25.1 ¢Aplica esta posible fase o cultiva directamente sobre medio de induccion?.
Directamente sobre & medio de cultivo.

252 ¢A quétipo de preacondicionamiento somete a los explantos inicides? : Ninguno.

25.3 ¢L.0 hace para resolver dgin problema especifico del establecimiento ddl cultivo? :
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254 ¢Tiene este tratamiento dgunainfluendia sobre laembriogénesis?: .....

26. INDUCCION

26.1 ¢Somete d explanto inidd a dgun tipo de lesidn o disgregacion? : No.

26.2 ¢Aplicadgin stress de otro tipo? : Estrés de temperatura en laembriogénesis
gamética

26.3 ¢Redizalainduccion en medio sdlido, en liquido o0 en ambos tipos? : Se puede hacer
en ambos.

264 ¢Esimportante laposicion del explanto sobre € medio de cultivo? : No.

265 ¢Qué regulador o reguladores utilizaen estafase?: 2,4 D.

266 ¢Haestudiado d efecto ddl pH o dd cacio sobre lainduccidn?: .....

26.7 Ademés de lainfluendardativa alaplanta donante y d explanto inidd, ¢considera
agun otro factor importante sobre lainduccion, aparte del efecto de |os reguladores?
:No.

26.8 ¢Haredizado estudios anatdmicos’histol égicos/histoquimicos 0 moleculares sobre la
trangcion de las cdulas sométicas d estado embriogénico? :Cdularesy
ultraestructurales en colaboracion con la Dra Risuefio. Moleculares en nuestro L ab.

269 ¢Hadeterminado d origen uni o pluricdular de los embriones sométicos? :

4.10¢Ha redizado estudios sobre € control genético de la capacidad embriogénica?.

27. MANIFESTACION

27.1 ¢Hay que modificar las condiciones de induccion para lograr la manifestacion de
embriogénesis en laespeciels con las que trabgja? : .S.

27.2 ¢Qué modificaciones son esencides? : Eiminar d 2,4D.

27.3 Lagparicion de embriones ¢es directa o indirecta? : Directa.

28. MULTIPLICACION

28.1 ¢Tiene dificultades con lamultiplicacion de las liness embriogénicas? : No.

282 En su sgtema de regeneracion, ¢Ja multiplicacion se produce por proliferacion de
cdlo embriogénico o por embriogénesis recurrente? : La embriogénesis recurrente.

283 ¢En quéfase dd desarrollo del embrion se produce la embriogéness secundaria? :
Enlafaseiniad.

284 ¢Qué condiciones de cultivo son diferentes a las de lafase de manifestacion? : Afiadir
a medio base, glutamina

285 ¢Halogrado cultivas sincronicos? S en las primeras fases

286 ¢Empleadgin sstemade sdeccion y separacion de embriones?: ...

287 ¢Empleadgin sstemade cultivo en medio liquido (estacionarios con agitacion o
burbujeo, o inmersdn trandtoria) paralamultiplicacion?: .....

288 ¢Ha redizado estudios anatdmicos/histol 6gi cos/histoquimicos sobre esta fase?
(origen uni o pluricdular de los embriones secundarios) : .....
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28.9 ¢Hace crioconservacion de lineas embriogénicas?

20. DIFERENCIACION

29.1 ¢Qué tratamiento precisa aplicar paralograr la diferenciacion de los embriones hasta
€ estado cotiledonar? : Varios.

29.2 ¢Qué tratamiento precisa aplicar para lograr detener la embriogénesis recurrente? :

29.3 ¢Qué tipo de anomaias observa en los embriones producidos, y como las controla? :
1 solo cotileddn, cotiledones muy pequefios, embriones fusionados, e embrionario
negro en d punto de insercidn.

204 ¢)ereaultafédl obtener embriones aidados? : Si..

295 ¢Obtiene resultados positivos con d ABA? : No muchos.

30. MADURACION

30.1 ¢Queé criterios gplica para determinar € grado de maduracion de sus embriones
somaéticos/gaméticos? : Tamafio, peso y color.

30.2 ¢Observa maduracion esponténea en sus cultivos?;, S ¢Qué ladetermina?: .....

30.3 ¢Obtiene resultados pogtivos con d ABA?: No

304 ¢Ha utilizado otros tratamientos como agplicacion de osméticos, regulacion del
metabolismo dd etileno, desecacion, deplecion de nutrientes, frio u otros, para
favorecer lamaduracion?. S d frio.

30.5 Sus embriones somaticos/gaméticos, ¢son muy diferentes alos cigéticos? :
Parecidos.

306 ¢Haredizado estudios sobre embriogénesis cigética a fin de comparar entre unos
embrionesy otros? : S.

30.7 ¢EXiste dgun rasgo morfol égico (tamafio, forma, color...) para discernir que
embriones estan maduros y aptos para germinar? : S, los anteriores.

30.8 ¢Digpone de marcadores hisoquimicos o moleculares que definan a los embriones
maduros?: .....

30.9 ¢En su Sstema embriogénico, ¢es dta o baja latasa de obtencidn de embriones
maduros en relacion ala produccion total de embriones? : Mediana.

31. GERMINACION Y PASO A TIERRA

311 ¢Hace samillas sintéticas?. Actudmente no.

312 ¢Aplicadgin tratamiento previo alagerminacion (verndizacion/ edtraificacion)? : S,
verndizacion.

313 ¢Los porcentges de germinacion son Smilares a los de semilla? : Se gproximan

314 ¢Leocurre d problemade bloqueo dd crecimiento de tdlo o raiz, o unagran
asncronia entre ambos? :Si..

3L5 ¢Germinain vitro o efectlia germinacion directaex vitro? : In vitro.

316 Hay dgun requisito especifico en d medio de germinacion, o usamedio basal Sn
reguladores? : S, medio basal con reguladores.
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1

3L7 ¢Tiene experienciaen la utilizacon ddl &cido ascorbico como esimulante del
desarrollo del merigemo caulina?: ......

318 ¢Tienedificultades con laadimaacion? : Si.

319 ¢Que factores considera que influyen més sobre laaclimatacion? : Hemos constatado
unagran limitacion con nuestro invernadero, porque d mismo materid llevado d
invernadero de Tragsa en Maceda funciona con unos buenaos rendimientos.

32. CONFORMACION DE LASPLANTAS PRODUCIDAS

10.1 ¢Cud esladiferencials més apreciable/s con las plantas obtenidas de samilla? :

Ninguna

10.2.¢Qué tipo de maformaciones se observan? : No hemos observado.

10.3¢Revierten dichas maformaciones con € tiempo en cultivo?: ......

10.4¢Han establecido ensayos comparativos en campo? : Se esta planificando con

Tragsa

105 ¢Han evaluado la estabilidad genética en las diferentes fases dd proceso de
regeneracion por embriogéness? . ......

106 ¢Qué metodologia emplea para dicha evduacion?

10.7 S trabaja con embriogéness gamética, ¢qué tratamiento aplica, y en qué fase dd
cultivo, paralograr la duplicacién cromosdmica?; Varios tratamientos aplicadosen d
inido de lafase dd cultivo. También existe duplicacion espontanea. ¢se vé afectado
U Sstema de regeneracion por dicho tratamiento? Si.

CONCLUSION

115 ¢En cud de las especies con las que trabaja considera que su Sistema de regeneracion
por embriogénesis podria estar a nive de aplicacion preindudtrid? : En Q.suber L, se
esta llevando a cabo latransferencia de tecnologia con d Proyecto P4 ded MCYT.

11.6 ¢Podria autometi zarse dguno de sus pasos? : Si.

11.7 ¢Qué aspecto considera mas importante o llamativo de su proceso de
regeneracion quele gustaria poner en comun para su anélisisy discusién por
los asistentes a la reunion sobre embriogénesis somatica? : ......


http://www.visagesoft.com/easypdf/

Easy PDF Copyright © 1998,2004 Visage Software
This document was created with FREE version of Easy PDF.Please visit http://www.visagesoft.com for more details

17

ENCUESTA SOBRE EMBRIOGENESISIN VITRO. NOVIEMBRE DE 2003
ENVIADA POR CARMINA GISBERT DOMENECH
3. INTRODUCCION

33.1 Denominacion del grupo de trabajo: APLICACION DE TECNICAS DE CULTIVOIN VITRO
PARA LA MEJORA GENETICA DE HORTICOLAS

33.2 Personas que |o condtituyen: CARMINA GISBERT DOMENECH

33.3 Inditucion: CENTRO PARA LA CONSERVACION Y MEJORA DE LA AGRODIVERSIDAD
VALENCIANA. UNIVERSIDAD POLITECNICA DEVALENCIA.

334 Poblacion: VALENCIA

335 ¢Edtudia embryogenesis somética, gameética 0 ambas?. ambas

336 Especies en las que ha obtenido embryogeness. .Lycopersicon penndllii

3.7 ¢Estatratando de inducir embryogenesis en otras especies? .Si, en C. annuumy
Solanum muricatum.

338 Especies en las que halogrado laregeneracion completa viaembriogénesis: L.
pennéllii.

339 Caso de practicar con lamigma especie embryogenesis sométicay gamética, ¢ambos
sSistemas embriogénicos son igudes, semejantes o diferentes?: -

33.10 ¢Qué fases dd proceso completo de regeneracion serian claramente
diginguibles en laespecie o0 especies con las que trabaja? (3 hay diferencias entre
especies, indicarlas): .-

3. PLANTA DONANTE DE EXPLANTOS INICIALES

34.1 ¢En qué tipo de explanto o explantos inicides hainducido embriogéness?.

34.2 S trabgja en androgeness, ¢cultivamicrosporas aidadas? : ...

34.3 Describa como obtiene los explantos inicides, especificando para cada tipo:

3.4 ¢Efecttia dgun tratamiento previo sobre laplantadonante? : .....

345 ¢Tienedicho tratamiento dgun efecto sobre lainduccidn de embriogénesis?: .....

34.6 ¢Qué factores relativos a la planta donante tienen influencia sobre la embriogénesis? :
34.7 ¢Haobtenido embriogéness en explantos procedentes de plantas adultas? : .....

4.8 ¢Qué factoresrelativos d explanto inicd influyen sobre la capacidad embriogénica?.

35.2 ¢A quétipo de preacondicionamiento somete a los explantosinidades?: .....
35.3 ¢L.0 hace para resolver dgin problema especifico del establecimiento ddl cultivo? :

354 ¢Tiene este tratamiento dgunainfluencia sobre laembriogéness?: ...
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3. INDUCCION

36.1 ¢Somete d explanto inidd aaguntipo de lesdn o disgregacion? : ...

36.2 ¢Aplicadgin stress de otro tipo?: .....

36.3 ¢Redizalainduccion en medio sdlido, en liquido 0 en ambos tipos?: .....

364 ¢Esimportante laposicion ddl explanto sobre € medio de cultivo?: .....

365 ¢Qué regulador o reguladores utilizaen estafase? : .....

366 ¢Haestudiado d efecto ddl pH o dd cacio sobre lainduccidn?: .....

36.7 Ademés de lainfluendardaiva alaplanta donante y d explanto inidd, ¢considera
agun otro factor importante sobre lainduccion, aparte del efecto de |os reguladores?

transcion de las cdulas sométicas d estado embriogénico? : .....
369 ¢Hadeterminado d origen uni o pluricdular de los embriones sométicos? : .....
36.10 ¢Haredlizado estudios sobre € control genético de la capacidad
embriogénica? .....

37. MANIFESTACION

37.1 ¢Hay que modificar |las condiciones de induccion para lograr la manifestacion de
embriogénesis en laespecie/s con lasque trabgja?: .....

37.2 ¢Qué modificaciones son esencides?: .....

37.3 Lagparicion de embriones ¢es directa o indirecta?: .....

38. MULTIPLICACION

338.1 ¢Tiene dificultades con la multiplicacion de las lineas embriogénicas? . ...

38.2 En su dstemade regeneracion, ¢Ja multiplicacion se produce por proliferacion de
cdlo embriogénico o por embriogénesis recurrente? : .....

383 ¢En quéfase dd desarrollo del embrion se produce la embriogénesis secundaria? :

384 ¢Qué condiciones de cultivo son diferentes alas de lafase de manifestacion? . ...

385 ¢Halogrado cultivos sncrénicos?

386 ¢Empleadgin sstemade sleccion y separacion de embriones?: .....

38.7 ¢Empleadguin sstemade cultivo en medio liquido (estacionarios con agitacion o
burbujeo, o inmersdn trandtoria) paralamultiplicacion?: ...

388 ¢Haredizado estudios anatdémicos’histol gicos/histoquimicos sobre esta fase?
(origen uni o pluricdular de los embriones secundarios) : .....

38.9 ¢Hace crioconsarvacion de lineas embriogénicas?

39. DIFERENCIACION
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39.1 ¢Qué tratamiento precisa aplicar paralograr la diferenciacion de los embriones hasta
d estado cotiledonar?: .....
39.2 ¢Queé tratamiento precisa aplicar paralograr detener la embriogénesis recurrente? :

304 ¢l eresultaféal obtener embriones aidados? : .....
395 ¢Obtiene resultados pogtivoscon d ABA? . ...

40. MADURACION

40.1 ¢Queé criterios gplica para determinar € grado de maduracion de sus embriones
soméaticos/gameéticos? : .....

40.2 ¢Observa maduracion espontanea en sus cultivos?; ¢Qué ladetermina? : ...

403 ¢Obtiene resultados pogitivoscon d ABA? . .....

404 ¢Ha utilizado otros tratamientos como aplicacion de osméticos, regulacion del
metabolismo dd etileno, desecacion, deplecion de nutrientes, frio u otros, para
favorecer lamaduracion?

405 Sus embriones sométicos/gameticos, ¢son muy diferentesalos cigéticos? : .....

406 ¢Haredizado estudios sobre embriogénesis cigética a fin de comparar entre unos
embrionesy otros?: .....

40.7 ¢Exigte dguin rasgo morfoldgico (tamafio, forma, color...) para discernir que
embriones estan madurosy aptos para germinar? . .....

408 ¢Pigpone de marcadores hisoquimicos o moleculares que definan a los embriones
maduros?: .....

40.9 ¢En su Sstema embriogénico, ¢es dta o baja latasa de obtencion de embriones
maduros en reacion a la produccidn tota de embriones? : ...

41. GERMINACION Y PASO A TIERRA

41.1 ¢Hace samillas Sintéticas?

41.2 ¢Aplicadgun tratamiento previo alagerminacion (verndizacion/ edtratificacion)? :

413 ¢L.0s porcentgjes de germinacion son Smilaresalosde samilla?: ...

414 ¢eocurre d problema de bloqueo dd crecimiento de tdlo o raiz, 0 unagran
asncroniaentreambos?: ......

415 ¢Germinain vitro o efecta germinacion directaex vitro?: ......

41.6 Hay agun requisito especifico en d medio de germinacion, o usamedio basa sSn
reguladores?: ......

417 ¢Tiene experienciaen la utilizacion de &cido ascorbico como esimulante del
desarrollo del meristemo caulinar?: ......

41.8 ¢Tiene dificultades con laadimatacion? : ......

419 ¢Qué factores considera que influyen més sobre la aclimatacion? : ...


http://www.visagesoft.com/easypdf/

Easy PDF Copyright © 1998,2004 Visage Software
This document was created with FREE version of Easy PDF.Please visit http://www.visagesoft.com for more details

20

42. CONFORMACION DE LASPLANTAS PRODUCIDAS

421 ¢Cud es ladiferencials més apreciable/s con las plantas obtenidas de semilla? : ......

422 ;Qué tipo de maformaciones se observan?: ......

42.3 ¢Revierten dichas maformaciones con € tiempo en cultivo? . ......

42.4 Han establecido ensayos comparativos en campo? . ......

425 ¢Han evauado |la estabilidad genética en las diferentes fases del proceso de
regeneracion por embriogénesis? . ......

426 ¢Qué metodologia emplea para dicha evduacion?

42.7 S trabaja con embriogénesis gamética, ¢qué tratamiento aplica, y en qué fase del
cultivo, para lograr la duplicacion cromosdmica?; ¢se ve afectado su Ssemade
regeneracion por dicho tratamiento?

43. CONCLUSION

431 ¢En cud de las especies con las que trabaja considera que su sistema de regeneracion
por embriogéness podria estar a nivd de aplicacion preindudtrid? : ......

43.2 ¢Podria automatizarse dguno de sus pasos?: ......

43.3¢Qué aspecto considera mas importante o llamativo de su proceso de
regeneracion que le gustaria poner en comuan para su analisisy discusion por
los asistentes ala reunion sobre embriogénesis somética? : ......


http://www.visagesoft.com/easypdf/

Easy PDF Copyright © 1998,2004 Visage Software
This document was created with FREE version of Easy PDF.Please visit http:/Aww.visagesoft.com for more details

21

ENCUESTA SOBRE EMBRIOGENESISIN VITRO. NOVIEMBRE DE 2003
ENVIADA POR MERCEDES DABAUZA
44. INTRODUCCION

44.1 Denominacion del grupo de trabgo: ...... Viticulturay Enologia dd Departamento de

Especies Lefiosas
44.2 Personas que o condituyen: ...... 10
44.3 Inditucion: ...... Ingtituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y

Alimentario (IMIDA)
44.4 Poblacion: ...... Murcia

445 ¢Estudiaembryogeness somdtica, gaméticao ambas? ..... ambas

44.6 Especies en las que ha obtenido embryogeness. ..... Vitisvinifera

44.7 ¢Edatratando de inducir embryogenesis en otras especies?. ..... no

44.8 Especies en las que halogrado la regeneracion completa viaembriogéness ... vid.

44.9 Caso de practicar con lamisma especie embryogenesis sométicay gametica, ¢ambos
sistemas embriogénicos son igudes, semgantes o diferentes?. ..... estamos
estudiandolo todavia

44.10 ¢Qué fases dd proceso completo de regeneracion serian claramente
diginguibles en laespecie o0 especies con las que trabaja? (3 hay diferencias entre
especies, indicarlas): ..... 1)abtencion de calo embriogénico, 2)diferenciacion de
embriones'y 3)eongacion y desarrollo de los embriones

45. PLANTA DONANTE DE EXPLANTOS INICIALES

451 ¢En qué tipo de explanto o explantos inicides hainducido embriogénesis?. anteras,
hojas

452 S trabgja en androgénes's, ¢cultivamicrosporas aidadas? : ..... no

453 Describa cdmo obtiene los explantos inicides, especificando para cada tipo: anteras
de floresinmaduras y hojas de plantulas in vitro

454 ¢FEfectliadgin tratamiento previo sobre la planta donante?: ..... no

455 ¢Tiene dicho tratamiento dgun efecto sobre lainduccion de embriogénesis?: .....

456 ¢Qué factores reaivos a la planta donante tienen influencia sobre la embriogéness? :

457 ¢Ha obtenido embriogéness en explantos procedentes de plantas adultas?: ..... no
se haestudiado

458 ¢Qué factores rdaivos d explanto inidd influyen sobre la capacidad embriogénica?.
..... d estado de maduracion de las anteras

46. INTRODUCCION EN CULTIVO

directamente sobre medio de induccion
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462 ¢A quétipo de preacondicionamiento somete a los explantosinicaes?: .....
46.3 ¢.0 hace pararesolver dgin problema especifico del establecimiento del cultivo? :

464 ¢Tiene este tratamiento dgunainfluencia sobre laembriogénesis?: .....

47. INDUCCION

47.1 ;Somete d explanto inicid a dgin tipo de leson o disgregacion? : .....no

472 ¢Aplicadgin stress de otro tipo?: ..... no

473 ¢Redizalainduccion en medio solido, en liquido o en ambostipos?: .....sdlido

474 ¢Esimportante laposicion del explanto sobre d medio de cultivo?: .....no

475 ¢Qué regulador o reguladores utilizaen estafase?: ..... 2,4-D y BA

476 ¢Haestudiado d efecto del pH o del cacio sobre lainduccion?: .....no

47.7 Ademas de lainfluendardativa a laplantadonante y d explanto inidd, ¢considera
agun otro factor importante sobre lainduccion, aparte del efecto de |os reguladores?
;... NO

478 ¢Haredizado estudios anatdmicoshistol égicos/histoquimicos 0 moleculares sobre la
trangcidn de las clulas sométicas d estado embriogénico?: ..... no

479 ¢Hadeterminado d origen uni o pluricdlular de los embriones sométicos? : .....no

47.10 ¢Haredlizado estudios sobre € control genético de la capacidad
embriogénica? ..... no

48. MANIFESTACION

481 ¢Hay que modificar las condiciones de induccion para lograr lamanifestacion de
embriogénesis en laespecie/s con lasquetrabgja?: ..... §

482 ¢Qué modificaciones son esenciades? : ..... diminadon de los reguladores de
crecimiento

483 Laagparicion de embriones ¢es directao indirecta? : ..... indirecta, a partir de calo

49. MULTIPLICACION

49.1 ¢ Tiene dificultades con lamultiplicacion de las liness embriogénicas? . ..... 9

49.2 En su sstemade regeneracion, ¢Jamultiplicacion se produce por proliferacion de
calo embriogénico o por embriogénesis recurrente? . ..... ambas

49.3 ¢En qué fase dd desarrollo del embridn se produce la embriogénesis secundaria? :
..... en embriones cotiledonarios

49.4 ¢Queé condiciones de cultivo son diferentes a las de lafase de manifestacion? : ...
fotoperiodo en vez de cultivo en oscuridad

495 ¢Halogrado cultivos Sincronicos? no

496 ¢Empleadgin sstema de sdleccidn y separacion de embriones?: ... s

49.7 ¢Empleadgin sstema de cultivo en medio liquido (estacionarios con agitacion o
burbujeo, o inmersdn trangtoria) paralamultiplicadon?: ..... no

498 ¢Haredizado estudios anatdmicos/histol dgicog'histoquimicos sobre esta fase?
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(origen uni o pluricdular de los embriones secundarios) : ..... No
49.9 ¢Hace crioconservacion de liness embriogénicas? no

50. DIFERENCIACION

50.1 ¢Queé tratamiento precisa aplicar paralograr la diferenciacion de los embriones hasta
€ estado cotiledonar? : ..... cultivo en medio Sn reguladores

50.2 ¢Qué tratamiento precisa aplicar para lograr detener la embriogénesis recurrente? :
..... no lo hemos estudiado

50.3 ¢Qué tipo de anomdias observa en los embriones producidos, y como las controla? :
..... embriones con cotiledones fusionados, con un solo cotiledon, multicotiledonarios,
con doble raiz. No las controlamos

504 ¢Leresultafédl obtener embrionesaidados?: ..... 9

505 ¢Obtiene resultados positivos con d ABA?: ..... no lo hemos estudiado

51. MADURACION

51.1 ¢QUE criterios aplica para determinar € grado de maduracion de sus embriones
soméaticos'gaméticos? : ...

51.2 ¢Observa maduracion espontanea en sus cultivos?; ¢Qué ladeterming? : ..... no

51.3 ¢Obtiene resultados positivos con d ABA? : ..... no lo hemos estudiado

514 ¢Ha utilizado otros tratamientos como gplicacion de osméticos, regulacion del
metabolismo dd etileno, desecacion, deplecion de nutrientes, frio u otros, para
favorecer lamaduracion? no

515 Sus embriones soméaticos/gaméticos, ¢son muy diferentes alos cigoticos? : ..... los
embriones sométicos normales son igudes a los zigdticos

516 ¢Haredizado estudios sobre embriogéness cigética a fin de comparar entre unos
embrionesy otros?: ..... no

51.7 ¢EXiste dgun rasgo morfol dgico (tamafio, forma, color...) para discernir que
embriones estan maduros y aptos para germinar? : ..... tamafio y forma

51.8 ¢Digpone de marcadores histogquimicos 0 moleculares que definan a los embriones
maduros?: .....no

51.9 ¢En su Sstema embriogénico, ¢es dta o baja latasa de obtencidn de embriones
maduros en relacion ala produccion total de embriones?: ..... media

52. GERMINACION Y PASO A TIERRA

52.1 ¢Hace samiillas sintéticas? no
52.2 ¢Aplicadgun tratamiento previo alagerminacion (verndizacion/ edtratificacion)? :

52.3 ¢L0s porcentgjes de germinacion son smilaresalos de semilla? : ...... no lo hemos
estudiado

524 ¢]e ocurre d problemade bloqueo del crecimiento de tdlo o raiz, 0 unagran
agncroniaentre ambos?: ...... N0
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525 ¢Germinain vitro o efectlia germinecion directaex vitro?: ...... invitro

526 Hay dgun requisito especifico en d medio de germinacion, o usamedio basa sn
reguladores? : ...... medio basa

527 ¢Tiene experienciaen lautilizacion ddl &cido ascorbico como estimulante del
desarrollo del merislemo caulinar?: ......no

52.8 ¢Tiene dificultades con laadimatacion? : ...... no

529 ¢Queé factores considera que influyen mas sobre laaclimatacion? : ...... d tamafio de
laplantay € mantenimiento de lahumedad

53. CONFORMACION DE LASPLANTAS PRODUCIDAS

53.1 ¢Cud es ladiferencials més apreciable/s con las plantas obtenidas de semille? : ......
estamos estudiandolo

53.2 ¢Qué tipo de maformaciones se observan? . ......

53.3 ¢Revierten dichas maformaciones con € tiempo en cultivo?: ......

534 ¢Han establecido ensayos comparativos en campo? . ...... No
53.5 ¢Han evauado la estabilidad genética en las diferentes fases del proceso de
regeneracion por embriogénesis?:: ...... NO

536 ¢Qué metodologia emplea para dicha evauacion?

53.7 S trabagja con embriogénesis gamética, ¢qué tratamiento aplica, y en qué fase dd
cultivo, para lograr la duplicacion cromosdmica?; ¢se ve afectado su Ssemade
regeneracion por dicho tratamiento?

54, CONCLUSION

54.1 ¢En cud de las especies con las que trabaja considera que su sSistema de regeneracion
por embriogéness podria estar a nived de aplicacion preindudtrid? : ......

54.2 ¢Podria automatizarse dguno de sus pasos?: ......

54.3 ¢Queé aspecto considera més importante o llametivo de su proceso de regeneracion
gue le gugtaria poner en comin para su andissy discusion por losasigentes ala
reunion sobre embriogénesis somética? : ......

B mayor problema lo tenemos en laembriogénesis a partir de hojas de plantulas in vitro,

ya que obtenemos embriones con radicula pero no desarrollan |os cotiledones, se quedan

como un glomérulo compacto.
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ENCUESTA SOBRE EMBRIOGENESISIN VITRO. NOVIEMBRE DE 2003
ENVIADA POR MARILUZ GONZALEZ
55. INTRODUCCION

55.1 Denominacion del grupo de trabajo: Conservacion de floraamenazada.......
55.2 Personas que lo condtituyen: 5.......

55.3 Inditucion: ..Universidad de Santiago....

55.4 Poblacion: ....Santiago de Compostela. ..

555 ¢Estudia embryogenesis somética, gameética o ambas?. ..Somédtica...

55.6 Especies en las que ha obtenido embryogenesis: Vid, Centaurea, Chelidonium,
Raphanus, .....

55.7 ¢Estatratando de inducir embryogenesis en otras especies? S ...

55.8 Especies en las que halogrado laregeneracion completa viaembriogénesis: Vid,
Centauresg, y todas las nombradas antes.....

559 Caso de practicar con lamisma especie embryogenesis somdicay gametica, ¢ambos

55.10 ¢Qué fases dd proceso completo de regeneracion serian claramente
disginguibles en la especie o0 especies con las que trabgja? (9 hay diferencias entre
especies, indicarlas): .....

56. PLANTA DONANTE DE EXPLANTOS INICIALES

56.1 ¢EN qué tipo de explanto o explantos inicides hainducido embriogénesis?. hoja,
cotiledones,

56.2 S trabaja en androgénesis, ¢cultivamicrogporas adadas? . ...

56.3 Describa como obtiene los explantos inicides, especificando para cada tipo:
Ederilizando lasuperficie dd explanto por métodos convencionaes

56.4 ¢Efecttia dgun tratamiento previo sobre la planta donante? : Cultivo en condiciones
idéness....

56.5 ¢Tiene dicho tratamiento agun efecto sobre lainduccion de embriogénesis? : ...

56.6 ¢Qué factores relativos a la planta donante tienen influencia sobre la embriogénesis? :

57.2 ¢A quétipo de preacondicionamiento somete a los explantosinidades?: .....
57.3 ¢L.0 hace para resolver dgin problema especifico del establecimiento ddl cultivo? :
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574 ¢Tiene este tratamiento dgunainfluendia sobre laembriogénesis?: .....

58. INDUCCION

58.1 ¢Somete d explanto inidd aaguntipo de lesdn o disgregacion? : ...

58.2 ¢Aplicadgin stress de otro tipo?: .....

58.3 ¢Redizalainduccion en medio solido, en liquido o en ambos tipos? : .Sdlido....

584 ¢Esimportante laposicion ddl explanto sobre € medio de cultivo?: .S....

585 ¢Qué regulador o reguladores utilizaen estafase? : .2,4-D, BA, TDZ....

586 ¢Haestudiado d efecto del pH o dd calcio sobre lainduccidon? : No.....

58.7 Ademés de lainfluendardaiva a laplanta donante y d explanto inidd, ¢considera
agun otro factor importante sobre lainduccion, aparte del efecto de |os reguladores?
laluz/oscuridad.....

588 ¢Haredizado estudios anatdmicoshistol dgicos/histoquimicos 0 moleculares sobre la
trangcidn de las clulas sométicas d estado embriogénico? : ..

589 ¢Hadeterminado d origen uni o pluricdular de los embriones sométicos? : .....

58.10 ¢Haredlizado estudios sobre € control genético de la capacidad

50. MANIFESTACION

59.1 ¢Hay que modificar |las condiciones de induccion para lograr la manifestacion de
embriogénesis en laespecie/s con lasquetrabga?: Si.....

59.2 ¢Qué modificaciones son esenciales? : ..paso a medio basal sn reguladores...

50.3 La gparicion de embriones ¢es directa o indirecta? : .ambos casos....

60. MULTIPLICACION

60.1 ¢ Tiene dificultades con la multiplicacion de las liness embriogénicas?: .....

60.2 En su dstema de regeneracion, ¢Ja multiplicacion se produce por proliferacion de
cdlo embriogénico o por embriogénesis recurrente? : ...

60.3 ¢En quéfase dd desarrollo del embrion se produce la embriogéness secundaria? :

604 ¢Qué condiciones de cultivo son diferentes alas de lafase de manifestacion? . ...

605 ¢Halogrado cultivos sncrénicos?

60.6 ¢Empleadgin sstemade seleccion y separacion de embriones?: .....

60.7 ¢Emplea dgin sstemade cultivo en medio liquido (estacionarios con agitacion o
burbujeo, o inmersgdn trandtoria) paralamultiplicacion?: ...

60.8 ¢Haredizado estudios anatdmicos’histol gicos/histoquimicos sobre esta fase?
(origen uni o pluricdular de los embriones secundarios) : .....

60.9 ¢Hace crioconservacion de lineas embriogénicas?
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61. DIFERENCIACION

611 ¢Qué tratamiento precisa aplicar paralograr la diferenciacion de los embriones hasta
d estado cotiledonar?: .....
612 ¢Qué tratamiento precisa aplicar paralograr detener la embriogénesis recurrente? :

614 ¢| e resultaféadl obtener embrionesaidados?: .....
615 ¢Obtiene resultados postivoscon d ABA? . .....

62. MADURACION

62.1 ¢QUE criterios aplica para determinar € grado de maduracion de sus embriones
soméaticos/gameéticos? : .....

62.2 ¢Observa maduracion espontanea en sus cultives?; (Qué ladetermina? : ...

62.3 ¢Obtiene resultados positivoscon d ABA? . .....

624 ¢Hautilizado otros tratamientos como gplicacion de osméticos, regulacion del
metabolismo dd etileno, desecacion, deplecidn de nutrientes, frio u otros, para
favorecer lamaduracion?

625 Sus embriones sométicos/gameticos, ¢son muy diferentesalos cigéticos? : .....

62.6 ¢Haredizado estudios sobre embriogénesis cigética a fin de comparar entre unos
embrionesy otros?: .....

62.7 ¢EXite dgun rasgo morfolégico (tamafio, forma, color...) para discernir que
embriones estan madurosy aptos para germinar?: .....

62.8 ¢Digpone de marcadores hisoquimicos o moleculares que definan a los embriones
maduros?: .....

62.9 ¢EN su Stema embriogénico, ¢es ata o baja latasa de obtencion de embriones
maduros en reacion ala produccion total de embriones?: ...

63. GERMINACION Y PASO A TIERRA

63.1 ¢Hace samillas Sintéticas?

63.2 ¢Aplicadgun tratamiento previo alagerminacion (verndizacion/ edtratificacion)? :

63.3 ¢L0s porcentgjes de germinacion son Smilaresalosde samilla?: ......

634 ¢Leocurre d problemade bloqueo del crecimiento de tdlo o raiz, 0 unagran
asncroniaentreambos?: ......

635 ¢Germinain vitro o efectla germinacion directaex vitro? : ......

63.6 Hay adgun requisito especifico en d medio de germinacion, o usamedio basa sSn
reguladores?: ......

63.7 ¢Tiene experienciaen lautilizacion ddl &cido ascorbico como estimulante del
desarrollo del merigemo caulinar?: ......

638 ¢Tienedificultades con laadimatacion?: ......

639 ¢Queé factores considera que influyen mas sobre laadimatacion?: ......
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64. CONFORMACION DE LASPLANTAS PRODUCIDAS

64.1 ¢Cud es ladiferencials mas gpreciable/s con las plantas obtenidas de samilla? : ......

64.2 ¢Qué tipo de maformaciones se observan?: ......

64.3 ¢Revierten dichas maformaciones con € tiempo en cultivo?: ......

64.4 ¢Han establecido ensayos comparativos en campo? . ......

64.5 ¢Han evauado la estabilidad genética en las diferentes fases del proceso de
regeneracion por embriogéness? . ......

64.6 ¢Qué metodologia emplea para dicha evauacion?

64.7 S trabagja con embriogénesis gamética, ¢qué tratamiento aplica, y en qué fase dd
cultivo, para lograr la duplicacion cromosdmica?; ¢se ve afectado su Ssemade
regeneracion por dicho tratamiento?

65. CONCLUSION

65.1 ¢En cud de las especies con las que trabaja considera que su sistema de regeneracion
por embriogénesis podriaestar a nive de aplicacion preindugtrid? : ......

65.2 ¢Podria automatizarse dguno de sus pasos? . ......

65.3¢Qué aspecto considera mas importante o llamativo de su proceso de
regeneracion que le gustaria poner en comuan para su analisisy discusion por
los asistentes a la reunion sobre embriogénesis somética? : ......
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ENCUESTA SOBRE EMBRIOGENESISIN VITRO. NOVIEMBRE DE 2003
ENVIADA POR OSCAR OLIVARES
66. INTRODUCCION

66.1 Denominacion del grupo de trabgjo: Protoplastos de Citricos
66.2 Personas que lo congtituyen: Oscar Olivares

66.3 Indtitucion: IVIA.

66.4 Poblacion: Moncada, Vdencia

66.5 ¢Estudia embryogenesis somética, gamética o ambas?. ambas

66.6 Egpecies en las que ha obtenido embryogenesis: Citrus, Microcitrus, Fortundla,
Glycoamis

66.7 ¢Estatratando de inducir embryogenesis en otras especies?. no

66.8 Especies en las que halogrado laregeneracion completa viaembriogénesis: Citrus,
Microcitrus, Fortundla, Glycosmis

66.9 Caso de practicar con lamisma especie embryogenesis somdicay gametica, ¢ambos
sistemas embriogénicos son igudes, semejantes o diferentes?. semegantes

66.10 ¢Qué fases dd proceso completo de regeneracion serian claramente
disginguibles en la especie o0 especies con las que trabgja? (9 hay diferencias entre
especies, indicarlas): .....

67. PLANTA DONANTE DE EXPLANTOS INICIALES

67.1 ¢En qué tipo de explanto o explantos inicides hainducido embriogéness?.
protoplastos, calos embriogéncios, anteras, dvulos

67.2 S trabgja en androgénesis, ¢cultivamicrosporas aidadas? : no

67.3 Describa como obtiene los explantos iniddes, especificando para cada tipo: los
protoplastos a partir de calo embriogénico, los calos a partir de évulos

67.4 ¢Efectlia dgun tratamiento previo sobre la planta donante? no

675 ¢Tienedicho tratamiento dgun efecto sobre lainduccidn de embriogénesis?: .....

67.6 ¢Qué factores rdativos a la planta donante tienen influencia sobre la embriogénesis?.
la época de recoleccidn de Gvulos y anteras es determinante del resultado posterior

67.7 ¢Haobtenido embriogénesis en explantos procedentes de plantas adultas? : yo no lo
he intentado, pero € grupo de Transformacidn Genética de Leandro Pefiad.

67.8 ¢Queé factores rativos d explanto inidd influyen sobre la capacidad embriogénica?.
edad y época dd afio

68. INTRODUCCION EN CULTIVO

68.1 ¢Aplicaesta posible fase o cultiva directamente sobre medio de induccion?. no la
golico..

68.2 ¢A quétipo de preacondicionamiento somete a los explantosinicdes? :

68.3 ¢L.0 hace para resolver dgin problema especifico del establecimiento ddl cultivo? :
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684 ¢Tiene este tratamiento dgunainfluendia sobre laembriogénesis?: .....

69. INDUCCION

69.1 ¢Somete d explanto inidd aagun tipo de lesdn o disgregacion? : s

69.2 ¢Aplicadgin stress de otro tipo?: d

69.3 ¢Redizalainduccion en medio sdlido, en liquido o en ambos tipos? : sdlido

69.4 ¢Esimportante laposicion ddl explanto sobre d medio de cultivo? : en mi caso no lo
creo

69.5 ¢Qué regulador o reguladores utilizaen esta fase? : fuentes de carbono

69.6 ¢Haestudiado d efecto dd pH o del cacio sobre lainduccion? : no

69.7 Ademés de lainfluencareativaa laplantadonante y d explanto inidd, ¢considera
agun otro factor importante sobre lainduccion, aparte del efecto de los reguladores?
- apesar de tratarse de materid in vitro, laépoca de afio influye en la capacidad
embriogénica de cdlosy calos derivados de protoplastos.

69.8 ¢Haredizado estudios anatdmicos’histol égicos/histoquimicos 0 moleculares sobre la
trangcidn de las clulas sométicas d estado embriogénico? : no.

69.9 ¢Ha determinado € origen uni o pluricdlular de los embriones sométicos? : no, pero
parece claro que d origen es unicdular en los citricos

69.10 ¢Haredizado estudios sobre @ control genético de la capacidad
embriogénica? no

70. MANIFESTACION

70.1 ¢Hay que modificar las condiciones de induccion paralograr lamanifestacion de
embriogénesis en laespeciels con las que trabgja? : no

70.2 ¢Qué modificaciones son esenciaes?: ...

70.3 Laaparicion de embriones ¢es directa o indirecta? : ambas

7. MULTIPLICACION

711 ¢Tiene dificultades con lamultiplicacion de las lineas embriogénicas? : no

71.2 En su sgtema de regeneracion, ¢Ja multiplicacion se produce por proliferacion de
cdlo embriogénico o por embriogénesis recurrente? : ambas

713 ¢En quéfase dd desarrollo del embrion se produce la embriogéness secundaria? :
induso en fase globular

714 ¢Qué condiciones de cultivo son diferentes alas de lafase de manifestacion? :
ninguna

715 ¢Halogrado cultivos sncronicos? No 1o hemosintentado

716 ¢Empleadgin sstemade sdeccion y separacion de embriones? : Unicamente lalupa

717 ¢Empleadgin sstemade cultivo en medio liquido (estacionarios con agitacion o
burbujeo, o inmersdn trandtoria) para lamultiplicacion? : d, medio liquido en
agitacion continua

718 ¢Haredizado estudios anatdémicos’histol gicos/histoquimicos sobre esta fase?
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(origen uni o pluricdular de los embriones secundarios) : no
71.9 ¢Hace crioconservacion de lineas embriogénicas? S, y de embriones

72. DIFERENCIACION

72.1 ¢Qué tratamiento precisa aplicar paralograr la diferenciacion de los embriones hasta
d estado cotiledonar? : d desarrollo de |os embriones de citricos puede ser
estandar sin nungln cambio en las condiciones de cultivo o totalmente irregular

72.2 ¢Qué tratamiento precisa aplicar para lograr detener la embriogénesis recurrente? :
no lo hacemos

72.3 ¢Queé tipo de anomdias observa en los embriones producidos, y cdmo las controla? :
desarrollo a pseudobulbi y embriones maformados. Empleamos en microinjerto para
obtener plantas completas.

724 ¢l eresultafédl obtener embriones aidados? : S

725 ¢Obtiene resultados positivos con d ABA? : no o empleamos

73. MADURACION

73.1 ¢QUE criterios gplica para determinar € grado de maduracion de sus embriones
sométicos/gaméticos? : tamafio

73.2 ¢Observa maduracion espontanea en sus cultivos?; ¢Qué ladetermina? : no

73.3 ¢Obtiene resultados positivos con d ABA? : no o empleamos

734 ¢Hautilizado otros tratamientos como gplicacion de osméticos, regulacion del
metabolismo de etileno, desecacion, deplecidn de nutrientes, frio u otros, para
favorecer lamaduracion? Hemaos empleado membranas sobre € medio de cultivo

735 Sus embriones sométicos/gaméticos, ¢son muy diferentes alos cigéticos? : g, los
Zigoticos Sguen un patrén de desarrollo més normad habitud mente

73.6 ¢Ha redlizado estudios sobre embriogénesis cigética a fin de comparar entre unos
embrionesy otros? : no.

73.7 ¢EXigte dgun rasgo morfolégico (tamafio, forma, color...) para discernir que
embriones estan maduros y aptos paragermina? : s

738 ¢Dispone de marcadores histoquimicos o moleculares que definan a los embriones
maduros? : no.

73.9 ¢En su dtema embriogénico, ¢es dta o baja latasa de obtencion de embriones
maduros en relacion ala produccidn tota de embriones? : dta

74. GERMINACION Y PASO A TIERRA

74.1 (Hace samillas Snté&icas? no

742 ¢Aplicadgun tratamiento previo alagerminacion (verndizacion/ edtretificacion)? : no

74.3 ¢]_0s porcentgjes de germinacion son Smilaresalosde samilla?: ...

744 ¢)_e ocurre d problemade blogqueo dd crecimiento de tdlo o raiz, 0 unagran
asncroniaentre ambos? : ......

745 ¢Germinain vitro o efectlia germinacion directaex vitro? : invitro.
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74.6 Hay adgun requisito especifico en d medio de germinacion, o usamedio basa sSn
reguladores? : medio basal Sn reguladroes

74.7 ¢ Tiene experiencia en la utilizacion de &cido ascorbico como estimulante del
desarrollo del meristemo caulinar? : no.

74.8 ¢Tiene dificultades con laadimatacion? : no

749 ¢Qué factores considera que influyen mas sobre laadimatacion? : mantenimiento de
lahumedad en los primeros dias, y laprogresividad

75. CONFORMACION DE LASPLANTAS PRODUCIDAS

75.1 ¢Cud es ladiferencials més apreciable/s con las plantas obtenidas de samilla? :
velocidad inicd de crecimiento

75.2 ¢Qué tipo de maformaciones se observan? : anived de planta ninguna

75.3 ¢Revierten dichas maformaciones con € tiempo en cultivo?: ......

75.4 ¢Han establecido ensayos comparativos en campo? : g, con plantas procedentes de
cdlos crioconservados via embriogénesis somética

75.5 ¢Han evaluado la estabilidad genética en las diferentes fases del proceso de
regeneracion por embriogénesis? : no en todas, pero S en los resultados findes

756 ¢Qué metodologia emplea para dicha evduacion? Andiss con microsatdlites,
marcadores de zonas hipervaridblesy AFLPs

75.7 S trabagja con embriogénesis gamética, ¢qué tratamiento aplica, y en qué fase dd
cultivo, para lograr la duplicacion cromosdmica?; ¢se ve afectado su Ssemade
regeneracion por dicho tratamiento? La duplicacion es espontanea. Las lineas no son
muy estables genéticamente

76. CONCLUSION

76.1 ¢EN cud de las especies con las que trabagja considera que su sistema de regeneracion
por embriogéness podria estar a nive de aplicacion preindustriad? No vamaos en esa
direccion.

76.2 ¢Podria automatizarse dguno de sus pasos? : .

¢Qué aspecto considera mas importante o llamativo de su proceso de regeneracion
gue le gustaria poner en comun para su analisisy discusion por los asistentesala
reunion sobre embriogénesis somatica? : Para nosotros laembriogéness sométicay
gamética son Unicamente vias para regenerar 1os genotipos de interés. Un aspecto importante
y que estamos estudiando recientemente es d empleo de membranas para regudrizar la
germinacion de los embriones sométicos (Referencia NORMALIZING SWEET ORANGE
(C. SINENSIS (L.) OSBECK) SOMATIC EMBRY OGENESISWITH
SEMI-PERMEABLE MEMBRANES

RANDALL P. NIEDZ*, SCOTT E. HYNDMAN, ELDRIDGE T. WY NN, AND
MICHAEL G. BAUSHER

InVitro Cel. Dev. Bid.-Plant 38:552-557, November—December 2002)
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ENCUESTA SOBRE EMBRIOGENESISIN VITRO. NOVIEMBRE DE 2003
ENVIADA POR RICARDO ORDAS

77. INTRODUCCION

77.1 Denominacion del grupo de trabajo: Biotecnologia Vegetd

http://web.uniovi.eslvicinves/unidades/grupos nv/DptoBiol Organismos/BiotecV egeta/

77.2 Personas que lo condtituyen: 6
77.3 Inditucion: Universdad de Oviedo
77.4 Poblacion: Oviedo

775 ¢Estudia embriogénes's somética, gameticao ambas? NO

77.6 ESpecies en las que ha obtenido embriogéness. Humulus lupulus (I0pulo)

77.7 ¢Estatratando de inducir embriogénesis en otras especies?. NO

77.8 Especies en las que halogrado laregeneracion completa via embriogénesis Ninguna

779 Caso de practicar con lamisma especie embriogéness sométicay gamética, ¢ambos
sistemas embriogénicos son igudes, semejantes o diferentes? ...

77.10 ¢Qué fases dd proceso completo de regeneracion serian claramente
diginguibles en laespecie o0 especies con las que trabaja? (3 hay diferencias entre
especies, indicarlas): Aun no las tenemos claramente identificadas, como mucho hasta
torpedo, y hay muchas anormadidades. (Ver adjunto).

78. PLANTA DONANTE DE EXPLANTOS INICIALES

78.1 ¢En qué tipo de explanto o explantos inicdes hainducido embriogénesis?. Hojas y
etipulas.

782 S trabaja en androgénesis, ¢cultivamicrosporas aidadas? . ...

78.3 Describa como obtiene los explantos inicdes, especificando para cada tipo: A partir
de hojas del primer nodo de plantas de invernadero recién brotadas y obtenidas de
rizoma (¢Estado fisolégico?). Asepsia con Igia

784 ¢Efectlia dgun tratamiento previo sobre la planta donante? : NO

785 ¢Tiene dicho tratamiento agun efecto sobre lainduccion de embriogénesis? . ...

786 ¢Qué factores relativos a la planta donante tienen influencia sobre la embriogénesis? :
Hemos observado cierta correlacion con d cultivar (genotipo).

78.7 ¢Ha obtenido embriogénesis en explantos procedentes de plantas adultas? : Sl, S
consideramos que son cultivares que se propagan vegetativamente. Son plantas cuya
parte aérea muere cada afio y rebrota a partir de rizomas (hemicriptdfito).

788 ¢Queé factores rlativos d explanto inidd influyen sobre la capacidad embriogénica?.
?

79. INTRODUCCION EN CULTIVO

79.1 ¢Aplica esta posible fase o cultiva directamente sobre medio de induccion®?.


http://web.uniovi.es/vicinves/unidades/gruposInv/DptoBiolOrganismos/BiotecVegetal/main.htm
http://web.uniovi.es/vicinves/unidades/gruposInv/DptoBiolOrganismos/BiotecVegetal/main.htm
http://web.uniovi.es/vicinves/unidades/gruposInv/DptoBiolOrganismos/BiotecVegetal/main.htm
http://web.uniovi.es/vicinves/unidades/gruposInv/DptoBiolOrganismos/BiotecVegetal/main.htm
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Preacondicionamos en medio libre de hormonas durante una semana. Protocolo de
Alcornogue (tuyo).

79.2 ¢A quétipo de preacondicionamiento somete a los explantosinicaes? : Y2 de
Macros de Gamborg y resto de MS, 1% sacarosa.

79.3 ¢L.0 hace para resolver dgin problema especifico del establecimiento ddl cultivo? :
Para limpiar contaminados.

794 ¢Tiene este tratamiento dgunainfluenciasobre laembriogénesis? : No lo hemos
estudiado.

80. INDUCCION

80.1 ¢Somete d explanto inicid a dgun tipo de lesdn o disgregacion? : Hemos redizado
cortes transversales en |0s nervios centrales, pero no tenemos materia suficiente para
redizar una estadistica respecto alos no lesionados.

80.2 ¢Aplicadguin stress de otro tipo? : NO

80.3 ¢Redizalainduccidn en medio sdlido, en liquido o en ambos tipos? : Medio solido.

804 ¢Esimportante laposicion dd explanto sobre € medio de cultivo? : Siempre
colacamos |la cara adaxia en contacto con d medio.

805 ¢Qué regulador o reguladores utilizaen estafase? : NAA y BA.

80.6 ¢Haestudiado d efecto del pH o dd calcio sobre lainduccidon? : NO

80.7 Ademés de lainfluendardaiva a laplanta donante y d explanto inidd, ¢considera
agun otro factor importante sobre lainduccion, aparte del efecto de los reguladores?
: genotipo y estado de desarrollo y en menor medida la composicion ddl medio.

80.8 ¢Haredizado estudios anatdmicos’histol dgicos/histoquimicos 0 moleculares sobre la
trangcion de las cdulas sométicas d estado embriogénico? : NO

809 ¢Hadeterminado d origen uni o pluricdular de los embriones soméaticos? : NO

80.10 ¢Haredizado estudios sobre @ control genético de la capacidad
embriogénica? NO.

81. MANIFESTACION

811 ¢Hay que modificar las condiciones de induccion para lograr la manifesacion de
embriogénesis en la especiel/s con las que trabgja? : NO. Observamosya
embriogénesis en & mismo medio de induccion, previamente alatransferenciad
medio de manifestacion.

812 ¢Qué modificaciones son esenciaes? : ¢7?

813 Lagparicion de embriones ¢es directa o indirecta? : Entres cultivareses directaen d
cuarto observamos laformacion de calo pero no hemos determinado S d origen de
los embriones es directo o indirecto.

82. MULTIPLICACION

82.1 ¢Tiene dificultades con lamultiplicacion de las lineas embriogénicas? : Sl
82.2 En su dgtema de regeneracion, ¢Ja multiplicacion se produce por proliferacion de
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cdlo embriogénico o por embriogénesis recurrente? : No |o sabemos.

82.3 ¢En quéfase del desarrollo dd embrion se produce laembriogénesis secundaria? :

824 ¢Qué condiciones de cultivo son diferentes a las de lafase de manifestacion? :
Ninguna.

825 ¢Halogrado cultivos sincrénicos? no

826 ¢Empleadgin sstemade sdeccion y separacion de embriones? : no

82.7 ¢Emplea dgin sstemade cultivo en medio liquido (estacionarios con agitacion o
burbujeo, 0 inmergén tranditoria) para lamultiplicacion? : no

82.8 ¢Haredizado estudios anatdmicos’histol gicos/histoquimicos sobre esta fase?
(origen uni o pluricdular de los embriones secundarios) : Estamos en dlo. ..

82.9 ¢Hace crioconsarvacion de lineas embriogénicas? NO

83. DIFERENCIACION

83.1 ¢Qué tratamiento precisa aplicar paralograr la diferenciacion de los embriones hasta
€ estado cotiledonar? : Estamos probando aumentar € osmatico (sacarosa) y la
concentracion de agar, y también ABA y STS, desecacién en generd (cinta de pintor
y colocar papel de filtro entre los embriones y d medio), pero aun no tenemos
resultados postivos.

83.2 ¢Qué tratamiento precisa gplicar para lograr detener la embriogénesis recurrente? ¢?

83.3 ¢Queé tipo de anomdias observa en los embriones producidos, y cdmo las controla?
‘n (Ver adjunto).

834 ¢ eresultafédl obtener embriones aidados? : Sl

835 ¢Obtiene resultados positivos con d ABA?:NO

84. MADURACION (Aun no hemos conseguido pasar de laanterior fase)

84.1 ¢Que criterios gplica para determinar € grado de maduracion de sus embriones
soméaticos'gaméticos? : .....

84.2 ¢Observa maduracion espontanea en sus cultivos?; ¢Qué ladetermina? : ...

84.3 ¢Obtiene resultados pogtivoscon d ABA? . .....

84.4 ¢Ha utilizado otros tratamientos como gplicacion de osmaticos, regulacion del
metabolismo dd etileno, desecacion, deplecion de nutrientes, frio u otros, para
favorecer lamaduracion?

84.5 Sus embriones somaticos/gameticos, ¢son muy diferentesalos cigéticos? : ...

84.6 ¢Ha redizado estudios sobre embriogénesis cigética a fin de comparar entre unos
embrionesy otros?: .....

84.7 ¢EXigte dgun rasgo morfol 6gico (tamafio, forma, color...) para discernir que
embriones estan maduros y aptos paragermina? : .....

84.8 ¢Dispone de marcadores histogquimicos 0 moleculares que definan a los embriones
maduros?: .....

84.9 ¢En su dstema embriogénico, ¢es dta o baja latasa de obtencion de embriones
maduros en relacion a la produccidn tota de embriones? : ...
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85. GERMINACION Y PASO A TIERRA

85.1 ¢Hace samillas Sintéticas?

85.2 ¢Aplicadgun tratamiento previo alagerminacion (verndizacion/ edtratificacion)? :

85.3 ¢L0s porcentgjes de germinacion son Smilaresalosde samilla?: ......

854 ¢Leocurre d problemade blogqueo dd crecimiento de tdlo o raiz, 0 unagran
asncroniaentre ambos? : ......

855 ¢Germinain vitro o efectlia germinecion directaex vitro?: ......

85.6 Hay dgun requisito especifico en d medio de germinacion, o usamedio basa sn
reguladores?: ......

85.7 ¢Tiene experienciaen lautilizacion ddl &cido ascorbico como estimulante del
desarrollo del meristemo caulinar?: ......

858 ¢Tienedificultades con laadimatacion?: ......

859 ¢Queé factores considera que influyen mas sobre laadimatacion?: ......

86. CONFORMACION DE LASPLANTAS PRODUCIDAS

86.1 ¢Cua es ladiferencials mas gpreciable/s con las plantas obtenidas de semilla? : ......

86.2 ¢Qué tipo de maformaciones se observan? : ......

86.3 ¢Revierten dichas maformaciones con € tiempo en cultivo?: ......

86.4 ¢Han establecido ensayos comparativos en campo? : ......

86.5 ¢Han evauado la estabilidad genética en las diferentes fases del proceso de
regeneracion por embriogénesis? : ......

86.6 ¢Qué metodologia emplea para dicha evduacion?

86.7 S trabgja con embriogénesis gamética, ¢que tratamiento aplica, y en qué fase de
cultivo, paralograr la duplicacion cromosomica?; ¢se vé afectado su sstemade
regeneracion por dicho tratamiento?

87. CONCLUSION

87.1 ¢En cud de las especies con las que trabagja considera que su sistema de regeneracion
por embriogénesis podria estar a nived de aplicacion preindugtrid? : ......

87.2 ¢Podria automatizarse dguno de sus pasos? : ......

87.3¢Qué aspecto considera mas importante o llamativo de su proceso de
regeneracion quele gustaria poner en comun para su anélisisy discusiéon por
los asistentes a la reunion sobre embriogénesis somatica? :
MULTIPLICACION Y MADURACION.
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ENCUESTA SOBRE EMBRIOGENESISIN VITRO. NOVIEMBRE DE 2003
ENVIADA POR FERNANDO PLIEGO
83. INTRODUCCION

83.1 Denominacion del grupo de trabajo: Regeneracion y transformacion genética de
frutdes (aguacate y olivo)

88.2 Personas que lo condtituyen: Fernando Pliego Alfaro, Carolina Sanchez Romero,
Aracdi Barcd 6 Mufioz, José Angd Mercado Carmona, Bdén Marquez Martin,
Catdina Chaparro Pulido y Gema Pérez Barranco

83.3 Inditucion: C.I.F.A. Churriana. (Cortijo de la Cruz §/n. 29140 Churriana— Mdaga).
Universdad de Mdaga. (Departamento de Biologia Vegetd. Facultad de Ciencias.
Campus de Tesetinos §/n. 29071 Mdaga)

834 Poblacion: Mdaga

835 ¢Estudia embryogenesis somética, gamética o ambas?. Somética

88,6 Especies en las que ha obtenido embryogenesis Aguacate y olivo

83.7 ¢Estatratando de inducir embryogenesis en otras especies? No

838 Especies en las que halogrado laregeneracion completa via embriogéness
Aguacate

889 Caso de practicar con lamigma especie embryogenesis sométicay gamética, ¢ambos
sstemas embriogénicos son igudes, semejantes o diferentes?. ---

83.10 ¢Qué fases dd proceso completo de regeneracion serian claramente
diginguibles en laespecie o0 especies con las que trabaja? (3 hay diferencias entre
especies, indicarlas): Induccidn, mantenimiento, desarrollo de embriones sométicos
blanco- opacos, maduracion y germinacion

80. PLANTA DONANTE DE EXPLANTOS INICIALES

89.1 ¢En qué tipo de explanto o explantos inicdes hainducido embriogénesis?. Embridn
zigdtico inmaduro

89.2 S trabgja en androgénesis, ¢cultivamicrosporas aidadas? : ---

89.3 Describa como obtiene los explantos inicides, especificando para cadatipo:
Aidamiento a partir de frutos inmaduros

89.4 ¢Efectlia dgun tratamiento previo sobre la planta donante? : No

89.5 ¢Tiene dicho tratamiento agun efecto sobre lainduccion de embriogénesis? ---

89.6 ¢Qué factores relativos a la planta donante tienen influencia sobre la embriogénesis? :
Genotipo (a nive de cultivar y también de embrion zigatico)

89.7 ¢Ha obtenido embriogénesis en explantos procedentes de plantas adultas? : No

89.8 ¢Queé factoresrelativos d explanto inidd influyen sobre la capacidad embriogénica?.
Tamaiio (edad dd explanto)

9. INTRODUCCION EN CULTIVO
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0.1 ¢Aplica esta posible fase o cultiva directamente sobre medio de induccion®?.
Cultivamos directamente en medio de induccion

90.2 ¢A quétipo de preacondicionamiento somete a los explantos iniciaes? : ---

90.3 ¢L.0 hace para resolver dgin problema especifico del establecimiento ddl cultivo? :

04 ¢Tiene este tratamiento dgunainfluencia sobre laembriogénesis? : ---

91. INDUCCION

911 ¢;Somete d explanto inicid a dgun tipo de leson o disgregacion? : No

91.2 ¢Aplicadgin stress de otro tipo? : No

91.3 ¢Redizalainduccién en medio sdlido, en liquido 0 en ambos tipos? : En medio sdlido

914 ¢Esimportante laposicion del explanto sobre € medio de cultivo? : No

915 ¢Queé regulador o reguladores utilizaen esta fase? : Picloram

916 ¢Haestudiado d efecto dd pH o dd cacio sobre lainduccidon? : No

91.7 Ademés de lainfluencardativaa laplantadonantey d explanto inidd, ¢considera
agun otro factor importante sobre lainduccion, aparte del efecto de los reguladores?
: Bl agente gdificante

91.8 ¢Ha redizado estudios anatdmicos/histol 6gicos/histoquimicos 0 moleculares sobre la
trangcion de las cdulas sométicas d estado embriogénico? : No

919 ¢Hadeterminado € origen uni o pluricdlular de los embriones sométicos? : No

9110 ¢Haredlizado estudios sobre € control genético de la capacidad
embriogénica? Solo se haestudiado lainfluenciade genotipo.

% MANIFESTACION

92.1 ¢Hay que modificar las condiciones de induccion para lograr la manifestacion de
embriogénesis en la especiels con las que trabga? : No

2.2 ¢Qué modificaciones son esenciales? ; ---

92.3 Laaparicion de embriones ¢es directa o indirecta? : Indirecta

3. MULTIPLICACION

93.1 ¢ Tiene dificultades con lamultiplicacion de las lineass embriogénicas? : Norma mente
no

932 En su sstemade regeneracion, ¢Ja multiplicacion se produce por proliferacion de
calo embriogénico o por embriogénesis recurrente? : Por proliferacion de cdlo
embriogénico

933 ¢En quéfase dd desarrollo del embrion se produce la embriogéness secundaria? :

934 ¢Qué condiciones de cultivo son diferentes a las de lafase de manifestacion? :
Ninguna

935 ¢Halogrado cultivos sincrénicos? Si

936 ¢Empleadgin sstemade sdeccion y separacion de embriones? : Si, mediante
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filtracion

937 ¢Empleadguin sstemade cultivo en medio liquido (estacionarios con agitacion o
burbujeo, o inmersdn trandtoria) paralamultiplicacion? : No

938 ¢Ha redizado estudios anatdmicos/histol 6gicos/histoquimicos sobre esta fase?
(origen uni o pluricdular de los embriones secundarios) : Se estan iniciando ahora

93.9 ¢Hace crioconservacion de lineas embriogénicas? No

1. DIFERENCIACION

94.1 ¢/Qué tratamiento precisa aplicar paralograr ladiferenciacion de los embriones hasta
€ estado cotiledonar? : Eliminecion dd picloram, cambio de medio basa y aumento
de la concentracion del agente gdificante

4.2 ¢Queé tratamiento precisa aplicar para lograr detener la embriogénesis recurrente? :
Biminer € picloram y aumentar la concentracion de agente gdlificante

4.3 ¢Queé tipo de anomdlias observa en los embriones producidos, y cdmo las controla? :
Maformaciones diversas

9.4 ¢ eresultafédl obtener embrionesaidados? : S

5 ¢Obtiene resultados positivos con d ABA? : No estaclaro

%. MADURACION

95.1 ¢QUE criterios aplica para determinar € grado de maduracion de sus embriones
sométicos/gaméticos? : La aparicion de embriones blanco-opacos

95.2 ¢Observa maduracion esponténea en sus cultivos?; ¢Qué ladeterminag? : S, €
genatipo

9.3 ¢Obtiene resultados positivos con d ABA? : No son definitivos

95.4 ¢Hautilizado otros tratamientos como gplicacion de osmdticos, regulacion del
metabolismo dd etileno, desecacion, deplecion de nutrientes, frio u otros, para
favorecer lamaduracion? S, aplicacion de agentes osmoticos

95.5 Sus embriones somaticos/gaméticos, ¢son muy diferentes alos cigéticos? : Si

%.6 ¢Haredizado estudios sobre embriogénesis cigética a fin de comparar entre unos
embrionesy otros? : Si

9.7 ¢Exigte dgun rasgo morfol dgico (tamafio, forma, color...) para discernir que
embriones estan maduros y aptos para germinar? : No. La fase de maduracion se
inida con embriones sométicos blanco-opacos que se supone han empezado a
madurar

%5.8 ¢Digpone de marcadores histogquimicos 0 moleculares que definan a los embriones
maduros? : Si

95.9 ¢En su Sstema embriogénico, ¢es dta o bajalatasa de obtencidn de embriones
maduros en relacion ala produccion tota de embriones? : Medio

%. GERMINACION Y PASO A TIERRA

9.1 (Hace samillas Snté&icas? No
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%.2 ¢Aplicadgun tratamiento previo alagerminacion (verndizacion/ edtratificacion)? :
No

9%.3 ¢L0s porcentajes de germinacion son Smilares alos de samilla? : No

%.4 ¢Leocurre d problemade bloqueo del crecimiento de tdlo o raiz, 0 unagran
adncroniaentre ambos? : S

%5 ¢Germinain vitro o efectta germinacion directaex vitro? : In vitro

9.6 Hay dgun requisito especifico en d medio de germinacion, o usamedio basa sSn
reguladores? : Utilizamos BAP

%.7 ¢Tiene experienciaen lautilizacion ddl &cido ascorbico como estimulante del
desarrollo del merigemo caulinar? : No

%.8 ¢Tiene dificultades con laadimatacion? : No

%.9 ¢Queé factores considera que influyen mas sobre laadimatacion? : B vigor de la
plantula

97. CONFORMACION DE LASPLANTAS PRODUCIDAS

97.1 ¢Cua es ladiferencials mas gpreciable/s con las plantas obtenidas de semilla? : H
vigor (no sempre), talos hiperhidricos, hojas maformadas, baja frecuenciade
germinacion completa (talo y raiz)

97.2 ¢Qué tipo de maformaciones se observan? : Las citadas

97.3 ¢Revierten dichas maformaciones con d tiempo en cultivo? : A veces|la
hiperhidricidad

97.4 ¢Han establecido ensayos comparativos en campo? : No

97.5 ¢Han evauado la estabilidad genética en las diferentes fases del proceso de
regeneracion por embriogénesis? : No

97.6 ¢Qué metodologia emplea para dicha evduacion? ---

97.7 S trabgja con embriogénesis gamética, ¢que tratamiento aplica, y en qué fase de
cultivo, paralograr la duplicacion cromosomica?; ¢se vé afectado su sstemade
regeneracion por dicho tratamiento? ---

98. CONCLUSION

98.1 ¢En cud de las especies con las que trabaja considera que su sistema de regeneracion
por embriogénesis podria estar a nivd de gplicacion preindustrid? : En ninguna

98.2 ¢Podria automatizarse dguno de sus pasos? : No

98.3¢Qué aspecto considera mas importante o llamativo de su proceso de
regeneracion quele gustaria poner en comun para su anélisisy discusiéon por
los asistentes a la reunion sobre embriogénesis somatica? : Nos gudtaria
discutir sobre pretratamientos de planta madre, fase de induccion y maduracion
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ENCUESTA SOBRE EMBRIOGENESISIN VITRO. NOVIEMBRE DE 2003
ENVIADA POR ANA VIEITEZ
%. INTRODUCCION

99.1 Denominacion del grupo de trabajo: Cultivo in vitro de tegjidos vegetaes

99.2 Personas que lo condtituyen: A. Bdlester; E. Corredoira; C. San-José; N Vidd; A
M Vidtez; JVidtez

99.3 Inditucion:.CSIC.

99.4 Poblacion:Santiago de Compostela.

95 ¢Estudia embryogenesis somética, gamética o ambas?.Embriogénesis soméica

99.6 Especies en las que ha obtenido embryogenesis Camellia japonica; C. reticulata;
Castanea sativa; Fagus sylvatica; Quercusrobur; Ulmus glabra; U. minor

9.7 ¢Estatratando de inducir embryogenesis en otras especies? No

99.8 Especies en las que halogrado laregeneracion completa viaembriogénesis Todas
las anteriores.

99.9 Caso de practicar con lamisma especie embryogenesis soméicay gamética, ¢ambos
sistemas embriogénicos son igudes, semejantes o diferentes? ...

99.10 ¢Qué fases dd proceso completo de regeneracion serian claramente

diginguibles en laespecie o0 especies con las que trabaja? (3 hay diferencias entre

especies, indicarlas): Induccion, multiplicacion, maduracion y germinacion-conversion.

100. PLANTA DONANTE DE EXPLANTOSINICIALES
100.1 ¢En qué tipo de explanto o explantos inicides hainducido embriogénesis?.

Embriones cigaticos (gjes y secciones de cotileddn) en camdia, castario, hayay olmo;
entrenudos en roble; hojas en camdia, castario y roble; raices en camdia

100.2 S trabgja en androgénesis, ¢cultivamicrosporasaidadas? : ...

100.3 Describa como obtiene los explantos inicides, especificando para cada tipo:
Seria una contestacion muy extensa para esta encuesta.

1004 ¢Efectliadgun tratamiento previo sobre la planta donante? : Brotacion
forzada en fitotron (hojas de roble adulto).

1005 ¢Tiene dicho tratamiento dgun efecto sobre lainduccidn de embriogénesis? :

100.6 ¢Qué factores rdativos a la planta donante tienen influencia sobre la
embriogénesis? : Genotipo, estado de desarrallo, edad.

100.7 ¢Ha obtenido embriogénesis en explantos procedentes de plantas adultas? :
S enroble

100.8 ¢Qué factores rdativos d explanto inidd influyen sobre la capacidad

embriogénica? Tipo de explanto (gje embrionario, cotileddn, hoja, raiz) y su estado
de desarrollo (maduracion embrion cigético, desarrollo de lahoja).

101. INTRODUCCION EN CULTIVO
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1011 ¢Aplicaesta posible fase o cultiva directamente sobre medio de induccion®?.
Cultivo directo en medio de induccion.

101.2 ¢A quétipo de preacondicionamiento somete a los explantosinicdes? :
Tranferenciaa medio fresco alas 24-48 h.

101.3 ¢L.0 hace para resolver dgun problema especifico dd establecimiento del
cultivo? : Pdiar excesvos exudados en d medio.

1014 cTiene este tratamiento dgunainfluencia sobre laembriogénesis? . ...

102. INDUCCION

102.1 ¢Somete d explanto inidd a dgun tipo de lesidn o disgregacion? : Seccionado
de cotiledones, entrenudos 'y hojas.

102.2 ¢Aplicadgin stress de otro tipo?: .....

102.3 ¢Redizalainduccion en medio solido, en liquido o en ambos tipos? : Sdlido.

1024 ¢Esimportante laposicion del explanto sobre € medio de cultivo? : No en
hojas.

1025 ¢Qué regulador o reguladores utilizaen estafase? : BA + 2,4-D endmoy
haya; BA + AIB en camdia, BA + ANA en castaio y roble; medio sn reguladores
en candia

102.6 ¢Haestudiado d efecto dd pH o del cacio sobre lainduccion? : No

102.7 Ademés de lainfluendareativaa laplanta donante y a explanto inicd,
¢econsidera dgun otro factor importante sobre lainduccidn, aparte del efecto de los
reguladores? : Genotipo; factor oscuridad en hojas de camdia; seccionado de hojas
enroble.

102.8 ¢Haredlizado estudios anatomicos/histol 6gicoghistoquimicos 0 moleculares
sobre latrangcion de las cdulas sométicas d estado embriogénico? : S, en camdia

102.9 ¢Ha determinado € origen uni o pluricdular de los embriones sométicos? :
Ambos origenes en camdia

102.10 ¢Haredlizado estudios sobre € control genético de la capacidad
embriogénica? No.

103. MANIFESTACION

1031 ¢Hay que modificar las condiciones de induccion para lograr lamanifestacion
de embriogénesis en laespecie/s con las que trabgja? : No en camdia 9 en castafio,
haya, roble y olmo.

103.2 ¢Qué modificaciones son esenciales? : Digninucion o diminacion de los
reguladores de crecimiento.

1033 La gparicion de embriones ¢es directa o indirecta? : Directa en camdia
(embriones cigéticos y raices). Indirecta en camdia (hojas), castafio, haya, robley
olmo.

104. MULTIPLICACION
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104.1 ¢Tiene dificultades con lamultiplicacion de las lineas embriogénicas? :
Depende del genatipo.

104.2 En su sstema de regeneracion, ¢Ja multiplicacion se produce por proliferacion
de cdlo embriogénico o por embriogéness recurrente? : Calo embriogénico en olmo
y haya, y embriogénesis recurrente en camdlia, castafio y roble.

104.3 ¢En qué fase del desarrollo del embrion se produce laembriogénesis
secundaria? : Predominantemente en la etapa cotiledonar temprana.

1044 ¢Qué condiciones de cultivo son diferentes a las de lafase de manifestacion?
: Diferencias en reguladores de crecimiento 0 Sn reguladores.

1045 ¢Halogrado cultivos sincrénicos? No totalmente.

104.6 ¢Empleadguin sstema de seleccidn y separacion de embriones? : Seleccion
visud y separacion manud.

104.7 ¢Empleadguin sstema de cultivo en medio liquido (estacionarios con
agitacion o burbujeo, o inmersion trangitoria) paralamultiplicacon? : Medio liquido
en agitacion en castafio y haya

104.8 ¢Haredlizado estudios anatdmicos/histol 6gicos’histoquimicos sobre esta
fase? (origen uni o pluricdular de los embriones secundarios) : S en camdia
(pluricdular), olmo (pluricdular y ocasondmente unicdular), haya (unicdular).

104.9 ¢Hace crioconservacion de liness embriogénicas? S en castafio y roble.

105. DIFERENCIACION

105.1 ¢Qué tratamiento precisa gplicar paralograr ladiferenciacion de los
embriones hasta d estado cotiledonar? : se diferencian en d medio de multiplicacion.

105.2 ¢QUuEé tratamiento precisa gplicar paralograr detener laembriogéness
recurrente? : GA3 (cameia), dmacenamiento en frio durante 1-2 meses (camdia,
roble castafio).

105.3 ¢Qué tipo de anomdias observa en los embriones producidos, y como las
controla? : Fuson de cotiledones, policotiledonia, fasciacion.

105.4 ¢Leresultafédl obtener embriones aidados? : .....

1055 ¢Obtiene resultados pogtivos con d ABA? : No se haensayado en esta
etapa.

106. MADURACION

106.1 ¢QUE criterios gplica para determinar € grado de maduracion de sus
embriones sométicos/gaméticos? : Tamafo, forma, color, capacidad de germinacion.

106.2 ¢Observa maduracion espontanea en sus cultivos?; ¢Qué ladetermina? : Si;
puede estar determinada por d genotipo, subcultivo prolongado (envejecimiento del
cultivo).

106.3 ¢Obtiene resultados pogtivos con d ABA? : No en castario, robley olmo

106.4 ¢Ha utilizado otros tratamientos como aplicacion de osméticaos, regulacion

del metabolismo dd etileno, desecacion, deplecidn de nutrientes, frio u otros, para
favorecer lamaduracion? Tratamientos osmaticos, desecacion parcid, frio.
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1065 Sus embriones sométicos/gameticos, ¢son muy diferentes alos cigéticos? :
Generdmente de menor tamafio, en especid |os cotiledones.

106.6 ¢Haredlizado estudios sobre embriogénesis cigdtica a fin de comparar entre
unos embrionesy otros? : S, en dlmo.

106.7 ¢Exigte dgun rasgo morfoldgico (tamafio, forma, color...) para discernir que
embriones estan maduros y aptos para germinar? : Tamafo, color y aparienciasmilar
alos embriones cigaticos.

106.8 ¢Dispone de marcadores histoquimicos 0 moleculares que definan alos
embriones maduros? : Acumulacion de sustancias de reserva en cotiledones, en
castafio y roble.

106.9 ¢En su sstema embriogénico, ¢es dta o bajalatasa de obtencion de
embriones maduros en relacion a la produccion total de embriones? : Reativamente
baa.

107. GERMINACION Y PASO A TIERRA

107.1 Hace samillassntéticas? S, en camdlia

107.2 ¢Aplicadgun tratamiento previo alagerminacion (verndizacion/
edtratificacion)? : Aplicacion de frio en castafio, roble y camelia

107.3 ¢L.os porcentgjes de germinacion son Smilares alos de semiilla? : Son
inferiores.

107.4 ¢Le ocurre d problema de bloqueo dd crecimiento de tdlo o raiz, o unagran
asincroniaentre ambos? : Tendencia ablogqueo de raiz en camdiay castaio; tendencia
abloqueo dd tdlo en olmo, roble y haya

1075 ¢Germinain vitro o efectla germinacion directaex vitro? : Germinacionin
vitro.

107.6 Hay dgun requisito especifico en d medio de germinacion, o usamedio basal
snreguladores? : GA3+ AlA en camdia medio liquido con sustrato de papel en
olmo; medio con BA en castaiio y roble.

107.7 ¢Tiene experienciaen lautilizacion del &cido ascérbico como esimulante del
desarrollo del merigemo caulinar? : No

107.8 ¢cTiene dificultades con laadimatacion? : Depende de laespecie; es més
dificdl en dmo.

107.9 ¢Qué factores considera que influyen més sobre laaclimatacion? : Estado de
desarrollo de la plantula somética cuando se hace d trasplante, genotipo y
condiciones ambientales adecuadas.

108. CONFORMACION DE LASPLANTAS PRODUCIDAS

108.1 ¢Cud esladiferencials més apreciablels con las plantas obtenidas de samilla?
: Anomdias en las primeras hojas. escuamiformes (roble y castafio) tipo cotiledonar
(camdlia); tallos engrosados (roble castafio).

108.2 ¢Qué tipo de mdformaciones se observan? . ......

108.3 ¢Revierten dichas maformaciones con d tiempo en cultivo? : S

1084 ¢Han establecido ensayos comparativos en campo? : No
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1085 ¢Han evaluado la estabilidad genética en las diferentes fases ddl proceso de
regeneracion por embriogénesis? : S, enroble.
108.6 ¢Qué metodologia emplea para dicha evauacion? RAPDs
1087 S trabgja con embriogéness gamética, ¢queé tratamiento aplica, y en qué fase

de cultivo, paralograr la duplicacion cromosdmica?; ¢se veé afectado su sstemade
regeneracion por dicho tratamiento?

100. CONCLUSION

109.1 ¢En cud de las especies con las que trabgja consdera que su sstemade
regeneracion por embriogénesis podria estar a nive de gplicacion preindustrid? :
Camdia

109.2 ¢Podria automatizarse aguno de sus pasos? : Etapas de multipicacion y
germinacion aplicando d sstema de inmerson temporal.

109.3 ¢Qué aspecto considera mas importante o llamativo de su proceso de
regeneracion que le gustaria poner en comudn para su analisisy discusion por
los asistentes a la reunion sobre embriogénesis somatica? : Induccion en
material adulto; Germinacion de los embriones.
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ENCUESTA SOBRE EMBRIOGENESISIN VITRO. NOVIEMBRE DE 2003
ENVIADA POR ANA VAZQUEZ

110. INTRODUCCION

110.1 Denominacion del grupo de trabajo: No
tenemos nombre..Departamento de Genética. UCM. Madrid.

1102 Personas que lo condtituyen: . Javier Espino, Rosario Linacero, Julia Rueda,
AnaVéazquez..

110.3 Indtitucién: .Dto. Genética, Fac. Biologia UCM

1104 Poblacion: Madrid.

1105 ¢Estudia embriogenesis somética, gamética o ambas?. ..Somatica...

1106 Especies en las que ha obtenido embryogeness. ..Secale cereale, Secale
vavilovii, Saccharum officinarum, Hordeum vulgare, Triticum aestivum,
Medicago sativa, Triticale.

110.7 ¢Estatratando de inducir embryogenesis en otras especies?. .No....

1108 Especies en las que halogrado laregeneracion completa via embriogénesis
.En todas las mencionadas....

1109 Caso de practicar con lamismaespecie embryogenesis somdticay gamética,
¢AMbos sistemas embriogénicos son igudes, semejantes o diferentes?. ...

110.10 ¢Qué fases dd proceso completo de regeneracion serian claramente

disinguibles en laespecie o especies con las que trabaja? (3 hay diferencias entre
especies, indicarlas): En Medicago todas, en graminess se distinguen las fases
globular y escutdlar....

111. PLANTA DONANTE DE EXPLANTOS INICIALES

1111 ¢En qué tipo de explanto o explantosinicides hainducido
embriogénes s?.Embridn inmaduro, inflorescenciainmadura, hoja, plantula
1112 S trabagja en androgénesis, ¢cultivamicrosporas aidadas? : ...
1113 Describa como obtiene los explantos inicides, especificando para cada tipo:

Embrion e inflorescencia se toman de las plantas creciendo en
campo-invernadero.Las hojasy las plantulas se obtienen de embriones germinadosin

vitro.

1114 ¢Efectdiadgun tratamiento previo sobre la planta donante? :No.

1115 ¢Tiene dicho tratamiento dgun efecto sobre lainduccidn de embriogénesis? :

1116 ¢Qué factores rdativos a la planta donante tienen influencia sobre la
embriogénesis? : Latemperatura a laque crece laplanta

1117 ¢Ha obtenido embriogénesis en explantos procedentes de plantas adultas? :
No

1118 ¢Qué factores rdaivos d explanto inicid influyen sobre la capacidad

embriogénica? H tipo de explantey d genotipo .
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112. INTRODUCCION EN CULTIVO

112.1 ¢Aplicaesta posible fase o cultiva directamente sobre medio de
induccion?.Sobre € medio de induccion, aparte de los explantes que se obtienen de
plantulas in vitro pero estas crecen en medios minimos, solo se trata de que germine la

smilla

1122 ¢A quétipo de preacondicionamiento somete a los explantos inicides? : ...

112.3 ¢L.0 hace para resolver dgun problema especifico dd establecimiento del
cultivo?: .....

1124 cTiene este tratamiento dgunainfluendia sobre laembriogénesis? . ...

113. INDUCCION

1131 ¢Somete d explanto inidd a dgun tipo de lesidn o disgregacion? : End caso
del embridn no, en los demés explantes se trocean.

1132 ¢Aplicadgun stress de otro tipo? : No

1133 ¢Redlizalainduccion en medio solido, en liquido o en ambostipos? : Sdlido

1134 ¢Es importante la posicion del explanto sobre € medio de cultivo?: End
embrion d escuteo esta haciaarribay € ge ded embrion en contacto con d medio.

1135 ¢Qué regulador o reguladores utilizaen estafase?: 2,4 D
1136 ¢Haestudiado d efecto dd pH o ddl cacio sobre lainduccion? : No
1137 Ademas de lainfluendardativaa la planta donante y d explanto inicd,

¢econsidera dgun otro factor importante sobre lainduccidn, aparte del efecto de los
reguladores? : EH genotipo

11338 ¢Haredlizado estudios anatomi cos’histol 6gi cos/histoquimicos o moleculares
sobre latranscion de las cdulas sométicas d estado embriogénico? : No

1139 ¢Hadeterminado € origen uni o pluricdlular de los embriones somaticos? :
No

11310 ¢Haredlizado estudios sobre € control genético de la capacidad
embriogénica? S..

114. MANIFESTACION

114.1 ¢Hay que modificar las condiciones de induccidn para lograr lamanifestacion
de embriogénesis en laespeciels con las que trabgja? :No en graminess, en
Medicago se modificad medio.

114.2 ¢Qué modificaciones son esenciales? : .....

114.3 La gparicion de embriones ¢es directa o indirecta? : Indirecta

115. MULTIPLICACION

1151 ¢Tiene dificultades con lamultiplicacion de las lineas embriogénicas? :
Depende de laslineas
1152 En su sistema de regeneracion, ¢Ja multiplicacion se produce por proliferacion

de cdlo embriogénico o por embriogénesis recurrente? : Proliferacion de cdlo
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embriogénico

1153 ¢En quéfase del desarrollo dd embrion se produce laembriogénesis
secundaria?: .....

1154 ¢Qué condiciones de cultivo son diferentes a las de lafase de manifestacion?

1155 ¢Halogrado cultivos sincrénicos? No |o hemos intentado

1156 ¢Empleadgun sstema de sdeccion y separacion de embriones? : No

115.7 ¢Empleadgiin sstema de cultivo en medio liquido (estacionarios con

agitacion o burbujeo, o inmersion trangitoria) paralamultiplicadon? : No en
graminess, en dfdfaen medios liquidos

1158 ¢Haredizado estudios anatémicos/histol 6gi cog’histoquimicos sobre esta fase?
(origen uni o pluricdular de los embriones secundarios) : .....

1159 ¢Hace crioconservacion de lineas embriogénicas? No.

116. DIFERENCIACION

116.1 ¢QuEé tratamiento precisa gplicar paralograr ladiferenciacion de los
embriones hasta e estado cotiledonar? : Se ponen en medios Sn hormonas.

116.2 ¢QUEé tratamiento precisa aplicar para lograr detener laembriogénesis
recurrente? : .....

1163 ¢QUé tipo de anomdias observa en los embriones producidos, y como las
controla? : A veces no se completalaembriogénesis. No o controlamos.

1164 ¢Leresultafédl obtener embriones aidados? : en Medicago en muy fadl, en
las gramineas depende, para agunos embriones es fadil en otras ocasiones no tanto

1165 ¢Obtiene resultados positivoscon d ABA?: .....

117. MADURACION

117.1 ¢QUE criterios gplica para determinar d grado de maduracion de sus
embriones sométi cos/gaméticos? :Su aspecto.

117.2 ¢Observa maduracion espontanea en sus cultivos?; S

¢Qué ladetermina? : H tiempo de permanenciaen d cultivo sn transplantar.

117.3 ¢Obtiene resultados postivoscon d ABA?: ...

117.4 ¢Ha utilizado otros tratamientos como aplicacion de osmaticaos, regulacion

del metabolismo de etileno, desecacion, deplecidn de nutrientes, frio u otros, para
favorecer lamaduracion? No

1175 Sus embriones sométicos/gaméticos, ¢son muy diferentes alos cigéticos? :
Aparentemente no. Sin embargo |0s genes Lea se expresan antes en la somética que
enlacigotica.

117.6 ¢Haredizado estudios sobre embriogénesis cigdticaa fin de comparar entre
unos embrionesy otros? : No

117.7 ¢Exigte dgun rasgo morfolégico (tamafio, forma, color...) para discernir que
embriones estan maduros y aptos para germinar? : Su gpariencia en conjunto.

117.8 ¢Dispone de marcadores histoquimicos 0 moleculares que definan alos
embriones maduros? :No
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117.9 ¢En su sstema embriogénico, ¢es dta o baja latasa de obtencidon de
embriones maduros en relacion a laproduccion total de embriones? :

118. GERMINACION Y PASO A TIERRA

1181 ¢Hace samillas sntéticas? No

1182 ¢Aplicadgun tratamiento previo alagerminacion (verndizacion/
edratificacion)? : No

1183 ¢L.os porcentgjes de garminacion son smilares alos de samilla? :

1184 ¢Leocurre d problemade bloqueo del crecimiento de tdlo o raiz, 0 unagran
asncroniaentre ambos?: ......

1185 ¢Germinain vitro o efectla germinacion directa ex vitro? : .In vitro

1186 Hay dgun requisito especifico en d medio de germinacion, o usa medio basal
an reguladores? : Basdl

1187 cTiene experienciaen lautilizacion del &cido ascérbico como estimulante del
desarrollo dd meristemo caulinar? : No

1188 cTiene dificultades con laadimaacion? : No redmente

1189 ¢Qué factores considera que influyen més sobre laadimaacion? : ......

119. CONFORMACION DE LASPLANTAS PRODUCIDAS

119.1 ¢Cud es ladiferencials més apreciablel/s con las plantas obtenidas de semilla?
: En muchos casos son iguaes, en otros casos menos vigorosas (¢anormales en su
crecimiento?)

119.2 ¢Qué tipo de maformaciones se observan? : Sobre todo en centeno muchas
abinas

119.3 ¢Revierten dichas maformaciones con d tiempo en cultivo? :No

1194 ¢Han establecido ensayos comparativos en campo? . ......

1195 ¢Han evaluado la estabilidad genética en las diferentes fases ddl proceso de
regeneracion por embriogénesis? . ......

1196 ¢Qué metodologia emplea para dicha evauacion?

119.7 S trabagja con embriogénesis gamética, ¢qué tratamiento aplica, y en qué fase

del cultivo, paralograr laduplicacion cromosdmica?; ¢se veé afectado su sstemade
regeneracion por dicho tratamiento?

120. CONCLUSION

1201 ¢En cud de las especies con las que trabgja consdera que su Sstemade
regeneracion por embriogénesis podria estar a nive de gplicacion preindustrid? En
Medicago

1202 ¢Podria automatizarse dguno de sus pasos? : ......

120.3 ¢Qué aspecto considera mas importante o llamativo de su proceso de
regeneracion quele gustaria poner en comun para su analisisy discusiéon por
los asistentes a la reunion sobre embriogénesis somatica? : Todos|os
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aspectos en general y ademas el control genético del proceso.
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ENCUESTA SOBRE EMBRIOGENESISIN VITRO. NOVIEMBRE DE 2003
ENVIADA POR JUAN OLLER

121. INTRODUCCION

1211 Denominacion dd grupo de trabgjo: Micropropagacion de E. globulus
Labill.

1212 Personas que lo congtituyen: Director de investigacion, técnico superior y dos
auxiliares de laboratorio. Convenio de colaboracion con d IMIA de Madrid.

1213 Indtitucién: Centro de Investigacion y Tecnologia de Grupo Empresarid
ENCE, S.A. (ENCE-CIT).

1214 Poblacion: Pontevedra.

1215 ¢Edudia embriogeness somédica, gamética 0o ambas? Embriogénesis
soméica

1216 Especies en las que ha obtenido embryogenesis: Eucalyptus globulus ssp.
globulus.

1217 ¢Edtatratando de inducir embryogenesis en otras especies? No.

1218 Especies en las que ha logrado la regeneracion completa via embriogénesis.
Ninguna

1219 Caso de practicar con la mismaespecie embriogenesis sométicay gamética,

¢AMbos sistemas embriogénicos son igudes, semegantes o diferentes?.

¢, Qué fases del proceso completo de regeneracion serian claramente
distinguibles en la especie o especies con las que trabaja? (si hay
diferencias entre especies, indicarlas): Hasta el momento so6lo se ha
alcanzado induccion y manifestacion de embriogénesis

122. PLANTA DONANTE DE EXPLANTOS INICIALES

1221 ¢En quétipo de explanto o explantos iniddes hainducido embriogénesis?. En
embrion cigdtico procedente de semilla seleccionada, separando previamente d
endospermo, que es de tipo liquido. También se esta testando la respuesta en hojas
epicdrmicas de clones, en embriones cigdticos inmadurosy en estambres.

1222 S trabgja en androgénesis, ¢cultivamicrosporas aidadas?..

1223 Describa como obtiene los explantos inicides, especificando para cada tipo:
a) las hojas se han tomado de brotes epicormicos inducidos en trozos de brotes de
cepa, brotes chupones o ramas de copa; se estdn empezando a tomar de brotes
axilares de pies-madre de clon selecto.

b) los embriones cigéticos maduros se obtienen de samillas que condituyen
familiass de medihermanos de madre seleccionada. Los estambres y los
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embriones inmaduros se extraen de cocos inmaduros.

1224 ¢Efectlia dgin tratamiento previo sobre la planta donante? : No, a ho ser que €
materid proceda de pies-madre de clon selecto de los invernaderos. En ese caso,
se les sude adminigrar abono de liberacion lenta mezclado en € substrato
(Osmocote), y esporadicamente abono faliar (ured) y fungicidas (benomilo y otros).

1225 ¢Tienedicho tratamiento dgun efecto sobre lainduccion de embriogénesis?. En un
principio, creemaos que no. Aunque quizés haya que condderar la estructura de las
hojas de los brotes epicormicos, que pueden ser més tiernas y verdes que las
normales.

1226 ¢Qué factores redativos a la planta donante tienen influenca sobre la
embriogéness? : Creemos que d periodo anud de recogida de materid y la
posicion que ocupa en laplanta o &bol.

1227 ¢Ha obtenido embriogénesis en explantos procedentes de plantas adultas? : En
agunos genotipos se han obtenido estructuras cuya capacidad embriogénica no ha
podido ser determinada hasta € momento, porque no han terminado de
diferenciarse. Aunque S podemos afirmar que unos clones son Més reactivos que
otros, produciendo formaciones semejantes a los clusters embriogénicos.

1228 ¢Qué factores rdaivos d explanto inidd influyen sobre la capacidad
embriogénica?. H estado de expansidn foliar, d grado de madurez del tejido.

123 INTRODUCCION EN CULTIVO

1231 ¢Aplica esta posible fase o cultiva directamente sobre medio de induccién?.
Depende ded materid de partida. S es sobre materid vegetd recubierto, es decir
sobre d que hay que diseccionar para locdizar € explanto, no seria necesario, yaque
podemos presuponer que viene libre de contaminantes o virus. Pero § d materid
inidd que va a cultivarse recibe directamente la accion de los agentes desinfectantes
sobre su supeficie (p. e. hojas), es aconsgjable pasar previamente por una fase de
establecimiento de corta duracion.

1232 ¢A quétipo de preacondicionamiento somete a los explantosinicides? : End
caso de ser gplicado, nos decantamos por un medio pobre en nutrientes y sSn
reguladores de crecimiento durante 7 dias a 25°C y oscuridad constante.

1233 ¢L.o hace para resolver dguin problema especifico dd establecimiento del
cultivo? : S, para diminar durante la fase inidd los explantos que se contaminan,
ahorrar maerid y tiempo; ademés de reducir € estrés de los explantos a ser
introducidos por primeravez en d cultivoin vitro, o ver anticipadamente larespuesta
fisolégicade los explantos d ser cultivados, como por gemplo, la exudacion fendlica
en d caso del eucdipto.

1234 cliene este traamiento dguna influencia sobre la embriogéness?

Posiblemente, no. Creemos que la verdadera embriogénesis (pre o determinacion
cdular) empiezad aplicar d pulso de auxinas en lafase de induccion.
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124.INDUCCION

124.1 ¢Somete d explanto inidd a dgun tipo de leson o disgregacion? @ En
principio, no. Aunque este aspecto esta subordinado a que los explantos son muy
pequerios.

124.2 ¢Aplicadgun stress de otro tipo? : No.

124.3 ¢Rediza la induccidon en medio sdlido, en liquido o en ambos tipos? : En
medio solido.

124.4 ¢ES importante la posicion dd explanto sobre d medio de cultivo? : Por
nuestra experiencia en laespecie, parece que no es un factor determinante.

1245 ¢Qué regulador o reguladores utiliza en esta fase? : Fundamentamente

auxinas (ANA o IBA), aunque en dguna secuencia también se ha testado la
combinacion con ditoquinina (BAP).

1246 ¢Ha estudiado € efecto ddd pH o dd cacio sobre la induccion? : No,
especificamente, aunque se ha probado la reduccion genérica de la concentracion de
todos los macronutrientes alamitad de su vaor estandarizado.

124.7 Ademas de la influenda relativa a la planta donante y d explanto inicd,
¢considera dgun otro factor importante sobre lainduccion, aparte dd efecto de los
reguladores? : Obviamente, laviabilidad del explanto durante las etapas inicides

1248 ¢Ha redizado estudios anatdmicog/histol gicoghistoquimicos 0 moleculares
sobre la transgcion de las cdulas sométicas d estado embriogénico? : Si. Hemos
locdlizado d estadio globular temprano, con d acumulo de metabolitos energéticos
(sacarosa y dmiddn) y sus mitoss continuadas; y la fase torpedo, con laingnuacion
del surco cotiledonar y € septo que independizad embridn dd resto dd cdlo.

1249 ¢Ha determinado d origen uni o pluricdular de los embriones sométicos? :
No podemos por & momento afirmar ta precision.

124.10 ¢Ha redizado estudios sobre d control genético de la capacidad
embriogénica? Nos gudaria, pero ain no disponemos de lineas embriogénicas y
no-embriogénicas totalmente definidas.

125. MANIFESTACION

1251 ¢Hay que modificar las condiciones de induccidn para lograr la manifestacion
de embriogénesis en la especiels con las que trabga? : Depende dd materid de
partida. Posiblemente con unamayor experienciay en un futuro cercano, S.

1252 ¢Qué modificaciones son esencides? : Testar d medio semi-sdlido o liquido,
0 induso lainmersdn tempord.

1253 La aparicion de embriones ¢es directa o indirecta? : Suele ser directa, y se
generan d find de la fase de iniciacion, con auxines d 10% y fotoperiodo (7-8
semanas).

126. MULTIPLICACION
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126.1 ¢cTiene dificultades con lamultiplicacion de las lineas embriogénicas? : S. Los
cultivos se mantienen, pero no se multiplican eficazmente.

126.2 En su sstema de regeneracion, ¢Ja multiplicacion se produce por proliferacion
de cdlo embriogénico o por embriogénesis recurrente? : Para la embriogénesis
primaria suee ser por proliferacion del cdlo embriogénico, d cud previamente
presenta un aspecto parecido a la pid de serpiente 0 de tipo escamosa-brillante. La
embriogéness recurrente se observa en dgunos embriones, pero con caracter
puntud, acanzando como méximo lafase globular-torpedo.

1263 ¢En qué fae dd desarrollo dd embridn se produce la embriogénesis
secundaria? : Después de cdmo minimo dos repicados en lafase de mantenimiento
(sn hormoneas).

126.4 ¢Queé condiciones de cultivo son diferentes a las de lafase de manifestacion?
: La no aportacion de hormonas exdgenas.

1265 ¢Halogrado cultivos sincrénicos? : No.

126.6 ¢Emplea dgin sstema de sdeccion y separacion de embriones? : La
diseccion en cabina de los embriones primarios para fadlitar d contacto de los
explantos con d medio de cultivo, y estimular su proliferacion.

126.7 ¢Emplea dgin ssema de cultivo en medio liquido (estacionarios con
agitacion o burbujeo, 0 inmaddn trangitoria) para la multiplicacon? : En este
momento estamos testando € efecto del medio de mantenimiento (sn hormonas) de
los embriones en condiciones de agitacion a 50 r.p.m. para ver § mgoramos la
proliferacion.

126.8 ¢Ha redizado estudios anatémicoshistoldgicoghigoquimicos sobre esta
fase? (origen uni o pluricdular de los embriones secundarios) : No.

126.9 ¢Hace crioconservacion de lineas embriogénicas? Aun no.

127. DIFERENCIACION

127.1 ¢Qué tratamiento precisa gplicar para lograr la diferenciacion de los
embriones hasta d estado cotiledonar? : Ninguno en especid. Los embriones
“cotiledonares’ han aparecido por smples repicados en medios sn hormonas. Otra
cosavaa ser, laoptimizacion del rendimiento posterior de dicha diferenciacion.

127.2 ¢Qué tratamiento precisa gplicar para lograr detener la embriogénesis
recurrente? : .....

127.3 ¢Qué tipo de anomdias observa en los embriones producidos, y como las
controla?: .....

1274 ¢Le resulta fadl obtener embriones aidados? : No. Son tan pequefios que
difidimente se pueden aidar. Unicamente podemos esperar que se desprendan por s
solos,

1275 ¢Obtiene resultados postivos con d ABA? : (Hasta ahora, ain no ha sdo

testada).
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128. MADURACION

1281 ¢Qué criterios aplica para determinar € grado de maduracion de sus
embriones sométicos/gaméticos? : La evolucion de los cultivos es tan rdpida que no
nos ha sido posible diferenciar claramente su grado de maduracion.

128.2 ¢Observa maduracion esponténea en sus cultivos?, ¢Qué la determina? :
Posblemente 4. Creo que la determina la escasa dependencia que € embrion tiene
dd endospermo, que en nuestro caso y observando d embrion cigético, es de tipo
fluido y muy reducido.

1283 ¢Obtiene resultados postivos con d ABA? : (Hasta ahora, ain no ha sido
testada).

1284 ¢Ha utilizado otros tratamientos como agplicacion de osméticos, regulacion
del metabolismo del etileno, desecacion, deplecion de nutrientes, frio u otros, para
favorecer lamaduracion?

1285 Sus embriones sométicos/gaméticos, ¢son muy diferentes a los cigoticos? :
Diria que no. Ambos son muy pequefios.

1286 ¢Ha redizado estudios sobre embriogénesis cigética a fin de comparar entre
unos embriones y otros? : Hemos redizado agunos cortes higologicos, pero no
hemos redizado un estudio pormenorizado sobre dlo.

1287 ¢Exigte dgun rasgo morfoldgico (tamafio, forma, color...) para discernir que
embriones estan maduros y aptos para germina? : No disponemos de suficiente
materid en laembriogénesis secundaria para andizar este aspecto.

1288 ¢Dispone de marcadores hisoquimicos 0 moleculares que definan a los
embriones maduros? : Por d momento, no.

1289 ¢En su dgema embriogénico, ¢es dta o baja la tasa de obtencion de
embriones maduros en relacion a la produccion tota de embriones?. Bgja, tanto una
como laotra.

120. GERMINACION Y PASO A TIERRA

1291 ¢Hace samillas Sntéticas?

129.2 ¢Aplica dgin tratamiento previo a la geaminacion (verndizacion/
edrdificacion)?: .....

129.3 ¢L.0s porcentgjes de garminacion son smilaresalosde samilla? : ...

1294 ¢Leocurre d problemade bloqueo ddl crecimiento de tdlo o raiz, 0 unagran
asncroniaentre ambos?: ......

1295 ¢Germinain vitro o efectlia germinecion directaex vitro?: ......

129.6 Hay dgun requisito especifico en d medio de germinacion, o usa medio basal
sanreguladores?: ......

129.7 cTiene experiencia en lautilizacion ddl &cido ascérbico como esimulante del
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desarrollo deg merigemo caulina?: ......
1298 ¢cTiene dificultades con laadimatacion? : ...
1299 ¢Qué factores considera que influyen més sobre laadimatacion? : ......

130. CONFORMACION DE LASPLANTAS PRODUCIDAS

130.1 ¢Cud esla diferencials més apreciablels con las plantas obtenidas de samilla?

130.2 ¢Qué tipo de maformaciones se observan? . ......

130.3 ¢Revierten dichas maformaciones con d tiempo en cultivo? : ......

1304 ¢Han establecido ensayos comparativos en campo?: ......

1305 ¢Han evduado la estabilidad genética en las diferentes fases dd proceso de
regeneracion por embriogénesis? : ......

130.6 ¢Qué metodologia emplea para dicha eva uacion?

1307 S trabgja con embriogénesis gamética, ¢qué tratamiento gplica, y en qué fase

dd cultivo, para lograr la duplicacion cromosomica?; ¢se vé afectado su Sstema de
regeneracion por dicho tratamiento?

131. CONCLUSION

1311 ¢En cud de las especies con las que trabgja consdera que su ssema de
regeneracion por embriogénesis podria estar a nive de gplicacion preindustrid?

En Eucalyptus globulus Lahill. ain no hemos acanzado esta fase de lainvestigacion.
1312 ¢Podria automatizarse dguno de sus pasos?

Probablemente, si. Siempre que se transfieran y optimicen las
condiciones de cultivo al medio liquido.

1313 ¢Qué aspecto considera mas importante o llamaivo de su proceso de
regeneracion que le gudtaria poner en comin para su andisis y discuson por los
asstentes a lareunion sobre embriogénesis somética?

Cémo afecta el hecho de que el embrion disponga de pocas reservas
nutricionales (hay que recordar que la semilla del eucalipto tiene un
endospermo fluido muy reducido, aunque muy eficaz).

La reversion al color rojizo que adquieren progresivamente los embriones
somaticos durante la fase de maduracion, pudiendo llegar a incluso
brunificacion, ¢Se puede considerar como un sintoma de parada del
cultivo o es consecuencia de la propia maduracion del embrion?. ¢ Cuéles
son las condiciones de luz mas frecuentemente utilizadas?

¢Existen experiencias de control de la vitrificacion en medios liquidos?
¢ Como controlan la hiperhidricidad?

¢, Qué factores pueden limitar la expresion de la embriogénesis recurrente,
y porqué se observa una estaticidad aparente del cultivo al llegar al clister
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embriogénico primario?. ¢Existen experiencias de aplicacion de
antioxidantes o estabilizantes membranales durante esta fase?

¢Puede suceder que la prolongacion de las fases de los cultivos, en generd, afecten a
la obtencion de estructuras invidbles, anormaes y/o aberrantes?. O por d contrario,
suele darse d caso que d sistema de propagacion embriogénico es suficientemente
auténomo como para que no exprese un efecto de habituacion o memoria

Hasta que punto vuestro sstema de generacion de embriones sométicos es repetible;
recogida en lamismaépoca dd afio, tipo de explanto, Sstema de induccion, ...

¢, Cudl es el nivel y qué condiciones limitan (si las hay) la productividad
propagativa de vuestro sistema? ¢Es mejorable o esta limitado de forma
intrinseca por la especie?
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ENCUESTA SOBRE EMBRIOGENESISIN VITRO. NOVIEMBRE DE 2003
ENVIADA POR M2 CARMEN RISUENO

132. INTRODUCCION

1321 Denominacion del grupo de trabajo: ORGANIZACION NUCLEAR Y
DESARROLLO EN PLANTAS

1322 Personas que |o condituyen: MARIA CARMEN. RI SUENO, PILARS.
TESTILLANO, PABLO GONZALEZ-MELENDI, MARIA JOSE CORONADO

1323 Ingtitucion: CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS, CSIC

1324 Poblacion: MADRID

1325 ¢Estudia embryogenesis somética, gamética o ambas? GAMETICA

1326 Especies en las que ha obtenido embryogeness. Capsicum annuum,
Nicotiana tabacum, Brassica hapus

132.7 ¢Edtatratando de inducir embryogenesis en otras especies?. Prunus persica

1328 Especies en las que halogrado laregeneracion completa via embriogénesis
IGUAL QUEEN 1.6

1329 Caso de practicar con lamisma especie embryogenesis sométicay gamética,

¢AMbos s stemas embriogénicos son igudes, semegantes o diferentes?. ...

13210 ¢Qué fases dd proceso completo de regeneracion serian claramente
diginguibles en laespecie o0 especies con las que trabaja? (3 hay diferencias entre
especies, indicarlas): .....

133 PLANTA DONANTE DE EXPLANTOS INICIALES

1331 ¢En qué tipo de explanto o explantosinicides hainducido
embriogéness2MICROSPORAS Y ANTERAS

1332 S trabagja en androgénesis, ¢cultivamicrosporas aidadas? : Sl

1333 Describa como obtiene los explantos inicides, especificando para cada tipo:

1334 ¢Efecttia dgun tratamiento previo sobre la planta donante? : NO

1335 ¢Tiene dicho tratamiento dgun efecto sobre lainduccidn de embriogénesis? :

1336 ¢Qué factores rdativos a la planta donante tienen influencia sobre la
embriogénesis? : GENOTIPO, SALUD, EDAD Y ESTACION

1337 ¢Ha obtenido embriogénesis en explantos procedentes de plantas adultas? :
Sl

1338 ¢Qué factores rdativos d explanto inidd influyen sobre la capaci dad

embriogénica? ESTADIO DE DESARROLLO, PRETRATAMIENTOS

134. INTRODUCCION EN CULTIVO
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134.1 ¢Aplicaesta posible fase o cultiva directamente sobre medio de induccion?.

134.2 ¢A qué tipo de preacondicionamiento somete a los explantos inicides? :
FRIO, CALOR, SEMIAYUNO

134.3 ¢L.0 hace para resolver agun problema especifico dd establecimiento del
cultivo? : NO, ES PARA LA INDUCCION

1344 cTiene este tratamiento agunainfluencda sobre laembriogénesis? . ...

135. INDUCCION

135.1 ¢Somete d explanto inidd a dgun tipo de leson o disgregacion? : NO

1352 ¢Aplicadgin stress de otro tipo? : AYUNO, CALOR Y FRIO

135.3 ¢Redizalainduccion en medio solido, en liquido o en ambostipos? :
AMBOS (SEGUN EL EXPLANTO)

1354 ¢Esimportante la posicion de explanto sobre d medio de cultivo? NO

1355 ¢Qué regulador o reguladores utilizaen estafase? : NINGUNO/ 2,4-D

135.6 ¢Haestudiado d efecto dd pH o ddl cdcio sobre lainduccon?: .....

135.7 Ademés de lainfluendardativaa laplanta donante y a explanto inicd,
¢econsidera dgun otro factor importante sobre lainduccidn, aparte del efecto de los
reguladores?: .....

1358 ¢Ha redlizado estudios anatomi cos’histol 6gi cos/histoquimicos 0 moleculares
sobre latrangcion de las cdulas sométicas d estado embriogénico? : Sl

1359 ¢Hadeterminado € origen uni o pluricelular de los embriones sométicos? NO

135.10 ¢Haredlizado estudios sobre € control genético de la capacidad
embriogénica? NO

136. MANIFESTACION

136.1 ¢Hay que modificar las condiciones de induccidn para lograr lamanifestacion
de embriogénesis en laespecie/s con lasque trabgja? : .....

136.2 ¢Qué modificaciones son esencides? : .....

136.3 Lagparicion de embriones ¢es directao indirecta? : .....

137. MULTIPLICACION

1371 ¢Tiene dificultades con lamultiplicacion de las liness embriogénicas?: .....

137.2 En su sstema de regeneracion, ¢Jamultiplicacion se produce por proliferacion
de cdlo embriogénico o por embriogénesis recurrente? : ...

137.3 ¢En qué fase del desarrollo del embrion se produce laembriogénesis
secundaria?: .....

1374 ¢Qué condiciones de cultivo son diferentes alas de lafase de manifestacion?

1375 ¢Halogrado cultivos sincrénicos?

137.6 ¢Empleadgin sstema de sdleccion y separacion de embriones? : ...
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137.7 ¢Empleadguin sstema de cultivo en medio liquido (estacionarios con
agitacion o burbujeo, o inmersidn trangitoria) paralamultiplicadon? : ...

137.8 ¢Haredlizado estudios anatomicos/histol 6gicos’histoquimicos sobre esta
fase? (origen uni o pluricdular de los embriones secundarios) : .....

1379 ¢Hace crioconservacion de lineas embriogenicas?

138. DIFERENCIACION

138.1 ¢Qué tratamiento precisa gplicar paralograr ladiferenciacion de los
embriones hasta d estado cotiledonar?: .....

1382 ¢QUEé tratamiento precisa gplicar paralograr detener laembriogéness
recurrente? : .....

1383 ¢Qué tipo de anomdias observa en los embriones producidos, y como las
controla?: .....

1384 ¢Leresultafédl obtener embriones aidados? : .....

1385 ¢Obtiene resultados pogtivoscon d ABA?: .....

139. MADURACION

139.1 ¢QUE criterios gplica para determinar @ grado de maduracion de sus
embriones somédticos/gaméticos? : .....

1392 ¢Observa maduracion espontanea en sus cultivos?, ¢Qué ladetermina? : .....

139.3 ¢Obtiene resultados pogtivoscon d ABA?: .....

139.4 ¢Ha utilizado otros tratamientos como aplicacion de osméticos, regulacion

del metabolismo ddl etileno, desecacion, deplecion de nutrientes, frio u otros, para
favorecer lamaduracion?

1395 Sus embriones sométicos/gameticos, ¢son muy diferentes alos cigéticos? :

139.6 ¢Haredlizado estudios sobre embriogénesis cigdtica a fin de comparar entre
unos embrionesy otros?: .....

139.7 ¢Exigte dgun rasgo morfoldgico (tamafio, forma, color...) para discernir que
embriones estan maduros y aptos paragerminar? : ...

139.8 ¢Dispone de marcadores histoquimicos 0 moleculares que definan alos
embriones maduros?: .....

1399 ¢En su sstema embriogénico, ¢es dta o bajalatasa de obtencion de

embriones maduros en relacion a la produccion total de embriones? . ...

140. GERMINACION Y PASO A TIERRA

140.1 ¢Hace semillas sintéticas?

1402 ¢Aplicadgin tratamiento previo a la germinacion (verndizacion/
edrdificacion)?: .....

140.3 ¢Los porcentgjes de germinacion son smilares alos de semilla? : ...

1404 ¢Le ocurre d problema de bloqueo dd crecimiento de tdlo o raiz, o unagran
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asncroniaentreambos?: ......

1405 ¢Germinain vitro o efectlia germinecion directaex vitro?: ......

140.6 Hay dgun requisito especifico en d medio de germinacion, o usa medio basa
ganreguladores?: ......

140.7 ¢Tiene experienciaen lautilizacion del &cido ascérbico como esimulante del
desarrollo del meristemo caulinar?: ......

1408 cTienedificultades con laadimaacion? . ...

140.9 ¢Qué factores considera que influyen més sobre laadimatacion? : ......

141. CONFORMACION DE LASPLANTAS PRODUCIDAS

1411 ¢Cud es ladiferencials més apreciablel/s con las plantas obtenidas de semilla?

1412 ¢Queé tipo de maformeciones se observan?: ......

1413 ¢Revierten dichas maformaciones con d tiempo en cultivo? . ......

1414 ¢Han establecido ensayos comparativos en campo? . ......

1415 ¢Han evaluado la estabilidad genética en las diferentes fases ddl proceso de
regeneracion por embriogéness? . ......

1416 ¢Qué metodol ogia emplea para dicha eva uacion?

1417 S trabgja con embriogénesis gamética, ¢qué tratamiento aplica, y en qué fase

del cultivo, paralograr laduplicacion cromosdmica?; ¢se vé afectado su sstemade
regeneracion por dicho tratamiento?

142. CONCLUSION

1421 ¢En cud de las especies con las que trabgja consdera que su Sstemade
regeneracion por embriogénesis podria estar a nive de gplicacion preindudrid? : ......

1422 ¢Podria automatizarse dguno de sus pasos? . ......

142.3 ¢Qué aspecto considera mas importante o llamativo de su proceso de

regeneracion que le gustaria poner en comuan para su analisisy discusion por
los asistentes ala reunion sobre embriogénesis somética? . ......
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ENCUESTA SOBRE EMBRIOGENESISIN VITRO. NOVIEMBRE DE 2003
ENVIADA POR MARIANO TORIBIO
143. INTRODUCCION

1431 Denominacion del grupo de trabgjo: Cultivo de tejidos vegetales IMIA

1432 Personas que lo condtituyen: .Cristina Celestino, Celia Fernandez,
Inmaculada Hernandez, Elena Carneros, Dolores Lopez-Vela, Jests Jiménez,
Mariano Toribio. Personal técnico: Nuria Cleto, Noelia Ramirez, Eutimio
Fernandez, Noelia Garrido, Cristina Rubio

1433 Indituddn: .Instituto Madrilefio de Investigacion Agrariay Alimentaria
(IMIA)

1434 Poblacion: Alcala de Henares (Madrid)

1435 ¢Estudia embryogenesis somética, gamética o ambas?. Embriogenesis
somatica

1436 Especies en las que ha obtenido embryogenesis. . Alcornoque , robley
eucalipto?

1437 ¢(Edtatratando de inducir embryogenesis en otras especies?. Pino pifionero

1438 Especies en las que halogrado la regeneracion completa via embriogénesis,
Alcornoque

1439 Caso de practicar con lamisma especie embryogenesis somdicay gametica,
¢AMbos sistemas embriogénicos son igudes, semejantes o diferentes?. ...

143.10 ¢Qué fases ddl proceso completo de regeneracion serian claramente

disinguibles en laespecie o0 especies con las que trabaja? (3 hay diferencias entre
especies, indicarlas): En alcornoque: induccion-manifestacion, embriogeness
recurrente, maduracion y conversion (germinacion y aclimatacion)

144. PLANTA DONANTE DE EXPLANTOS INICIALES

144.1 ¢En qué tipo de explanto o explantos inicides hainducido embriogénesis?.
Alcornogue: Embridn cigético, hoja de planta joven y de arbol adulto; Roble:
hoja de arbol adulto; Pino: embriones cigoticos maduros e inmaduros, hojas de
insercidn aidada; Eucalipto: hoja de arbol adulto, embrion cigético. ..

1442 S trabaja en androgénesis, ¢cultivamicrosporas aidadas? : ...

144.3 Describa como obtiene los explantos inicides, especificando para cadatipo:
Hoja de planta joven: plantas germinadas de bellota; Hoja de arbol adulto: a
partir de brotes epicdrmicos emitidos en ramas (se fuerza la brotacion en
camaras de cultivo en condiciones de alta humedad). Hojas de insercién aidada
procedentes de brotes ddl afio tomados de arbol.

144.4 ¢Efectta dgin tratamiento previo sobre la planta donante? : No

1445 ¢cTiene dicho tratamiento aguin efecto sobre lainduccion de embriogénesis? :
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144.6 ¢QuEé factores rdativos a la planta donante tienen influencda sobre la
embriogénesis? : Alcornogue y roble: genotipo, momento de recogida de las
ramas.

1447 ¢Ha obtenido embriogénesis en explantos procedentes de plantas adultas? :
.S, en robley en alcornogue....

144.8 ¢Qué factores rdaivos d explanto inicid influyen sobre la capacidad
embriogénica?. Al cornogue: tamano de la hoja (grado de desarrollo)

145.INTRODUCCION EN CULTIVO

145.1 ¢Aplicaesta posible fase o cultiva directamente sobre medio de induccidn?.
Alcornoquey pino: utilizamos una primera fase de introduccion
1452 ¢A qué tipo de preacondicionamiento somete a los explantos inicides?

Alcornoquey pino: en medio de cultivo pobre en nutrientes durante siete dias en
condiciones de oscuridad

145.3 ¢L.o hace para resolver dgun problema especifico dd establecimiento del
cultivo? En un primer momento se utilizo para evitar los problemas de
fenolizacion en € cultivo de hojas de planta joven. Ademas sirve para desechar
las hojas contaminadas.

1454 ¢cTiene este tratamiento dgunainfluencia sobre la embriogénesis? :
Alcornogue:. No es critico para la obtencion de embriones sométicos pero se ha
visto que utilizando este primera fase se aumenta € porcentaje de hojas que
dan embriogénesis somatica.

146. INDUCCION

146.1 ¢Somete d explanto inidd a dgun tipo de lesidn o disgregacion? :
Alcornoque: no; Pino: fraccionamiento de pifiones maduros e inmaduros en
rodajas. Separacion del cuerpo del embrién del megagametofito.

146.2 ¢Aplicadgin stress de otro tipo? : .Alcornogue y pino: la aplicacion
durante la primera fase de un medio pobre en nutriente (puede suponer un tipo
de estrés, pero no estd comprobado).

146.3 ¢Redizalainduccion en medio sdlido, en liquido o en ambostipos? :
Alcornoque, roble, pino y eucalipto: medio slido

1464 ¢Esimportante laposicion dd explanto sobre d medio de cultivo? :
Alcornoque: se coloca la hoja con € envés en contacto con e medio de cultivo.
Se han hecho ensayos con @ haz en contacto con el medio no observandose
diferencias significativas, por tanto para nuestro sistema no lo consideramos
importante

1465 ¢Qué regulador o reguladores utilizaen estafase? : Pino: 2.4D, NAA y BAP.
Alcornoguey roble: NAA'y BAP

146.6 ¢Haestudiado d efecto dd pH o del cacio sobre lainduccion? : .No

146.7 Ademés de lainfluenciardativaalaplanta donante y d explanto inicid,
¢considera dgun otro factor importante sobre lainduccion, aparte ddl efecto de los
reguladores? : Alcornoque: tiempo de permanencia en e medio de induccion.

146.8 ¢Haredizado estudios anatdmi cog/histol 6gicos/histoquimicos o moleculares
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sobre latranscion de las cdulas sométicas d estado embriogénico? :
146.9 ¢Hadeterminado € origen uni o pluricdlular de los embriones somaticos? :

146.10 ¢Haredizado estudios sobre @ control genético de la capacidad
embriogénica?.
147. MANIFESTACION

147.1 ¢Hay que modificar las condiciones de induccidn para lograr lamanifestacion
de embriogénesis en la especiels con las que trabaja? :

1472 ¢Qué modificaciones son esencides? : No o sabemos, pues no han sdo
ensayadas.
147.3 La gparicion de embriones ¢es directa o indirecta? : Aparentemente directa

148. MULTIPLICACION

1481 ¢Tiene dificultades con lamultiplicacion de las lineas embriogénicas? :
1482 En su sstema de regeneracion, ¢Jamultiplicacion se produce por proliferacion
de calo embriogénico o por embriogénesis recurrente? :

1483 ¢En qué fase del desarrollo dd embrion se produce laembriogénesis
secundaria? : :

1484 ¢Qué condiciones de cultivo son diferentes a las de lafase de manifestacion?

1485 ¢Halogrado cultivos sincronicos?

1486 ¢Empleadguin sstema de seleccion y separacion de embriones? : Seleccion
manud

1487 ¢Emplea dgun Sstema de cultivo en medio liquido (estacionarios con

agitacion o burbujeo, o inmersdn trangtoria) parala multiplicacion? :

14838 ¢Haredlizado estudios anatomi cos’histol 6gi cos’histoquimicos sobre esta
fase? (origen uni o pluricdular de los embriones secundarios) : Si (junto con Marisa
Molinas de laUniv. de Gerona)

1489 ¢Hace crioconservacion de lineas embriogénicas? No

149. DIFERENCIACION
149.1 ¢Qué tratamiento precisa gplicar paralograr ladiferenciacion de los

embriones hasta d estado cotiledonar? : .
149.2 ¢QUEé tratamiento precisa gplicar paralograr detener laembriogéness
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recurrente? :

1493 ¢Qué tipo de anomdias observa en los embriones producidos, y como las
controla?

149.4 ¢Leresultafédl obtener embriones aidados? :

1495 ¢Obtiene resultados pogtivos con d ABA?: No

150. MADURACION

150.1 ¢QUE criterios gplica para determinar d grado de maduracion de sus
embriones sométicos/gaméticos? :

150.2 ¢Observa maduracion espontanea en sus cultivos?, S ¢Qué ladetermina? :

150.3 ¢Obtiene resultados pogitivos con d ABA?:

150.4 ¢Ha utilizado otros tratamientos como aplicacion de osméticos, regulacion

del metabolismo dd etileno, desecacion, deplecidn de nutrientes, frio u otros, para
favorecer lamaduracion?

1505 Sus embriones sométicos/gameticos, ¢son muy diferentes alos cigéticos? :

150.6 ¢Haredlizado estudios sobre embriogénesis cigdtica a fin de comparar entre
unos embriones'y otros?

150.7 ¢Exigte dgun rasgo morfoldgico (tamafio, forma, color...) para discernir que

embriones estan maduros 'y aptos para germinar? :

150.8 ¢Dispone de marcadores histoquimicos 0 moleculares que definan alos
embriones maduros? :
150.9 En su sstema embriogénico, ¢es dta o baja latasa de obtencidn de embriones

maduros en relacion a la produccién tota de embriones? : tasa media

151. GERMINACION Y PASO A TIERRA

1511 ¢Hace samillas Sntéticas?

1512 ¢Aplicadgun tratamiento previo ala germinacion (verndizacion/
edratificacion)? :

151.3 ¢L0s porcentgjes de germinacion son Smilares alos de semilla? : mas bajos

1514 ¢Leocurre d problema de bloqueo del crecimiento de tdlo o raiz, o unagran
asncronia entre ambos? :

1515 ¢Germinain vitro o efecttia germinacion directa ex vitro?:

151.6 Hay dgun requisito especifico en d medio de germinacion, o usa medio basal
sn reguladores? :

1517 ¢Tiene experienciaen lautilizacion del &cido ascérbico como etimulante del
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desarrollo dd meritemo caulinar? : No
1518 cTiene dificultades con laadimatacion? : S
1519 ¢QuEé factores considera que influyen mas sobre laadlimatacion? Adecuacion

de las plantas a niveles de humedad bajos, calidad de planta

152. CONFORMACION DE LASPLANTAS PRODUCIDAS

152.1 ¢Cud es ladiferencials més apreciablel/s con las plantas obtenidas de semilla?
: SON Menos vigor0sas

1522 ¢Qué tipo de maformaciones se observan? : Vlal formaciones en hojas
(hojas cotiledonares)

1523 ¢Revierten dichas maformaciones con € tiempo en cultivo? : S

1524 ¢Han establecido ensayos comparativos en campo? : S, se esta comparando

el crecimiento de plantas procedentes de embriogénesis (a partir de hojas de
planta joven y hojas de arbol adulto)y procedentes de la germinacion de
bellotas

1525 ¢Han evaluado la estabilidad genética en las diferentes fases ddl proceso de
regeneracion por embriogénesis? : S, en fase de embriogénesis recurrente

1526 ¢Qué metodologia emplea para dicha evduacion? Viarcadores RAPD vy
AFLP.

1527 S trabaja con embriogéness gamética, ¢qué tratamiento aplica, y en qué fase
dd cultivo, paralograr laduplicacion cromosdmica?; ¢se vé afectado su sstemade
regeneracion por dicho tratamiento?

153. CONCLUSION

153.1 ¢En cud de las especies con las que trabgja consdera que su sstemade
regeneracion por embriogénesis podria estar a nive de gplicacion preindustrid? : E
alcornoque.

1532 ¢Podria automatizarse dguno de sus pasos?: S, |a
multiplicacion(embriogénesis recurrente).

153.3 ¢Qué aspecto considera mas importante o llamativo de su proceso de
regeneracion quele gustaria poner en comun para su anélisisy discusiéon por
los asistentes a la reunion sobre embriogénesis somatica? : | mportante efecto
del momento de la recogida de trozos de ramas de los arboles adultos sobre la
capacidad embriogénica de hojas en expansion procedentes de brotes
epicormicos inducidos en dichos trozos de ramas en condiciones controladas.
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