Hammami et al. ITEA (2013), Vol. 109 (3), 275-289 275

Cultivo in vitro de Embriones Inmaduros en tres Citotipos
de Brachyopodium distachyon (L.) P. Beauv.

R. Hammami™!, E. Friero™, C. Soler™”, N. Jouve™ y J.M. Gonzalez™

* Departamento de Pomology, EEAD-CSIC Av. Montafiana 1005- 50059 Zaragoza (Spain)
** Departamento de Biologia Celular y Genética, Campus Universitario, Universidad de Alcala, 28871
Madrid (Espaina)
*** Departamento de Medio Ambiente del I.N.lLA., Finca La Canaleja, Alcala de Henares (Madrid)

Resumen

En este trabajo se ha analizado la respuesta al cultivo in vitro de muestras de seis poblaciones de Brachy-
podium distachyon (dos por cada uno de los citotipos 2n = 10; 2n = 20; 2n = 30), para lo cual se ha par-
tido de embriones cigéticos inmaduros que fueron sembrados en nueve medios de induccién de callos (BR1
a BR9), que se diferenciaban entre si en el regulador de crecimiento utilizado (Acido 2,4-Diclorofenoxia-
cético (2,4-D), Picloran o Dicamba) y en su concentracion (1, 2 6 4 mg/l). Para cada uno de los medios uti-
lizados se han realizado cuatro repeticiones de 20 embriones por tratamiento. Los resultados obtenidos
fueron analizados posteriormente mediante un analisis de la varianza (ANOVA) de las variables: n° de ca-
llos totales/n® total de embriones (TC); n° de callos compactos/n® total de callos (CC); n° de callos blandos/n®
total de callos (SC). La respuesta ha sido muy variable, tanto para el nUmero como para el tipo de callo
formado, dependiendo de la poblacion y el medio de cultivo empleado. Asi, las muestras con 2n = 30 cro-
mosomas son las que han dado lugar a un mayor nimero de callos totales y también de callos embrio-
génicos. La mejor respuesta se obtuvo en aquellos medios de cultivos que contenian 2,4-D, con indepen-
dencia de la concentracién. Los callos obtenidos se distribuyeron al azar en cuatro grupos y se sembraron
en un medio de regeneracion (G1) conteniendo BAP (0,5 mg/l) y se incubaron en una cdmara climatica con
un fotoperiodo de 14 h de luz y 22°C de temperatura constante. Al cabo de un mes se contabilizé el nu-
mero de brotes formados (verdes o albinos) y se calcularon las siguientes variables: n° de brotes totales
(verdes+ albinos)/n° total de callos (TSV), n° de brotes verdes/n° total callos (TSVC), n° de brotes verdes a
partir de callos compactos/n® total callos compactos (SCC), n° de brotes verdes a partir de callos blandos/n®
total callos blandos (SSC) y n° total brotes verdes/n® total embriones (R). Los ANOVA de estas variables, re-
velaron diferencias significativas entre las poblaciones para cada una de las variables estudiadas.

Los seis genotipos han sido clasificados en funcién de su aptitud para la regeneracion de plantas a par-
tir del cultivo in vitro de embriones inmaduros (variable R). Asi, las dos poblaciones con 2n = 30 cro-
mosomas, Bd238 y Bd341, fueron las de mejor comportamiento mientras que las poblaciones Bd160 y
‘Zulema’ con 2n = 10 cromosomas, mostraron la respuesta mas baja.
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Abstract
In vitro culture of inmature embryos in three cytotypes of Brachypodium distachyon (L.) P. Beauv.

In this work the in vitro culture response of six population samples of Brachypodium distachyon (two
by each one of the cytotypes of 2n = 10 2n = 20; 2n = 30) has been analyzed. Immature zygotic embryos
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were seeded for callus induction in nine culture media (BR1 to BR9), that were different to each other
in the growth regulator kind of (2, 4-dichlorophenoxyacetic acid (2, 4-D), Picloran or Dicamba) and con-
centration (1, 2 or 4 mg/l), with four repetitions with 20 embryos per treatment. Results were subse-
quently analyzed using an ANOVA test for the following variables:TC = total calluses number / total em-
bryos number; CC = compact calluses number / total calluses number; SC = soft calluses number/ total
calluses number. A very different response among them, as much for the number as for the type of cal-
lus developed, has been observed, based on the genotype and culture medium used. Thus, the sam-
ples with 2n = 30 chromosomes gave rise to a greater number of total calluses and embryogenic cal-
luses. The culture mediums that induced the best response were those that contained 2, 4-D in all the
concentrations tested. The obtained calluses were distributed in four repetitions and they were seeded
in the regeneration media containing N6-benzyl-aminopurine BAP (0.5 mg/l) and were transferred to
a chamber growth with a photoperiod of 14 h light and a constant temperature of 22°C. After a month,
the number of developed buds (green or albinos) was counted and were estimated the following vari-
ables: TSV = total number of buds (green + albinos) / total number of calluses; TSVC = number of green
buds / total number of calluses; SCC = number of green buds from compact calluses / total number of
compact calluses; SSC = number of green buds from soft calluses /total number of soft calluses; Total
green buds/total immature embryos (R). The ANOVA test for each one of the variables revealed sig-
nificant differences between the populations. The study of the variable R, that summarizes the response
of the in vitro culture, has allowed classifying the six populations based on its aptitude for the regen-
eration of plants from the in vitro culture of immature embryos. Thus, two populations of 2n = 30 chro-
mosomes, Bd238 and Bd341 were those of the best behavior, whereas the populations Bd160 and
*Zulema’ with 2n = 10 chromosomes, showed the lowest response.

Key words: Brachypodium distachyon, immature embryos, cytotypes, in vitro culture.

Introduccién cromosomas (Filiz et al., 2009; Hammami et
al., 2011b). Recientemente, Catalan et al.
(2012) han propuesto que los tres citotipos se
corresponden con tres especies diferentes
que serian Brachypdium distachyon (2n =
10), B. stacei (2n = 20) y el alopoliploide en-
tre ambas B. hybridum (2n = 30). Ademas,
Brachypodium se esta comenzando a utilizar
en la proteccién de suelos en terrenos some-
tidos a erosién por escorrentia como es el
caso de los olivares (Soler et al., 2004). Asi, se
han comercializado lineas de Brachypodium

Brachypodium distachyon (2n = 10) se ha
propuesto como especie modelo de los cere-
ales de climas templados entre los que se
encuentran el trigo, la cebada y el centeno
(Draper et al., 2001). Esta especie presenta
una serie de ventajas para llevar a cabo es-
tudios de gendédmica funcional. Entre ellas
destacan su pequefio genoma (335-400
Mpb), la reproduccién autégama, el pe-
quefo porte, su ciclo vegetativo corto (11 a

18 semanas), la sencillez de cultivo y la posi-
bilidad de su cultivo a altas densidades de
siembra (Opanowicz et al., 2011). Actual-
mente, se incluyen dentro de esta especies
otros citotipos con 2n = 20y 2n = 30 cromo-
somas, aunque estudios recientes indican que
el citotipo con 2n = 20 podria tratarse de
una especie diferente y el de 2n = 30 seria un
anfiploide entre las formas de 10 y las de 20

con 2n =10 (“Zulema’) y con 2n = 30 (‘Ibros’).

Ademas de otras caracteristicas, es deseable
que una especie modelo posea una buena
respuesta al cultivo in vitro, ya que muchas
de las aplicaciones a desarrollar y de los es-
tudios basicos que se deseen hacer, requieren
la posibilidad de regenerar plantas adultas y
fértiles a partir de células o tejidos. En este
sentido, desde la proposicion de B. distach-
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yon como modelo de cereales de climas tem-
plados, se han llevado a cabo estudios de
respuesta al cultivo in vitro en diferentes po-
blaciones (Bablak et al., 1995; Draper et al.,
2001 Hammami et al., 2011a).

En gramineas, se han desarrollado diferentes
medios de cultivo con el fin de inducir la em-
briogénesis somatica a partir de embriones
inmaduros, con respuestas muy variables
(Gonzalez et al., 2001; Kilinic, 2004; Sener et
al., 2008). De acuerdo con Evans et al. (1981)
la mayoria de los sistemas embriogénicos re-
quieren de una concentracion alta de auxina
en el medio para la induccién de los embrio-
nes somaticos. En el caso de las gramineas, la
auxina mas utilizada es el acido 2,4-Dicloro-
fenoxiacético (2,4-D). Otras auxinas sintéticas
tales como el Picloran, el &cido 2-benzothiazol
acéticoy el acido paraclorofenoxiacético tam-
bién han resultado ser bastante efectivas en
algunos casos (Kilinic, 2004; Sener et al., 2008).

Previo a este trabajo se llevd a cabo un estu-
dio de cultivo in vitro de embriones inmadu-
ros de una colecciéon de 23 poblaciones au-
toctonas espanolas de B. distachyon y dos
lineas comerciales ‘Ibros’ y ‘Zulema’ en dos
medios de induccion de embriogénesis so-
matica: MS y MSm diferenciados solamente
por el tipo de azucar afiadido al medio (Ham-
mami et al., 2011a). Los resultados de este
trabajo mostraron una amplia diversidad ge-
nética en la respuesta al cultivo in vitro de
embriones inmaduros, de manera que la co-
leccion abarca poblaciones recalcitrantes al
cultivo y otras con respuestas aceptables. En
el presente trabajo se estudiaron seis pobla-
ciones de B.distachyon (dos por cada cito-
tipo) y se ensayaron nueve medios de induc-
cion de embriogénesis somatica. Los medios
se basaron en el puesto a punto previamente
(Hammami et al., 2011a) y se diferenciaron
en el tipo de auxina (acido 2.4-Diclorofeno-
xiacético (2,4-D), Picloran o Dicamba) y en su
concentracion en el medio de induccion (1
mg/l, 2 mg/l y 4 mg/l). Con este estudio se

277

pretende estudiar: i)- la respuesta al cultivo
in vitro de los 3 citotipos (2n = 10, 20 y 30) de
Brachypodium, ii)- la influencia del requlador
de crecimiento y su concentracion en la esti-
mulacion de la capacidad embriogénica en
las tres formas, jii)- la capacidad para rege-
nerar plantas a partir de los callos obtenidos
en la fase anterior.

Materiales y métodos
Material Vegetal

Se han utilizado embriones inmaduros pro-
cedentes de cinco poblaciones silvestres de
Brachypodium distachyon, con diferentes nu-
meros cromosémicos: Bd160 y la variedad
comercial ‘Zulema’ con 2n = 10; Bd114 y
Bd115 con 2n = 20; Bd 238 y Bd341 con 2n =
30. Las poblaciones silvestres fueron recolec-
tadas por el grupo que dirige la Dra. Soler en
varias expediciones en los ultimos afios en
distintas localidades de la Peninsula ibérica.
Este material estd incluido dentro de una
amplia colecciéon de especies de gramineas
silvestres espafnolas que se conserva en la
Unidad de Mejora Genética Vegetal del INIA
(Departamento de Medio Ambiente, finca
La Canaleja, Alcala de Henares). La variedad
‘Zulema’ fue obtenida por domesticacion y
seleccién a partir de una poblacion silvestre
por el mismo grupo y ha sido registrada y
aprobada por la Oficina de Variedades Euro-
peas para su comercializacion por la empresa
Agrosa Semillas S.A.

Medios de cultivo

Se han empleado nueve medios de cultivo. El
medio basal consistioé en el medio de Muras-
hige y Skoog (1962) suplementado con 30 g/l
de maltosa y conteniendo 2,4-D, Dicamba o
Picloran a concentraciones de 1, 2 6 4 mg/l,
denominados medios BR1 (1 mg/l 2,4-D) a
BR9 (4 mg/l Picloran).
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Induccién de callos a partir de embriones
cigoéticos inmaduros de B. distachyon

Los embriones se obtuvieron de semillas en
formacion con una edad entre 15-25 dias des-
pués de la antesis. Se procedié a la desinfec-
cién de las semillas con una solucién 1:5 Do-
mestos™ manteniéndose en esta solucion con
agitacion suave durante 20 minutos. Luego se
lavaron 6 veces con agua destilada estéril en
una campana de flujo laminar. Las semillas
desinfectadas se diseccionaron con pinzas es-
tériles bajo observacién con lupa estereosco-
pica. De cada semilla se extrajo el embridn
junto al escutelo colocandose el embrién en
contacto con el medio de cultivo. El tamafo
de los embriones vari6 entre 0,3y 0,7 mm.

Se realizaron cuatro repeticiones de 20 em-
briones cada una, para cada uno de los me-
dios y poblacion. Las placas se cerraron con
Parafilm y se mantuvieron 4 6 5 semanas en
una estufa a 25°Cy en oscuridad. Se conta-
bilizé6 el nimero de callos compactos o em-
briogénicos, caracterizados por ser de con-
sistencia sélida y con estructuras globulares
en su superficie y de callos blandos, caracte-
rizados por su consistencia acuosa. A partir
de los datos obtenidos se calcularon las si-
guientes variables: n° de callos totales/n® to-
tal de embriones (TC); n° de callos embrio-
génicos/n® total de callos (CC); n° de callos
blandos/n® total de callos (SC). Se ha llevado
a cabo un analisis de varianza de dos vias
para cada una de las tres variables: TC, CCy
SC. Previo a este andlisis estadistico, se llevd
a cabo la transformacion de los valores de las
variables con el arc senVx, con el fin de nor-
malizar la distribucién. A continuacion se re-
alizé un test de LSD (Minima Diferencia Sig-
nificativa) con el fin de comparar las medias
de cada una de las poblaciones y medios de
induccion de callos empleados.
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Regeneracién de plantulas

Los callos obtenidos se distribuyeron en cua-
tro repeticiones y se sembraron en un medio
de regeneracion (G1), similar al medio de in-
duccion de callos pero conteniendo 6-benci-
laminopurina BAP (0,5 mg/L) como regulador
de crecimiento, y se mantuvieron en una ca-
mara climatica con un fotoperiodo de 14 h
de luz y 22°C de temperatura constante. Al
cabo de un mes se contabilizé el nUmero de
brotes formados (verdes o albinos) por cada
tipo de callo y se calcularon las siguientes va-
riables n° de brotes totales (verdes + albi-
nos)/n° total de callos (TSV), n° de brotes ver-
des/n® total de callos (TSVC), n° de brotes
verdes a partir de callos compactos/n® total
de callos compactos (SCC), n° total de brotes
verdes a partir de callos blandos/n® total de
callos blandos (S5C), n° total de brotes ver-
des/n® total embriones inmaduros (R). Se re-
alizé un analisis de varianza a cada una de las
variables estimadas en la fase de regenera-
cion de brotes. Previamente al ANOVA se
procedié a la normalizacion de las variables
mediante la aplicacion de las siguientes
transformaciones, TSC: arc senVx/10, TSVC:
arc senVx/10, SCC: arc senVx/100, SSC: arc
senVx/10, R: arc senVx/10.

Resultados
Fase de induccion de callos

El nimero total de embriones puestos en
cultivo en los diferentes medios ha sido de
4.400. Después de un mes de cultivo se ob-
servaron diferentes tipos de callos: compac-
tos o embriogénicos, blandos, necréticos y en
algunos casos varios tipos diferentes en un
mismo callo.
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BD 114-BR 2 (27 dias)x 1.6
Callo:E

BD 115-BR 2 (30 Dias) x2
Callo:E

BD 115-BR 2 (30 dias)x 2.5

Callo:E BD341-BR1 (17 dias)x 0.8

Callo: E

Figura 1. Respuesta a la induccion de callos embriogénicos sobre medios BR1y BR2 de los embriones
inmaduros procedentes de Bd114 (2n = 20), Bd115 (2n = 20) y Bd341 (2n = 30).
Ejemplos de callos embriogénicos (E).
Figure 1. Response to embryogenic callus induction on medium BR1 and BR2 of immature embryos
from Bd114 (2n = 20), Bd115 (2n = 20) and Bd341 (2n = 30). Examples of embryogenic calls (E).

BD 238- BRS (21 dias)x 1 B0 238 BR!kZm;J
Callo:F Callo:F ’y

Figura 2. Respuesta a la induccion de callos embriogénicos sobre medios BR3 y BR4 de embriones
inmaduros procedentes de Bd114 (2n = 20). Ejemplos de callos fofos (F).
Figure 2. Response to embryogenic callus induction on medium BR3 and BR4 of immature
embryos from Bd114 (2n = 20). Examples of soft callus (F).
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En las figuras 1y 2 se muestran algunos ejem-
plos de los diferentes tipos de callos encontra-
dos. A partir de la respuesta de los diferentes ci-
totipos en los 9 medios de cultivo ensayados, se
calcularon las variables TC, CCy SCy se llevo a
cabo un analisis de varianza en funcién de la
poblacion, medio de induccién de callos y la
interaccion entre ellos (Tabla 1). Se puede ob-
servar que en todos los casos las diferencias
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fueron altamente significativas.El test de LSD
ha permitido agrupar los genotipos en fun-
Cién de su respuesta para las diferentes varia-
bles. En el caso de la variable TC, las pobla-
ciones con 2n = 20 cromosomas (Bd114 y
Bd115) son las que dieron los valores mas ba-
jos y se comportaron de manera diferente al
resto de las poblaciones, que no mostraron di-
ferencias significativas entre ellas (Tabla 2).

Tabla 1. Resultados del ANOVA de las tres variables analizadas:
n° de callos totales/n° total de embriones (TC); n° de callos compactos/n® total de callos (CC);
n° de callos blandos/n°® total de callos (SC)
Table 1. Results of the ANOVA of three analyzed variables: TC = total calluses number / total
embryos number; CC = compact calluses number / total calluses number;
SC = soft calluses number/ total calluses number

Variables  Fuente Variacion gl Suma de Cuadrados Media de Cuadrados  Coeficiente-F

TC Poblacion (G) 5 46802 9360 35,16%**
Medio (M) 21677 2709 10,18***
GxM 40 19913 497 1,87***
Residuos 162 43129 266 -
Total 215 131523 - -

cc Poblacién (G) 5 63824 12764 47,95%**
Medio (M) 8 37106 4638 17,42%**
GxM 40 48010 1200 4,51%**
Residuos 162 43125 266
Total 215 192067

SC Poblacién (G) 5 106453 21290 53,86***
Medio (M) 8 16332 2041 5,16%**
GxM 40 45325 1133 2,87%**
Residuos 162 64037 395 -
Total 215 232147 -

*** = significativa p<0,001.

Los callos embriogénicos son los que presen-
tan un mayor interés por ser los que general-
mente presentan una mayor capacidad para
regenerar plantulas. Por ello se ha realizado
un estudio de la produccién de los callos em-
briogénicos y también de los callos blandos en

las seis poblaciones utilizadas. El andlisis de va-
rianza mostré diferencias significativas en to-
dos los casos y el test de LSD realizado para la
variable CC indica la existencia de diferen-
cias entre las muestras procedentes de las po-
blaciones de distintos niveles cromosémicos.
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Bd160 y ‘Zulema’, con 2n = 10, son las que
presentaron una respuesta mas baja mientras
que Bd238 y Bd341 con 2n =30y Bd115 (2n
= 20) presentaron la respuesta mas alta. Res-
pecto a la variable SC, las muestras de 2n = 10
cromosomas son los que dieron valores mas
altos, estadisticamente diferentes a los res-
tantes y en especial a los que tiene 2n = 20,
que son los que mostraron los valores mas
bajos (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de la comparacién multiple
de las distintas poblaciones analizadas para las
variables TC, CC, y SC. Poblaciones seguidas de
la misma letra no son significativamente
diferentes (Test LSD)
Table 2. LSD Results of different populations
for the variables TC, CC and SC

Variables
Poblacién TC cC SC
Bd160 b a
‘Zulema’ b a
Bd114 a b a
Bd115 a C a
Bd238 b c c
Bd341 b C b

Se realiz6 un ANOVA de cada una de las va-
riables (TC, CCy SC) en funcién del medio de
induccién de callos (BR1 a BR9) y también se
aplicé un test de LSD. Los resultados obteni-
dos indican que para el caso de las variables
TCy CClos medios BR1, BR2 y BR3 que estan
suplementados con tres concentraciones di-
ferentes del 2.4-D (1 mg/l, 2 mg/l, y 4 mg/I,
respectivamente) y el medio BR6 conte-
niendo Dicamba (4 mg/l) fueron los que en
mayor medida favorecieron la formacién de
callos totales y en particular de callos com-
pactos, mientras que en los medios BR7, BR8
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y BRI preparados con Picloran (1mg/l, 2mg/I
y 4mg/l, respectivamente) son los que pre-
sentaron los valores mas bajos para estas va-
riables (Tabla 3). Respecto a la variable SC, la
diferencia entre los nueve medios no es tan
clara, aunque en general los medios suple-
mentados con Picloran indujeron una mayor
proporcion de callos blandos (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de la comparacién multiple
de los distintos medios de cultivo analizados
para las variables TC, CC, y SC. Poblaciones
seguidas de la misma letra no son
significativamente diferentes (Test LSD)
Table 3. LSD Results of different culture
mediums for the variables TC, CC and SC

Variables
Medio TC ccC SC
BR1 cd d ab
BR2 d d ab
BR3 d a
BR4 ab a abc
BR5 bc bcd abc
BR6 bcd cd abc
BR7 a a bc
BR8 ab ab c
BR9 ab abc C

Fase de regeneracién de plantulas

La obtencién de brotes verdes a partir de los
callos, es una de las etapas mas criticas en el
proceso de cultivo in vitro vegetal. Los callos
obtenidos en cada uno de los nueve medios
de induccién (BR1 a BR9) se distribuyeron en
cuatro réplicas y fueron sembrados en el me-
dio de germinacién G1. En la Figura 3 se
muestran imagenes de plantulas obtenidas a
partir de diferentes poblaciones.
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Tabla 4. Resultado del ANOVA de las variables analizadas: n°® de brotes totales (verdes+ albinos)/n®
total de callos (TSV), n° de brotes verdes/n® total callos (TSVC), n° de brotes verdes a partir de callos
compactos/n® total callos compactos (SCC), n° de brotes verdes a partir de callos blandos/n° total
callos blandos (SSC) y n° total brotes verdes/n° total embriones (R)

Table 4. Result of the ANOVA of analyzed variables : TSV = total number of buds (green + albinos) /
total number of calluses; TSVC = number of green buds / total number of calluses; SCC = number of
green buds from compact calluses / total number of compact calluses; SSC = number of green buds
from soft calluses /total number of soft calluses; Total green buds/total immature embryos R

Variables  Fuente Variacion g.l  Suma de Cuadrados Media de Cuadrados Coeficiente-F

TSC Entre poblaciones 5 2084 416 17,61%%*
Dentro poblacion 18 425 23 -
Total 23 2510 - -

TSVC Entre poblaciones 5 1787 357 17,29%**
Dentro poblacion 18 372 10 -
Total 23 2159 - -

SCC Entre poblaciones 5 853 170 16,57***
Dentro poblacion 18 185 10 -
Total 23 1039 - -

SSC Entre poblaciones 5 689 137 3,87 (ns)
Dentro poblacion 18 641 35 -
Total 23 1331 - -

R Entre poblaciones 5 1701 340 17,07%**
Dentro poblacion 18 358 19 -
Total 23 2060,71 - -

*** = significativa p<0,001; (ns) = no significativa.

A partir de los resultados obtenidos se cal-
cularon las variables TSVC, TSC, SCC, SSCy R
y se llevd a cabo un ANOVA. En la Tabla 4, se
muestran los resultados del andlisis de la va-
rianza de las cinco variables estudiadas. En
todos los casos se han observado diferencias
estadisticamente significativas, excepto para
la variable SSC. La falta de significacién para
los brotes verdes derivados de callos blandos,
probablemente se debe al pequefio nimero
de callos blandos que regeneraron plantas,
con una notable variacién entre las distintas
poblaciones y con desviaciones tipicas muy

grandes, que hacen que las comparaciones
resulten no significativas.

Se ha aplicado un test de LSD para las cuatro
plantulas restantes con el fin de agrupar las
poblaciones que presentan una respuesta si-
milar. Los resultados se detallan en la Tabla 5.

En general se observa que, para las varia-
bles TSC, TSVC, SCCy R las poblaciones con 2n
= 30, Bd238 y Bd341 son las que muestran
mayores valores, mientras que las poblacio-
nes con 2n = 10, Bd160 y ‘Zulema’ son las que
presentan valores mas bajos.
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Figura 3. Resultados de la regeneracion de brotes verdes a partir de callos compactos de las
poblaciones Bd238, Bd341, Bd115 y Bd114, obtenidos en los medios de induccién BR1, BR2 y BR3.
Figure 3. Results of green shoot regeneration of compact callus from BD238 Bd341,
and Bd114 Bd115 obtained in induction medium BR1, BR2 and BR3.
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Tabla 5. Resultados de la comparaciéon multiple de las distintas poblaciones analizadas
para las variables TSV, TSVC, SCC, y R. Poblaciones seguidas de la misma letra
no son significativamente diferentes (Test LSD)
Table 5. LSD Results for the variables TSV, TSVC, SCC, SSC and R
Poblacién Variables
TSC TSVC SccC SSC R

Bd160 a a a a a
‘Zulema’ a ab b ab ab
Bd114 b bc ab a abc
Bd115 b C b a bc
Bd238 c d ab d
Bd341 b c b b C

La variable R puede considerarse como una
estimacion global de la capacidad de una
poblaciéon dada para regenerar brotes a par-
tir del cultivo in vitro de embriones inmadu-
ros. La poblacion Bd238 es la que mostré un
valor mas elevado, al alcanzar las 2,21 plan-
tas regeneradas por embrién inmaduro cul-
tivado in vitro. Este valor es casi cinco veces
superior al de la poblaciéon Bd341 que al-
canzo6 un valor de 0,47.

Discusion

En los ultimos afos se ha propuesto a Brachy-
podium distachyon como especie modelo de
los cereales de climas templados, por lo que
es necesario contar con herramientas que
permitan abordar tanto estudios basicos
como aplicaciones biotecnoldégicas. Asi, es ne-
cesario disponer de protocolos de cultivo in vi-
tro, que permitan regenerar plantas a partir
de diferentes explantes y ademas disponer de
genotipos que respondan adecuadamente al
cultivo in vitro. En este trabajo se ha estu-
diado la respuesta al cultivo in vitro de em-
briones inmaduros de una muestra de pobla-

ciones silvestres de la especie B. distachyon
con diferente nimero de cromosomas, reco-
lectadas en la Peninsula Ibérica (Soler et al.,
2004). Ademas, en la vertiente aplicada inte-
resa como fuente de obtencion de variedades
Utiles para la proteccién de suelos, especial-
mente en relacién con cultivos lefosos.

En cereales, los embriones inmaduros son los
explantes que mejor respuesta han mostrado
al cultivo in vitro. (Ahloowalia, 1982; Gonza-
lez et al., 2001; Rikiishi et al., 2003; Halam-
kova et al., 2004; Li et al., 2006; Chauhan et
al., 2007). En el caso de B. distachyon se han
obtenido callos embriogénicos y regenera-
cion de plantas con anterioridad al presente
trabajo, si bien en un reducido nimero de
materiales (Bablak et al., 1995; Christiansen
et al., 2005; Bahar et al., 2008), no habién-
dose llevado a cabo una comparacién de re-
sultados entre citotipos con diferente nu-
mero de cromosomas.

A la vista de los resultados obtenidos en un
ensayo previo de cultivo in vitro limitado a
dos medios de cultivo (Hammami et al.,
2011a), se eligieron seis poblaciones con di-
ferentes numeros cromosoémicos. A partir de
estos materiales se ha llevado a cabo un es-
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tudio sobre la influencia de los diferentes
niveles cromosémicos de las poblaciones ana-
lizadas, el tipo y la concentracion de la auxina
afadida a los medios (2,4-D, Dicamba o Pi-
cloran) y la interaccién ‘medio x poblacién’.

En la primera etapa del cultivo, consistente
en la induccion de callos, se analizaron tres
variables diferentes: TC, CCy SC, y se aplicd
un ANOVA y un test de LSD para cada una de
ellas. Todos los ANOVA resultaron significa-
tivos tanto para el genotipo, el medio de
cultivo y su interaccién. Del andlisis global de
los resultados de esta primera fase hay que
sefialar que las poblaciones con 2n = 10 fue-
ron las que produjeron callos compactos en
menor cantidad y mayor de callos blandos.
Las poblaciones con 2n =20 y 2n = 30 tuvie-
ron un comportamiento similar para la pro-
duccién total de callos y diferente de las po-
blaciones de 10 cromosomas. Respecto a la
produccién de callos compactos fueron las
poblaciones con 2n =30y la poblacién Bd 115
(2n = 20) las que tuvieron una respuesta si-
milar y mas alta. El analisis de varianza de la
variable CC mostr6 diferencias estadistica-
mente significativas entre los distintos mate-
riales ensayados para las tres variables citadas.
Ademas, el test de LSD aplicado a los datos re-
velé también la existencia de diferencias sig-
nificativas entre las muestras pertenecientes
a las poblaciones de distintos niveles cromo-
somicos. Los materiales de menor niumero de
cromosomas (2n = 10) son los que manifesta-
ron las respuestas mas bajas en cuanto a la
produccion de callos compactos/total de callos
formados. Son ademas los que produjeron
un porcentaje mas alto de callos blandos. Los
restantes materiales, con 2n = 20 y 2n = 30,
presentaron unas buenas respuestas con ni-
veles mas altos para esta variable.

La influencia de la composicion del medio en
el desarrollo de los embriones inmaduros ha
sido estudiada en trabajos previos de otros au-
tores (Carman et al., 1988; Hanzel et al., 1985).
En este sentido, Elwafay Ismail (1999), y Alok
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et al. (1999), han propuesto que la formacién
de callos depende de varios factores determi-
nantes tales como el tipo del explante (Vasil,
1994) y su estado de maduracioén (Varshney et
al., 1996), el tamafio del embrion (Draper et
al., 2001) y la composiciéon nutricional del
medio de cultivo empleado (Mathias y Simp-
son, 1986; Ahmad et al., 2002).

Los resultados del presente trabajo confirman
lo observado por Serhantova et al. (2004),
que analizaron la respuesta al cultivo in vitro
de 13 cultivares de cebada en medios suple-
mentados con 2,4-D, Dicamba y Picloran. De
los 13 genotipos, en 11 de ellos se obtuvieron
los porcentajes mas altos de callos embrio-
génicos en los medios que contenian 2,4-D.
De estos 11 genotipos en 8 de ellos no se en-
contraron diferencias significativas entre los
medios que contenian Dicamba o Piclorany
concluyeron que la mejor respuesta la pre-
sentan los embriones sembrados en medios
preparados con 2,4-D a una concentracion
igual a 2,5 mg/l. De igual manera, Sikandar et
al. (2007), estudiaron la respuesta al cultivo de
embriones maduros en dos variedades de
trigo harinero y sugirieron que la frecuencia
de callos embriogénicos variaba en funcion
de la concentracién de 2,4-D y observaron
un potencial maximo a una concentracién de
3,5 mg/l en las variedades utilizadas. Tam-
bién, Shafquat et al. (2009) estudiaron la res-
puesta al cultivo in vitro de tres variedades de
Triticum aestivum en diferentes concentra-
ciones de auxinas y sugirieron que la variedad
‘Khirman’ produjo un porcentaje alto de ca-
llos compactos en un medio suplementado
con 2.4-D (1 mg/l) + kin (1 mg/l) + NAA (2
mg/l) mientras que la variedad ‘Soghat-90’
mostré la misma repuesta en los diferentes
medios de cultivo. Kilinc (2004) analiz6 el
comportamiento al cultivo in vitro de em-
briones maduros procedentes de siete culti-
vares de trigo blando en medios preparados
con distintas concentraciones de Dicamba
(2,5; 5; 7,5y 10 mg/l) y sus resultados mostra-
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ron que la tasa de formacion de callos esta in-
fluida significativamente por el genotipoy la
concentracién de auxina, obteniéndose las
tasas mas altas de callos cuando se empled
una concentracién de 5 mg/l de Dicamba.

En nuestro estudio, los medios BR1, BR2 y
BR3 que contienen la auxina 2,4-D a unas
concentraciones de 1 mg/l, 2 mg/l y 4 mg/l,
respectivamente, son los que mejor respuesta
ofrecieron a la produccion de callos embrio-
génicos. Por el contrario, los medios BR7,
BR8 y BR9, que contienen Picloran (1 mg/I, 2
mg/l y 4 mg/l, respectivamente) ofrecieron los
valores mas bajos de formacion de callos em-
briogénicos y unos porcentajes altos de callos
blandos.

Las poblaciones con niumeros de cromosomas
superiores ofrecen mejor respuesta, lo que
coincide con los resultados obtenidos por
Christiansen (2005), que analizé la respuesta
al cultivo in vitro a partir de embriones in-
maduros de 4 poblaciones de B. distachyony
concluyé que los genotipos BDR017 y BDR030
ambos con 2n = 20 daban tasas de induccién
de callos embriogénicos muy altas y proxi-
mas al 91%. Por el contrario, los genotipos
BDR0O01 y BDR0O18, que poseen un numero
cromosoémico de 2n = 10, mostraban unas ta-
sas de induccion de callos mas bajas (30%).

La segunda fase del cultivo in vitro consiste
en la regeneracion de brotes verdes y cons-
tituye una de las etapas mas criticas. En el
presente estudio esta fase se ha analizado a
partir de las variables: TSV, TSVC, SCC, SSCy
R. Los analisis estadisticos realizados, ANOVA
y test de LSD han resultado significativos en
casi todos los casos. Las poblaciones Bd238 y
Bd341 (2n = 30) fueron las que ofrecieron la
mejor respuesta en cuanto a la regeneracién
de plantulas. Es de destacar que las pobla-
ciones con 2n = 20 cromosomas han formado
un numero de plantulas verdes mas bajo del
que seria previsible en funcién de la alta tasa
de callos embriogénicos formados en la fase
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anterior. De hecho, los genotipos de 2n =
20, dieron lugar a callos compactos de gran
tamanfo, cuyas superficies presentaban, en
algunos casos, centenares de embriones so-
maticos. Sin embargo, al pasarlos al medio de
germinacién, se observd que un gran por-
centaje de estos callos apenas producian bro-
tes y tras dos semanas de cultivo aparecian
unas zonas necroéticas en los callos, que fi-
nalmente no dieron lugar a brotes verdes.
Este fendmeno no habia sido observado en el
ensayo preliminar (Hammami et al., 2011a),
lo que sugiere una influencia de las condi-
ciones en que se han desarrollado las plantas
donadoras de los embriones.

Estos resultados apoyarian los resultados de
Hess y Carman (1998), quienes afirmaron que
las condiciones ambientales en las que crecen
las plantas podrian afectar la concentraciéon
enddégena de hormonas, ralentizando la ca-
pacidad para formar callos embriogénicos,
independientemente del genotipo utilizado.
De igual manera, Dejan et al. (2010), anali-
zaron la respuesta al cultivo in vitro de 96 ge-
notipos de trigo harinero, demostraron la im-
portancia de los factores climaticos tales como
la temperaturay la lluvia en la produccion de
callos, en el ciclo vegetativo de las plantas.

Papenfus y Carman (1987), Ozgen et al.
(1998), y Benkirane et al. (2000), informaron
que cuando el trigo se cultiva en condiciones
optimas, la fase de induccién de callos y la
fase de regeneracion de plantas verdes son
fendmenos independientes. Las poblaciones
de Brachypodium analizadas en el presente
trabajo confirman esta hipétesis y permiten
concluir que el proceso de cultivo in vitro
estd determinado por dos fases separadas
en el tiempo y que cada una debe contar con
un sistema de control genético distinto (Ham-
mami et al., 2011a). En las fases de creci-
miento de embriones o de callos podrian in-
tervenir varios genes reguladores, como han
explicado Bhaskaran y Smith (1990) y Bregit-
zer'y Campbell (2001), quienes han sugerido
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ademas que la fase de regeneracién de plan-
tulas podria depender de un sistema poligé-
nico bajo el control de una serie de genes re-
guladores desconocidos.

Finalmente, la estimacion global de la capa-
cidad de una poblacién para regenerar plan-
tas, partiendo del cultivo in vitro de embrio-
nes inmaduros y estimada a partir de la
variable R, indica notables diferencias esta-
disticamente significativas entre las seis po-
blaciones evaluadas. Asi, Bd238 (2n = 30)
mostro el valor mas elevado, alcanzando un
porcentaje de 2,21 plantas regeneradas/em-
brién cultivado, seqguida por la poblacién
Bd341 (2n = 30) con un valor préximo a 0,47.
Las poblaciones que peor aptitud mostraron
fueron las de 10 cromosomas y Bd114 (2n =
20). Estos resultados sugieren que las pobla-
ciones con 2n = 30 que actualmente se co-
rresponderian con la especie B. hybridum
(Catalén et al. 2012) serian los mas apropia-
das para la regeneracién in vitro, y por tanto
su aplicacién en proyectos biotecnolégicos.
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