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RESUM

En aguest treball s°ha estudiat 1a susceptibilitat dels embricns, 'endosperma § els-dovuls de la
surera, Quercus suber L., a 'embriogénesi somatica amb diverses concentracions de 2.4-D.
5’han obtingut mostres amb periodicitat quinzenal al larg de tot el pericde de desenvolupament
del fruit, des del juny fins al setembre. Els embrions formen cal-Tus, dels quals s obtencn embrions
de tipus globular, embrions cardiacis, i embrions somatics amb cotiledons en diversos graus de
desenvolupament. Els explants d’endosperma i els &vuls no desenvolupats no van mostear, en
general, una capacitat de resposta adequada.

RESUMEN

Se ha estudiado la susceptibilidad de embriones, endespermo y 6vuios de alcomogue {Quercus
suber L.} alainduccién de embriogénesis somdtica con distintas concentraciones de 2,4-Dr ya
lo largo del pericdo de desarrollo del frute, tormando las muestras guincenalmente, desde junio
aseptiembre. Enembriones se formé calio, del cual se obtuvieren estructuras organizadas de tipo
globular, corazén y embriones sométicos con cotiledones en diversos grados de desarrolle,
mientras que los explantos de endosperno y dvulos no desarrolladoes no mostraron, en general,
capacidad de respucsta adecuada.

ABSTRACT

Susceptibility of cork cak (Quercus suber L.} embryos, endosperm and ovules to somatic
embryogenesis induction has been studied. 2,4-I at different concentrations was tested. Samples
were collected every two weeks, along the fruit development period, from June till September.
The embryos formed callus, from which globular and heart and torpedo-shaped structures and
somatic embryos at different developing degrees were obtained.
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INTRODUCCION

Ei alcornoque (Quercus suber L.} es una especie de destacado papel ecolégice y
forestal en la Europa mediterrdnea, especialmente en Portugal v Espafia. También
tlene suma importancia econdmica e industrial, por su produccién de corcho,
material de especiales caracteristicas fisico-mecdnicas y tecnol6gicas, que lo hacen
indispensable para determinadas manufacturas (industria corcho-taponera, mobilia-
rio y decoracidn, aislamientos, etc.).

La propagacitn del alcornoque, tanto vegetativa como de semilla para repobla-
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ci6n, presenta numerosas dificultades, por lo que nos hemos planteado la bisqueda
de sistemas allernativos de propagacién, tales como el cultivo de tejidos y la
embriogénesis somatica. En trabajos anteriores {(Pardos 1981, Manzanera y Pardos
1990) se ha estudiado la micropropagacion de individuos juveniles y de adultos
rejuvenecidos. La embriogénesis somética se vislumbra come unc de los métedos
de propagacion del future, pues combina aspectos favorables del empleo de semillas,
método tradicionalmente utilizado en el dmbito forestal, con el uso de clones
procedentes de individuos sobresalientes. Hasta la fecha, la embriogénesis somética
ha sido muy escasamente estudiada en esta especie {Maataoui y Espagnac, 1987}, v
sin llegar a obtener la regeneracidn de plantulas. Por estas razones, nos hemos
propuesto estudiar la induccién de embrioides somdticos en alcornoque, con vistas
z su futura aplicacién a la mejora genética de esta especie.

MATERIAL Y METODOS

Como material vegetal se tomaron embriones inmaduros, porciones de endospermo
y évulos en bellotas de ocho alcornoques de buena produccién de la finca La
Herguijuela (Caceres), designados por 1H, 3H, 7H, 8H, 9H, 10H, 11H y 12H. Se
efectuaron recolecciones alo largo de todo el perfodo de desarrollo del fruto, coniuna
periodicidad quincenal, desde el fin de la floracién, que tuvo lugar en mayo y junio,
hasta la maduracién, en septiembre. Las fechas de recoleccién fueron: 25 de junio,
S y23dejulio, 6y20deagosto, y 4y 18 de septiembre. Se recogieron unas 50 bellotas
por drbol, se prepararon pelando la cipula y se esterilizaron con una solucién de
CIONa 2%, mds unas gotas de Tween 20, en camara de flujo laminar. A continuacién
se lavaron tres veces, durante 10 min, con agua destilada estéril.

Las bellotas se diseccionaron con ayuda de una lupa binocular, para extraer el
embribn, porciones de endospermo y évulos no desarrollades, que se cultivaron en
medio con la siguiente composicidn: macronutrientes de Sommer et al. (1975},
micronutrientes de Murashige-Skoog (1962) v los siguientes cofactores: &cido
ascorbico (2 mg/l}, 4cido nicotinico (I mg/l), glutamina (500 mg/l}, pantotenato
céleico (1 mgM), piridoxina (I mg/l) y tiamina {1 mg/l). Como fuente de carbono se
utilizé sacarosa (30 g/1). Como reguladores de crecimiento se emplearon: dcido 2.4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), 6-bencil adenina {BA), 4cido naftalén-acético (ANA),
dcido giberélico (GA3) y dcido abscisico (ABA). El pH del medic de cultivo se ajust6
entre 5,5 y 5,7, con NaOH (¢,5N 6 CIH 0,IN. Se esterilizé en autoclave a 0,6
atmdsferas (115°C) durante 20 min, excepto la glutamina, GA3 y ABA, que se
esterilizaron por filtracion con filtros Millipore de 0,22, y se afiadieron al medio de
cultivo después de autoclave.

La mitad de los explantos se cultivaron en medic solidificade con agar (8 g/1)
dispensado en placas de Petri, y 1a otra mitad se cultivé en medio liquido, en matraces
Erlenmeyer de 100 ¢ 250 ml, con 25 é 50 ml de medio, respectivamente. Se
establecieron 5 explantos por tratamiento ¥ tipo de medio (sélide o liquido). Los
cultivos en medio liguido se mantuvieron en agitacién a 100 rpm.

Para el desarrollo de los embsriones somadticos se compararen los siguientes
tratamientos: ABA {1 mg/l) GA3 (1 mg/l} BA (0,1 mg/l) combinados con ANA (0,01
mg/l); y GA3 (1 mg/l} con BA (0,1 mg/T) y ANA (0,01 mg/1}, afiadidos al medio de
cultivo basal sélido. Como material vegetal se emplearon embriones somaticos
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formados en medio sélido, de las recolecciones 1° a 5% Los tratamientos duraron un
mes. A continuacion, se transfirieron a medic basal sélido, en el que se sustituyd la
glutamina por uno de Jos cuatro tratamientos de aminodcidos siguientes: asparagina
(500 mg/); arginina (300 mg/}); glutamina (500 mg/l) come contrel; y la combina-
¢ifn de asparagina (167 mg/l) con arginina (167 mg/l) y glutamina {167 mg/1).

Los cultivos se incubaron en camara climética con fotoperfodo de 16 hr, y 5.000
lux de irradiancia. La temperatura diurna fue de 25 C v la nocturna, de 22 °C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Recoleccion del material vegetal

El objeto de efectuar recolecciones periddicas del material vegetal fue estudiar la
capacidad de reaccidn de los distintos explantos iniciales ensayados, y la posible
variacion de la misma en el tiempe, en funcién del desarrollo de los expiantos,

En la primera recoleccidn (25 de junic), casi todo el material eran flores
femeninas, al poco tempo de la pelinizacidn, con dvulos poce desarrollados y que
n¢ mostraban diferencias de tamafio entre ellos. Apenas se pudieron distiguir unos
pocos embriones. En la segunda recoleccién (9 de julio), se empezaron a observar
embriones de pequefic tamaiic, con el tipico estadio de «corazény, envueltos en un
endospermo fluido. Ya en la tercera recoleccion (23 de julio), algunos embriones
estaban bastante desarrollados, ocupando completamente la cavidad del évulo. En
algin caso en que el endospermo no habia sido consumidoe en su totalidad, éste poseia
una consistencia sélida o gelatinosa. Un aspecto similar presentaron los embriones
observadoes en la cuarta y quinta recolecciones (6 y 20 de agosto), aungue con
progresivo aumento de tamaiic. En la sexta y séptima recolecciones (4 y 18 de
septiembre), los embriones mostraban un tamafio similar al de la madurez, llenando

Tabla 1: Respuestas embriogénicas en cultivos de évulos (o) y endospermo (e) en medio
solido.

Recoleccion
2.4-I (mg/) I® 20 3 F-N 5
0,5 +o) -(0} -(e) -(e)
1 -(0) -(0) ~(e} (e} -(e)
3 {o) -(0) -{e) -{e)
10 -(0) -(0) -(e) -(e) -(e)

- = sin respuesta

= formacién de calio
+ = induccién de embrionss
o = dvulos

& = endospermo
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totalmente el volumen de 1a bellota. Para su establecimiento en cultivo, hubieron de
ser seccionados en rodajas.

Tipo de explanto inicial

Las respuestas de los tres tipos de explanto inicial empleado se reflejan en 1as Tablas
1 {porciones de endospermo y évulos}, 2 y 3 (embriones). El endospermo neo dio, en
ningin caso, lugar a una respuesta positiva, salvo en un tratamiento, en €l gue se
formé callo, de color blanco cremoso (Tabla 1}, Los évulos no desarrollados dieron
lugar en dos tratamientos a la formacidn de callo, y séle en uno de éstos se indujo la
aparicién de embriogénesis somdtica.

En cambic, partiendo de embriones zigdticos, las respuestas a la accidn inductora
del tratamiento se manifestaron mucho mds abundantemente, formédndose primero
estructuras globulares (Fig. | y 2}, que més tarde dieron lugar a embriones sométicos
(Fig. 3), tanto en medio liquido {Tabla 2} como sélido {Tabla 3). En ambeos tipos de
medio de cultivo, se puede observar que el material vegetal que dio mejores
respuestas a la induccion de embriogénesis somética fue el recolectado en el mes de
agosto. También las recolecciones de septiembre dieron bastantes resultados positi-
vos. En junio y julio, en cambic, hubo mayor niimero de explantos que no respondie-
ron al tratamiento. Nuestros resultados contrastan con los de Gingas y Lineberger
{1989), que constataron una capacidad embricgénica muy delimitada en el tempoen
embriones de Quercus rubra. Estos s6lo dieron lugar a la formacién de embriones
somdticos cuando fueron recogidos entre cuatro y siete sernanas después de la
fertilizacion, que tuvo lugar en junie, reduciéndose drésticamente su capacidad
regenerativa fuera de dicho periodo. Nuestra especie, al mostrar una floracién difusa
y una fructificacién anual y bianual, presenta en una misma época distintos grados
de desarrolle del embridn. Ademés, salvo cuando éste es de tamaifio muy reducido,

Tablg 2.- Respuestas embriogénicas en cultivos de embriones zigdticos en medio liquido.

Recoleceidn

2.4- {mgfl) I 2 3 4 5 &° "

{Porcentaje de cultivos embriogénicos)

0.5 0 15(+) 100(+) 50(%y 100(%)
1 0 500%*y 66,7(+y SO  I00(+)  50(*) 66,7(*)
s 0 0 1000 500 100EH 500 100¢)
10 0 0 0 100()
- = sin respuesta organogénica
= callo

+ = formacitn de estructuras globulares
# = embriones somdticos en estadio de corazén
* = embriones somdticos cotiledonares
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Tabhla 3.- Respuesta embriogénica en cultivos de embriones zigdticos en medio sélide.

Recoleccitn

2.4-D (mgfl} » 2° 3 & 5 6" 7

{Porcentaje de cuitivos embriogénicos)

0.5 50(*) 200%)  s50(*) 857(+) 100(*) 8O(*) 100(*)

I 500**)  20(*) 50(+) B37(+) 100{*)} 8&0(*) 100(®
5 25(%) 0 200¥%) 71L4(+) 100(+) 40(*) 100(+)
10 c ¢ 40(+)  B5.7(*) 100(+) 40(*%) 0

- = sin respuesta organcgénica
= formacidn de callo
+ = formacién de estructuras globulares
# = embrioncs somdticos en estadio de corazdn
* = embriones somdticos cotiledonares
**+= embriones sométicos germinando

¥igura 1.- Formacién de estructuras globulares y de tipo corazén en callo inducido a
partir de un embrién zigdtico inmaduro.
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Figura 2.- Detalle de la formacidn de estructuras globulares en calle

tiene buena capacidad embriogénica en un amplio rango de estadios de desarrollo.
Por otra parte, la mayoria de los embriones somdticos se originaron directamente, o
bien indirectamente a través de callo, a partir del hipocétile, aungue los cotiledones
también mostraron actividad embriogénica.

Influencia del 2,4-D en la induccién de embriogénesis somatica

En experimentos anteriores con embriones de roble se estudié la actividad inductora
de embriogénesis en los reguladores de crecimiento BA (1 mg/T}, BA combinado con
ANA (0,1 a 10y 0,01 a 2 mg/l, respectivamente), ¥ 2,4-D (1 mg/1}. De todos ellos,
el 2,4-D fue el mejor {datos no publicados). Por ello, se ha ensayado como inico
inductor, en las siguientes concentraciones: 0,5, 1, 5 y 10 mg/l, afiadido al medio de
cultive, El tratamiento durd un mes, al cabo del cual se pasaron los explantos & medio
base, sin reguladores de crecimiento, para permitir la expresién de la embriogénesis
inducida. LaTabla4 muestraque, en cualquier concentracion, el 2,4-D fue un buen
inductor de embriogénesis. En el medio liquide no se apreciaron diferencias,
mientras que ¢n medio sdlide, las concentraciones de 0,5 ¥ 1 mg/l dieron mayor
porcentaje de cultivos embriogénicos que los tratados con 5 y 10 mg/l. Segiin
observaciones de otros autores {Sung, 1988}, el 2,4-D juega un papel estimulador de



PRIMERCS ENSAYQS DE INDUCCIGN DE EMBRIONES SOMATICOS DE ...

Tabla 4.- Porcentaje de embriones sométicos inducidos por accion del 2,4-D.

Concentracién de 2,4-D (mg/1}

Medic 0,5 1 5 10
Liquido 75.0% T1.4% 70,5% 70,0%
Agar 68.6% T14% 433% 4712%
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la divisién celular v del potencial embriogénico (Steward et al. 1964), pero se
convierteen inhibidor del posterior desarrellode las células embriogénicas (Halperin,
1970). Chalupa (1590), en cambio, trabajando con Quercus robur, obtuve
embriogénesis empleando BA solo o combinado con GA3, pere la adicién de 2,4-D
resultd ineficaz. En nuestro caso, algunos embriones somaéticos llegaron a desarro-
llarse durante el tratamiento con 2,4-D, antes de pasarse los cultivos a medio sin

reguladores de crecimiento.

Figura 3.- Embrién somaético desarrollade, obtenide en explanto de cotiledén.
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Tabla 5.- Germinacién de embriones soméaticos con reguladores de crecimiento y
aminodcidos.

Recoleccibn

[ a8 kL

Reguladores de crecimiento

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
GLN  ® * * * £ * 4 *
ARG * * ¥ * ¥k % * £ £+ kk
3hm  * L i L1 * #k # ok E1 E1]
ASN % * * * ok * * * *
1=BA (0,1 mg/) + ANA (0,01 mg/)
2=GA3 (Imgfl)

3= ABA (1 mg/l)
4 = GA3 () mgh) + BA (0,1 mg/l + ANA (0,01 mg/)

GLN = Glulamina

ARG = Arginina

ASN = Asparagina
3Am=GLN + ARG + ASN

* = gmbriones sométicos desarrollados
** = emnbriones somélicos germinados

Desarrollo de los embriones somdticos
Después de las fases de induccitn de embriogénesis con 2,4-D y de su expresién en
mediobasal, se estudié ] efecto de varios reguladores de crecimiento y aminodcidos
en el desarrollo de los embriones sométicos.

A los 25 dias del pase a medio con uno de dichos tratamientos con aminodcidos,
se empezd a observar la germinacién de embriones somdticos en varios de los
tratarmientos, como muestra la tabla 5. En 1a mayor parte de los casos se desarrolié
la radfcula, aunque también pudo observarse en algunos el desarrollo del epicétilo.

CONCLUSIONES

Losexperimentos llevados a cabo han confirmado que los embriones inmaduros son
un buen material de partida para obtener embriogénesis somdtica. El 2,4-D, en -
cualquiera de las concentraciones empleadas, pero particularmente a razén de 0,5 a
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1 mg/l, es un buen inductor de la misma. El desarrelle y ta germinacién de los
embriones sormaticos obtenidos se ha conseguido en varios tratamientos de regula-
dores de crecimiento y de aminoécidos, con resultados parecidos, sin que pueda
destacarse ninguno de ellos como el mejor. Estos resultados sugieren la necesidad de
ulteriores estudios para optimizar la obtencién de embriones sométicos en alcorno-
que.
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