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@ Resumen:

Método para la obtencién de embriones y plantas ha-
ploides de alcornoque.
La presente invencién se basa en una aplicacién de
la Biotecnologia vegetal a la mejora genética del al-
cornoque (Quercus Suber L.), dirigida a la obtencién
de Elantas haploides u homozigéticas puras mediante
embriogénesis gamética.
El método consiste en la obtencién de embriones ha-
ploides de alcornoque a partir de células gaméticas
(microsporas o granos de polen), mediante un tra-
tamiento de estrés, para la obtencién de plantas ho-
mozigética puras (lineas puras) aplicables a la mejora
enética del alcornoque.
Eos embriones gaméticos producidos se tratan con
frio, para induir su germinacién. Después se pasan a
medio para estimular el desarrollo del tallo y obtener
la produccién de plantas.
Este procedimiento resuelve los problemas de len-
titud en la obtencién de lineas puras por métodos
clasicos de mejora genética.
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DESCRIPCION

Método para la obtencién de embriones y
plantas haploides de alcornoque.
Sector de la técnica

La presente invencién se basa en una aplica-
ci6én de la Biotecnologia vegetal a la mejora gené-
tica del alcornoque (Quercus suber L.), dirigida a
la obtencién de plantas haploides u homozigdti-
cas puras (lineas puras) mediante embriogénesis
gamética.

Estado de la técnica: Antecedentes

El alcornoque es una especie vegetal en la cual
los largos ciclos reproductivos hacen inviable la
obtenciéon de lineas puras por métodos conven-
cionales, tales como retrocruzamientos. Por ello
se ha buscado una alternativa valida en la pro-
duccién de embriones haploides, que es el objeto
de la presente invencion.

La presente invencion expone un método via-
ble para la obtencién de embriones y plantas ha-
ploides en gran cantidad por embriogénesis ga-
mética. Por otra parte, nunca hasta ahora se
habia obtenido material haploide de alcornoque
por métodos biotecnolégicos.

Explicacién o descripcién de la invencién

El presente método consiste en la obtencién
de gran nimero de embriones haploides de alcor-
noque a partir de células gaméticas (microsporas
o granos de polen), para la obtencién de plantas
homozigéticas puras (lineas puras) aplicables a la
mejora genética del alcornoque.

La reproduccién sexual, o propagacién por se-
milla, en un método lento a la hora de obtener
nuevos cruces o variedades, mas aun si se requie-
ren retrocruzamientos y posterior seleccién de in-
dividuos. Por otra parte, la fructificaciéon del al-
cornoque es vecera, con una recurrencia de 2 o 3
anos, lo que dificulta la mejora genética clésica,
ya de por si lenta, puesto que se necesitan varios
anos para que las plantas alcancen la madurez
sexual.

Las ventajas que presenta este nuevo método
permiten la obtencién de embriones haploides en
una sola generacion de forma inmediata, los cua-
les se pueden utilizar en la obtencién de lineas
puras. Los requerimientos son minimos en cuanto
al material de partida, al espacio de cultivo y a la
potencial reduccién de costes. Por otra parte, uno
de los principales problemas que se solucionan es
la obtencién de planta de material seleccionado,
adaptado a las condiciones ecolégicas del medio.

Método por el cual se toman anteras con polen
inmaduro y se cultivan en condiciones asépticas,
en medio con sales minerales macronutrientes
(SO4 (NH4)2, NOgK 6 NOgNa, Cl2Ca.2H20,
SO4Mg7H20, KCI, y PO4H2N&.H20 o PO4HNa2).

Como solucién de micronutrientes se emplea
la de MURASHIGE y SKOOG (1962), ademds
se anade hierro quelado en forma de Fe-EDTA,
adicionando SO4Fe.7H,0 y NaoEDTA (etilendia-
mino tetraacetato de sodio).

Los cofactores empleados son los siguientes:
Acido ascérbico, Acido nicotinico, Pantotenato
calcico, Piridoxina, Tiamina y Glutamina.

Como fuente de carbono se utiliza sacarosa y
el pH del medio de cultivo se ajusta entre 5,5 y
5,7. Ademds, se anade 1% de carbén activo al
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medio. La esterilizacién se realiza en autoclave
entre 0,5 y 1 atmdsferas (115°C a 120°C) durante
20 minutos.

Después del establecimiento, los cultivos se
mantienen en una camara en oscuridad y tempe-
ratura de 33 £ 2°C durante 5 + 2 dias. Posterior-
mente los cultivos se mantienen en una camara
bajo condiciones ambientales de temperatura a
25°C en oscuridad.

Una vez se produce el fenémeno de embriogé-
nesis gamética, los embriones formados se trans-
fieren a medio de cultivo de igual composicién que
la descrita pero sin carbén activo.

Los embriones inducidos, una vez alcanzada la
madurez, se someten a un tratamiento de ruptura
del letargo, consistente en almacenarlos a baja
temperatura (2 a 5°C) durante dos a diez sema-
nas. A continuacién, se trasladan a una cdmara
a 25°C, con iluminacidn, para estimular la germi-
nacién. El desarrollo del tallo se mejora anadien-
do 6-benciladenina.

Las plantas germinadas se pueden transplan-
tar a envases normales, y se aclimatan en inver-
nadero.

Modo de realizacién

Se toman anteras con polen inmaduro y se
cultivan en condiciones asépticas, en medio con
la siguiente formula de sales minerales macronu-
trientes:

SO4(NH,)» 0,13 a 0,20 g/1
NO3K 6 NO3zNa 0,75 a 1,00 g/1
ClgCa.2H20 0,12 a 0,15 g/l
S0,Mg.7H,0 0,25 a 0,31 g/1
KCl 0,30 a 0,95 g/1
PO4H2N&H20 0,09 a 0,15 g/l

PO4HNay (opcional) 0,03 g/1

Como solucién de micronutrientes, se emplea

la de MURASHIGE Y SKOOG (1962):

BOsH; 6,200 mg/1
SO4Mn.H,O 16,900 mg/1
S047Zn.7TH2O 10,590 mg/1
IK 0,830 mg/1
MOO4N&22H20 0,250 mg/l
SO4CU.5H20 0,025 mg/l

Ademés se anade hierro quelado en forma de
FE-EDTA, adicionando 27,8 mg/1 de SO,Fe.TH20
y 37,3 mg/l de NagEDTA (etilendiamino tetraa-
cetato de sodio).

Los cofactores empleados son los siguientes:

Acido ascérbico 10 pM
Acido nicotinico 10 pM
Pantotenato calcico 5 pM
Piridoxina 5 uM
Tiamina 3 uM
Glutamina 3 mM

Como fuente de carbono, se utiliza sacarosa
(90 mM), carbén activo 1% (p/v), y el pH del
medio de cultivo se ajusta entre 5,5 y 5,7. La
esterilizacion se realiza en autoclave entre 0,5 y 1
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atmdsferas (115°C a 120°C) durante 20 minutos.

Después del establecimiento, los cultivos se
mantienen en una cadmara en oscuridad y tempe-
ratura de 33 £ 2°C durante 5 + 2 dias. Posterior-
mente los cultivos se mantienen en una camara
bajo condiciones ambientales de temperatura a
25°C en oscuridad.

A continuacién, los embriones gaméticos o ha-
ploides obtenidos se transfieren a medio de cul-
tivo de igual composiciéon que la descrita pero
sin carbén activo. Los embriones inducidos, una
vez alcanzada la madurez, se someten a un trata-
miento de ruptura del letargo, consistente en al-
macenarlos a baja temperatura (2 a 5°C) durante
dos a diez semanas. A continuacién, se trasladan
a una camara a 25°C, con iluminacién, para es-
timular la germinacién. El desarrollo del tallo se
mejora afiadiendo 6-benciladenina (BA) 0,4 a 0,5
uM al medio de germinacién.
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Las plantas germinadas se pueden transplan-
tar a envases normales, y se aclimatan en inver-
nadero.

Aplicacién industrial

La técnica descrita se puede aplicar industrial-
mente, mediante la organizacién de un laborato-
rio donde se pueden efectuar las operaciones an-
teriormente descritas. Para ello requiere cimaras
de flujo laminar, autoclaves, estufas de esterili-
zacién y el instrumental de manipulacién y enva-
ses de cultivo, etc.

Dicho laboratorio debe tener anexo un inver-
nadero con suficiente capacidad, para la aclima-
tacién y acondicionamiento de las plantas produ-
cidas. Dicho invernadero debe tener un ambiente
de control de humedad ambiental, y otro de en-
durecimiento. En ambos se debe disponer de un
sistema de regulacién de la temperatura, instala-
ciones de riego, etc.
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REIVINDICACIONES

1. Método de propagacién del alcornoque
basado en técnicas biotecnolégicas de induccién
de embriones haploides mediante embriogénesis a
partir de células gaméticas (microsporas o gra-
nos de polen), para la obtencién de plantas ho-
mozigéticas puras (lineas puras) aplicables a la
mejora genética del alcornoque, caracterizado
por el cultivo de células gaméticas (microsporas
o granos de polen), en condiciones asépticas, en
medio de cultivo con las sales minerales macronu-
trientes SO4(NHy)o (de 0,13 a 0,20 g/1), NOsK 6
NO3sNa (de 0,75 a 1,00 g/1), Cl2Ca.2H20 (de 0,12
a 0,15 g/1), SO4Mg.7TH20 (de 0,25 a 0,31 g/1),
KCl (de 0,30 a 0,95 g/1), PO,HsNa.H50 (de 0,09
a 0,15 g/1), PO4HNay (opcional, 0,03 g/1), cofac-
tores acido ascérbico (10 puM), dcido nicotinico

10 uM), pantotenato cdlcico (5 uM), piridoxina
5 uM), tiamina (3 pM), glutamina (3 mM), y
con carbén activo (1 %).

2. Método segun reivindicacién 1 caracteri-
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zado porque las células gaméticas (microsporas
o granos de polen) se someten a un tratamiento
de estrés térmico, consistente en mantener una
temperatura de 33+2 °C durante tres a siete dias.

3. Método segun reivindicaciones 1 y 2, ca-
racterizado porque los embriones haploides in-
ducidos se transfieren a condiciones de madu-
racién, en medio de cultivo de igual composiciéon
que la descrita en la reivindicacién 2 pero sin
carbén activo.

4. Método segun reivindicaciones 1 a 3 ca-
racterizado porque los embriones haploides ma-
duros se someten a un tratamiento de ruptura del
letargo, consistente en almacenarlos a baja tem-
peratura (2 a 5 °C) durante dos a diez semanas, y
a continuacién se trasladan a condiciones de ger-
minacién en una cdmara a 25 °C, con iluminacién.

5. Método segun reivindicaciones 1 a 4 ca-
racterizado por transplantar las plantas germi-
nadas a envases normales de cultivo de plantas, y
aclimatarlas en invernadero.
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