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RESUMEN

El alcornoque (Quercus suber L.) y la encina (Quercus ilex L.) son
importantes componentes de las dehesas, modelos agrosilvopastorales
unicos del sistema agroforestal del suroeste de la Peninsula Ibérica.
Ambas tienen una gran importancia econdmica y ecologica. El
alcornoque genera corcho, que es un producto renovable altamente
utilizado en la industria del vino, mientras que la encina es apreciada
por sumaderay la produccion de bellotas y trufa negra, obtenida a partir
de la simbiosis de sus raices con el hongo Tuber melanosporum Vittad.

Ambas especies se encuentran seriamente afectadas por la
enfermedad de “la seca”, causada entre otros factores, por el oomiceto
Phytophthora cinnamomi Rands. Hasta la fecha, las practicas
agrondémicas tradicionales no han sido efectivas para controlar la
infeccidon causada por este oomiceto. Por ello, una alternativa para
producir arboles tolerantes a la enfermedad podria ser la aplicacion de
un método biotecnoldgico como es la transformacion genética. Puesto
que en estas especies aun no se han identificado los genes especificos
relacionados con la defensa al oomiceto, es necesario buscar
alternativas con el objetivo de inducir algtn tipo de resistencia frente a
P. cinnamomi. Una posibilidad es la transformacion genética con
proteinas relacionadas con la patogénesis (proteinas PR). Estas
proteinas son un grupo muy heterogéneo de proteinas que se acumulan
en respuesta al ataque de patogenos, al estrés abidtico, en la resistencia
sistémica adquirida y en la respuesta hipersensible. Dentro de las
proteinas PR, destacan la proteinas tipo taumatina (TLP), que
pertenecen a la familia PR-5, y act@ian ocasionando poros en la
membrana plasmatica de los hongos, lo que provoca la ruptura osmotica
de las células. Por ese motivo, el objetivo de esta tesis, ha sido la
transformacion de embriones somaticos (ES) de alcornoque y encina
con el gen CsTLI, que fue purificado a partir de cotiledones maduros
del castafio europeo, y que codifica una TLP de 23 kDa con actividad
antifungica in vitro contra Trichoderma viride y Fusarium oxysporum.



En alcornoque se transformaron tres lineas embriogénicas (ALM®6,
ALMS80 y TGR3) que habian sido inducidas a partir de hojas de arboles
centenarios, mientras que la encina, se emplearon tres lineas
embriogénicas, que fueron iniciadas a partir de tegumentos de évulos
derivados de arboles adultos (E2 y Q8) o a partir de hojas aisladas de
brotes cultivados in vitro y establecidos a partir de una encina
centenaria (Q10-16). Los embriones somadticos de ambas especies
fueron transformados con la cepa Agrobacterium tumefaciens EHA105
armada con el vector pPK7WG2D-TAU, y que incluia, ademas del gen
CsTL1, el gen de seleccion de la neomicina fosfotransferasa (NPTII),
que confiere resistencia a la kanamicina (kan), y el gen marcador de la
proteina verde fluorescente (EGFP).

En estudios previos se determin6 que la concentracion letal de kan
para los embriones de alcornoque era de 125 mg/L, mientras que los
embriones de encina no sobrevivian con concentraciones de kan iguales
o superiores a 100 mg/L. También se evaluo la toxicidad de los
antibidticos bactericidas utilizados para eliminar la bacteria una vez
finalizado en periodo de infeccion. Los mejores resultados se
obtuvieron en ambas especies con carbenicilina (CB) 300 mg/L. Tras
14 semanas de cultivo en medio de seleccion con kan y CB, se evaluo
la eficiencia de transformacion, definida como el porcentaje de
explantos iniciales que son fluorescentes. En ambas especies, la
eficiencia de transformacion resultd ser dependiente del genotipo. En
alcornoque se obtuvieron embriones transgénicos en los tres genotipos
utilizados (TGR3: 17%, ALMS8O0: 4,5% y ALM6: 2%), mientras que en
encina la transformacion se logro en dos de los tres genotipos evaluados
(Q8: 3,33% y QI10-16: 1,66%). En encina, ademds del genotipo se
evaluo el efecto que tenia el tiempo de pre-cultivo sobre la eficiencia de
transformacion, y los mejores resultados se obtuvieron con una y dos
semanas de pre-cultivo (2%).

La presencia de los transgenes se comprobd mediante PCR, y la
expresion del gen CsTL1 se analizé mediante qPCRrt. En alcornoque
se analizo la expresion de 18 lineas transgénicas, de las cuales 15 sobre-
expresaron el gen CsTL1, lo que representa el 83,33%. En encina se



analizaron 6 de las 11 lineas transgénicas obtenidas, de las cuales 4
sobre-expresaron el gen CsTL1, lo que representa el 66,67%.

Con el fin de conservar a largo plazo las lineas embriogénicas
transgénicas obtenidas en ambas especies, el material fue crioprotegido
mediante el método de la vitrificacion, y posteriormente almacenado en
nitrogeno liquido (NL). En la mayoria de las lineas transgénicas, tanto
de alcornoque como de encina, el porcentaje de recuperacion
embriogénica después su almacenamiento en NL fue superior al
porcentaje de recuperacidon embriogénica de los controles sin
transformar. Ademas, se confirmo la presencia de los tres transgenes en
las lineas transformadas que habian sido almacenadas en NL mediante
PCR, demostrando que la integridad del transgén no se ha visto afectada
por los procesos de crioproteccion y el almacenamiento en NL.

Los embriones somaticos, en estado cotiledonar, de alcornoque y
encina se sometieron al proceso de maduracién y germinacion para
obtener plantas transgénicas. Los porcentajes de conversion a planta
fueron variables, dependiendo del genotipo y la linea, pero en todas las
lineas evaluadas se obtuvo la regeneracion de las plantas y las plantas
derivadas de las lineas transgénicas crecieron con normalidad, no
mostrando diferencias morfologicas con respecto a las plantas
derivadas de embriones no transformados. Todas las plantas obtenidas
de lineas transgénicas de alcornoque y encina mostraron expresion del
gen GFP tanto en raices como en tallos y hojas.

Los cultivos de brotes axilares de las lineas transgénicas y sus
correspondientes lineas no transformadas fueron establecidos mediante
el aislamiento y multiplicacion de los brotes obtenidos a partir de la
germinacion de los ES, con el objetivo de disponer de una produccion
continua de plantas homogéneas en términos de la longitud del brote y
raiz. Posteriormente, dichos brotes fueron enraizados y depositados
sobre puentes de papel dentro de tubos de vidrio con medio liquido.

Por ultimo, se evalu6 la tolerancia de las plantas de alcornoque y
encina transformadas con el gen CsTL! frente a la infeccion con P.
cinnamomi. Para ello, las plantas enraizadas de alcornoque y encina y
cultivadas en medio liquido se infectaron con un indculo de la cepa de



P. cinnamomi A2, denominada UEX-1, que estaba en fase de
esporulacion. Para la evaluacion de la tolerancia se utilizaron dos tipos
de ensayos, por un lado se evalu6 el porcentaje de reaislamiento del
micelio, definido como el porcentaje de raices, tallos y hojas a partir de
los cuales se recuperaba el oomiceto, y por otro lado los dias de
supervivencia, referidos al tiempo que tardaban las plantas en mostrar
necrosis en todos sus organos. A partir de los resultados obtenidos de
estos ensayos se puede afirmar que el parametro dias de supervivencia
es el mas adecuado para evaluar el nivel de tolerancia in vitro de las
plantas transgénicas de alcornoque y encina. En alcornoque, 4 de las 8
lineas transgénicas evaluadas sobrevivieron significativamente mas
tiempo que sus correspondientes controles, mientras que encina, los
datos de supervivencia no fueron tan concluyentes, y s6lo una de las
cinco lineas infectadas tuvo un tiempo de supervivencia
significativamente mayor que el control sin transformar. En las plantas
de alcornoque se observd una buena correlacion entre el nivel de
expresion del gen y los dias de supervivencia de las plantas, de manera
que, en general, se observd una mayor supervivencia en las plantas con
mayor expresion del gen CsTLI. Por el contrario, en las plantas
transgénicas de encina no se observo esa correspondencia.



2,4-D
ABA
AlIB
AMPs
ANA
ANOVA
BA
CB
CF
ES
ESS
EZ

GD
genes R
GFP
GUS
ISR

JA

ABREVIATURAS
MAS USADAS

2.,4-diclorofenoxiacético

Acido abscisico

Acido indol-3-butitico

Péptidos antimicrobianos
Acido naftalenacético

Analisis de la varianza
6-benciladenina

Carbenicilina

Cefotaxima

Embriones somaticos
Embriogénesis somatica secundaria
Embriones zigbticos

Medio mineral Gamborg

Medio mineral Gresshoff'y Doy
Genes de resistencia

Proteina fluorescente verde
B-glucuronidasa

Resistencia sistémica inducida

Jasmonato



kan

LB
LTPs
MS

NL
NPTII
PCR
PEMs
PGRs
proteinas PR
qPCRrt
RH
ROS
SA

SH
SAR
STS
TLPs

wt

Kanamicina

Medio Luria-Bertani

Proteinas de transferencia de lipidos
Medio mineral Murashige y Skoog
Nitrogeno liquido

Neomicina fosfotransferasa I1
Reaccion en cadena de la polimerasa
Masas proembriogénicas
Reguladores del crecimiento
Proteinas relacionadas con la patogénesis
PCR en tiempo real

Respuesta hipersensible

Especies reactivas de oxigeno

Acido salicilico

Medio mineral Schenk y Hildebrandt
Resistencia sistémica adquirida
Tiosulfato de plata

Proteinas tipo taumatina

Explantos o lineas no transformadas



INDICE...ecvrveiriseeetise ettt bbb 1
1. INTRODUCCION......oouimivereriieteteteieie et 7
1.1, Ladehesa.. e e s 9
N L I | Colo T g o Yo [ U TSR 10
1.2.1. Caracteristicas generales.......ccoccevvevveeeeciiee e, 10
1.2.2. 0= o] oo [UToliTo ] s TS USSR 11
1.2.3. DiStriDUCION ...t 11
1.2.4. [ =1 11 1 S 12
1.2.5. USOS ittt ettt e e s 12
1.3. LA @NCiN@uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiic e 14
1.3.1. Caracteristicas generales.......ccocceevevveeeecieeeecieee e, 14
1.3.2. REPIrOAUCCION .ottt 14
1.3.3. DiStriDUCION ...ttt 15
1.3.4. [ =1 11 1 S 15
1.3.5. USOS ittt e 16
1.4. Enfermedades del alcornoque y la encina......cccccoeeveeeecveeeennneen. 17
1.4.1. L@ SEECA ..uviiiiiiiiiirte 17
1.4.2. Enfermedades de lamadera ........ccocveevieenieenieenie e, 20
1.5. Mecanismos de defensa de las plantas.........ccccceevvcrveeeiciieeeennenn, 20
1.5.1. RESPUESEA PASIVA ..eviiiiiiiiiiiiiiiiierrreerrre e e e e ee e e 21
1.5.2. Respuesta aCtiVa.......uuiiviiiiiiiiiiiieciieiecrreecreeceeeeeeeee e 21
1.6. Proteinas relacionadas con la patogénesis .........ccceevveercrerecvvennnne. 25
1.6.1. Proteinas PR-1 .....cocuiiiiiieite ettt 26



VANESA CANO

1.6.2. Proteinas PR-2 ....ccoii ittt 26
1.6.3. QUILINASAS «eeeeerreee et 27
1.6.4. Proteinas PR-5 ....ccoiiiiiiiieeieeee e 27
1.6.5. Proteinas PR-6 .....c.cevieriiiiieiierieere et 28
1.6.6. Proteinas PR-7 ....ccoiiiieiiieieeeeeeee et 29
1.6.7. Proteinas PR-9 .....cociiiiiiiiieeeeeree ettt 29
1.6.8. Proteinas PR-10 ......ccocuieiiiriiieieeiee ettt 30
1.6.9. Proteinas PR-12 .......coviiiiriiiiieieentee et 30
1.6.10.  Proteinas PR-13 ...cccooiiiiiiieeeeenee e 30
1.6.11.  Proteinas PR-14 ...c..ooiiiiiieeiiteeee e 31
1.6.12. Proteinas PR-15Y PR-16 .....ccccceoeiereeciiee et 31
1.6.13.  Proteinas PR-17 ...cocioiiiiiieeteteeee et 31

1.7.  Estrategias para combatir enfermedades fungicas en plantas .... 32

1.7.1. Control de las enfermedades mediante practicas
ABIONOIMICAS ...uveieeeiiiieeeeieee e et eeeereeeeetreeeeereeeeseasaeeeeraaeeas 32

1.7.2. Métodos de mejora genética para obtener plantas
resistentes frente a enfermedades .........cccoovvvvvecvieecnnnenn. 37

1.8. Transformacién genética para generar tolerancia a enfermedades

FUNGICAS ...t e e 41

1.8.1. Silenciamiento Z&NICO.......ccvvvviiieeiiie e 41
1.8.2. Produccion de productos génicos ........ccccevveeercieeeeeirveeeennn, 42
1.9. transformacion genética en arboles........cccoevvveviveicieeecieecieee, 44
1.9.1. Métodos de transformacion.........c.ccceceeeieiieriieeieeneeneenene 45
1.9.2. Métodos de SeleCCion........cceveerieriinienie e 48
1.9.3. Métodos de regeneracion ........ccccceeeeceeeeecciieeeeceeeeeceee e 50
1.10. Embriogénesis somatica en encina y alcornoque ...........cceeeuueee.. 52
1.10.1. Induccion de embriogénesis somatica en alcornoque......... 52



INDICE

1.10.2. Induccién de embriogénesis somatica en encina ................ 55

1.10.3. Mantenimiento de la capacidad embriogénica en alcornoque

YV ENCINA coiiiiiiiiiiiiieeeeee e e eee e e e ee e e eeteeeeeeaaeaeeaaaeaeaaees 58

1.10.4. Maduracién y germinacidn en alcornoque y encina............ 58
1.11. Transformacién genética en alcornoque y encina........cccceeuveeneee. 61
1.12. Crioconservacion en alcornoque y encina ......ccccceeeveveeeveeecveeennes 62
JUSTIFICACION Y OBJETIVOS ...ttt 65
MATERIALY METODOS .....couveviverereirsieieeisesssisse e seaese s 71
3.1, Material Vegetal ... 73
3.2, Condiciones de CUltIVO .....coocveeeiierriiieniie e 74
3.3, GeNes Y PIASMIAO ..ceecveeeiee et 74
3.4. Determinacion de la dosis letal de kanamicina.......c.ccoceevveneee. 75
3.5.  Cultivos bacterianos.........ccceerierienieniineeeeeee e 76
3.6.  Transformacion genética........ccccceeveeevieeciee e 77
3.6.1. Transformacion genética en alcornoque ..........cccceeeeevveeennes 77
3.6.2. Transformacion genética en encina........cccoceeeeecveeeecciieeeens 78

3.7. Seleccidn y multiplicacion de las lineas transgénicas de

F ] [ofo] g gToTe [USI VA =T o Yol o F- RS 79
3.8.  Técnicas MOIECUIAIES .......cccceeeeciie it 80
3.8.1. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) ......cccceveeunnnen.. 80

3.8.2. Cuantificacidn relativa de los niveles de transcripcidn del gen

CsTL1 mediante RT-PCR en tiempo real.......cccccovvvieeeeiiiccciiiiee s 81
3.9. Crioconservacion de las lineas transgénicas ........ccccecveercveeriunenns 83
3.9.1. Equipamiento de crioconservacion..........cccoeeeeeciveeeecineeenn, 84
3.9.2. Material vegetal ........ccccueeeiiviiiiiicee e 85
3.9.3. Procedimiento de criconservacion...........ccocceeeveeveneeeeeennen. 85
3.10. Regeneracion de plantas......ccccoceeevceeeiceeeeciee e 87



VANESA CANO
3.10.1. Maduraciény germinacién de los embriones somaticos.....87
3.10.2. Establecimiento de cultivos de brotes axilares..................... 89

3.10.3. Enraizamiento de los brotes axilares de alcornoque y encina.

.............................................................................................. 90

3.10.4. Conservacién de los cultivos axilares .........cccceeeeveeencennnne. 91
3.11. Ensayos de tolerancia a P. cinnamomi ...........ccccceeevveviencceneennnnnn. 92
3.11.1. Recuperaciény activacion de la cepa.......cccoecvvrercrreeerirnnennn. 92
3.11.2. Produccién de eSporangios .......ccccceecueeeeeeririeeeeesiveeeeeennennns 93
3.11.3. Ensayo de tolerancia in Vitro .........cccccooeeeeeccieeeeeeccieee e 95
3.12.  Analisis €StadiStiCO........ervieeieiriirierierieee e 98
3.12.1.  Evaluacién de la toxicidad de los antibidticos.........c.cce.c..... 99
3.12.2. Transformacidn genética de los embriones somaticos........ 99
3.12.3.  Expresion del g8en CSTLI ......cuveeeecieeeeeiieee et eieee e 99
3.12.4. Evaluacion de la germinacién y conversion a planta............ 99
3.12.5. Evaluacion del porcentaje de enraizamiento..........ccc......... 99
3.12.6.  Evaluacién de la tolerancia a P. cinnamomi ....................... 100
4. RESULTADOS.....cottiiieitiente ettt ettt st st st nne e 101
4.1. Evaluacién de la toxicidad de los antibidticos.........c.ccceceeuennee. 103
4.1.1. YA [oloY g To o [ U =T RRTR 103
4.1.2. ENCING <o 106
4.2. Transformacidn genética de los embriones somaticos.............. 107
4.2.1. Transformacion genética en alcornoque............cccccuveeenneee. 107
4.2.2. Transformacion genética en encina ........cccceevecvveeeccciieeeens 111
4.3,  Confirmacién de la presencia de los genes mediante PCR......... 115
4.3.1. FA [oleY g To o [ U =T RRTR 115
4.3.2. ENCING .eoiiiiiiiiiiiici s 117



INDICE

4.4, Determinacion de los niveles de expresion del gen CsTLI ........ 117
4.4.1. 75N [olo] ' [T [V =T RRR 118
4.4.2. ENCING ceviiiiiiii 121

4.5. Crioconservacion de las lineas embriogénicas.......c..cccceeeeunnnennn. 122
4.5.1. A [olo] g a oo [V PSSR 122
4.5.2. ENCING . 125

4.6. Regeneracidn de plantas.......cccceceeevieeeveeeccee e 127
4.6.1. A [olo] g a oo [V PSSR 127
4.6.2. ENCING ceviiiiiiii 133

4.7.  Proliferacién de brotes axilares.........ccecceeveevieiieniieieenecneenene 137
4.7.1. 75N [oloT ' [T [V =T RRR 137
4.7.2. ENCING . 138

4.8. Enraizamiento de brotes axilares.........cccccevevceneniniinenens 140
4.8.1. A [olo] g a oo [V PSSR 140
4.8.2. ENCING . 143

4.9, Evaluacion de la tolerancia a P. cinnamomi en plantas cultivadas

INVITEO vttt 144

49.1. Evaluacion de la tolerancia en alcornoque ..........c.uce.......e. 145
4.9.2. Evaluacion de la tolerancia en encina.......ccccceeeeveerieeniens 157

5. DISCUSION ..ottt ettt 163

5.1.  Seleccidn de antibiotiCos. ......coovereerieniiiiieiieeeeeeeeeee e 165
5.1.1. Seleccién de la dosis letal kanamicina .......cccccoecevieeneenen. 165
5.1.2. Seleccién de antibidticos bactericidas .......ccccceecevieeieenen. 167

5.2.  Seleccidn mediante GFP........ccoeiieiiinieneiniee e 169

5.3.  Transformacion genética.........cccceevereveeesiee e 172
5.3.1. Transformacion genética en alcornoque ..........cccceeeevveen. 172



VANESA CANO

5.3.2. Transformacion genética en encina .......ccccceeeeecvveeeecnneennn. 174
5.3.3. Confirmacién de la transformacion genética...................... 176
5.4. Regeneracidn de las plantas transgénicas........ccccceevvveeevcciveeeenns 177

5.4.1. Germinacion y conversidn de los embriones somaticos.... 177

5.4.2. Regeneracién de plantas mediante la proliferacién de brotes

QXIS ettt 178

5.5. Conservacion del material transgénico generado.........cccueenee. 180
5.6.  Evaluacién de la tolerancia a P. cinnamomi...........ccccoccevueenn. 182
6. CONCLUSIONES......cet ittt sttt ettt 191
7. BIBLIOGRAFIA ..ottt 197
ANEXO L.ttt ettt e e s e et e e e s e st re e e e s s e nnreaeeeas 253
ANEXO 2.ttt ne e 263
ANEXO 3.ttt et ene e 267



1. INTRODUCCION






INTRODUCCION

1.1. LA DEHESA

Las dehesas son sistemas de explotacion ganadera y/o cinegética de
caracter multifuncional en el que al menos el 50 % de la superficie esta
ocupada por pastizal con arbolado adulto disperso, productor de
bellotas y con una fraccion de cabida cubierta entre el 5y el 60 %
(Pulido y Picardo 2010). Las dehesas presentes en la Peninsula Ibérica
muestran como  especies arbdreas predominantes aquellas
pertenecientes al género Quercus, como la encina (Q. ilex L.), el
alcornoque (Q. suber L.), el quejigo (Q. faginea Lam.) o el melojo (Q.
pyrenaica Willd.). Estas coexisten de forma dispersa con cultivos y
pastos (Acacio ef al. 2010; Acosta 2014). La encina es la especie mas
abundante, seguida del alcornoque. En Espafia, las dehesas representan
un area de pastoreo de gran importancia con una extension 2,3 millones
de hectareas, mientras que en Portugal su extension es de 0,7 millones
de hectareas (www.agforward.eu).

Las dehesas son ecosistemas Unicos que estan consideradas como
Sistemas de Alto valor Natural. Constituyen un modelo
agrosilvopastoral en el que se compatibiliza en el espacio y en el tiempo
las producciones de ganado (cerdos, vacas, ovejas y cabras), cultivos
agricolas, madera, frutos, pastos, apicultura, plantas aromaticas,
medicinales y con fibra, hongos, etc. y del que se obtiene, entre otros
productos, el jamoén ibérico de bellota, el corcho, la miel, el queso, la
trufa o la lana merina (MAPA 2008; Pulido y Picardo 2010). A esto,
ademas, se une en los ultimos afios su aprovechamiento recreativo y
cinegenético, especialmente para la caza mayor (Diaz ef al. 2009).

El origen de la dehesa se remonta a la Edad Media, cuando las
ordenes militares de Santiago, Alcantara o Monteso recibieron tierras
por su papel en la Reconquista. Igualmente, se cedieron grandes
porciones de terreno a los ayuntamientos y comunidades (Linares y
Zapata 2003). El término “dehesa” significa “defensa” y “defessar”, y
se refiere a los terrenos de uso comuin que se reservaban para el
crecimiento de pastos y la cria de ganado (Pulido y Picardo 2010).
Debido a la necesidad de aprovechar este espacio de baja capacidad
productiva, con poca fertilidad del suelo y marcada sequia estival
(Guadilla-Séaez et al. 2017), en las dehesas se aplicaron practicas como
el aclarado y poda del arbolado, y la eliminacién del matorral (Linares
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2007). Esto permite labrar la tierra, y al recibir una mayor insolacion,
se incrementa la produccion de pasto y cereales. Ademas, la disposicion
aislada de los arboles permite una produccion de bellotas de hasta diez
veces mayor que en las formaciones boscosas (Pulido et al. 2001).

A su indudable papel econdmico, se une el hecho de que las
dehesas realizan una funcion ecoldgica muy importante al actuar como
retardantes de la erosion del suelo y la desertificacion, factores
considerados problematicos en el ecosistema mediterraneo (Thornes
2000). Ademas, el habitat que conforman las dehesas sirve para
albergar una alta diversidad bioldgica, no s6lo vegetal sino también
animal (Lopez-Sanchez et al. 2016), siendo residencia de especies tan
simbolicas como el aguila imperial, el buitre negro o el lince ibérico
(Berrahmouni et al. 2005; Pulido y Picardo 2010; FAO 2013). Por todo
esto, las dehesas perennifolias de Quercus spp. estan incluidas en el
anexo I de la Directiva Habitats 92/43/CEE (Ramirez y Diaz 2008).

Sin embargo, y pese a su gran importancia econdmica, ecologica y
cultural, la viabilidad y sostenibilidad de la dehesa se encuentra
seriamente amenazada, corriendo incluso peligro de desaparecer.
El principal problema, como se describira con detalle mas adelante, es
el sindrome del decaimiento y muerte de las quercineas denominado “la
seca” (Sanchez et al. 2000; Pulido y Picardo 2010). A las pérdidas de
arbolado por la enfermedad, se une la falta de regeneracion de las
principales especies de las dehesas, encinas y alcornoques (los arboles
viejos que mueren no son reemplazados por otros nuevos) y el
abandono de las practicas de uso tradicional de las dehesas (Pulido et
al. 2001; Plieninger et al. 2003).

1.2. EL ALCORNOQUE

1.2.1.Caracteristicas generales

El alcornoque esté clasificado como una especie prioritaria por
la fundaciéon World Wildlife Fund (WWF). Esta clasificacion se otorga
a las especies, generalmente amenazadas, que tienen amplios
requerimientos de hébitat y cuya supervivencia implica también
garantizar el futuro del resto de especies con las que comparten el
habitat.
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El alcornoque es un arbol de hoja perenne y de crecimiento lento.
En buenas condiciones suele alcanzar los 20 m de altura y un diametro
de 1,5 m (Gil et al. 2008; Praciak et al. 2013). Sin embargo, las
poblaciones de alcornoque presentan variaciones en el crecimiento, el
tamafio de la bellota, la tolerancia a la sequia, control del agua,
resistencia al frio y en su adaptacion al ambiente local (Ramirez-
Valiente et al. 2009a, b, 2010, 2011).

1.2.2.Reproduccion

El alcornoque es una especie monoica que se poliniza por el
viento. Las flores aparecen a partir de abril y pueden producir bellotas
anuales o bianuales. Las flores femeninas pueden reunirse en pequefios
grupos de pedinculos de 2 a 5 flores, o encontrarse aisladas y protegidas
por una cupula escamosa. Las flores masculinas se agrupan en
inflorescencias llamadas amentos, que penden de las axilas de las hojas,
y de las ramas cortas, y presentan un periantio con cuatro o seis pétalos,
e igual o doble nimero de anteras. Como es una especie monoica, se
espera que se produzcan solo flores masculinas o femeninas, pero es
bastante frecuente la aparicion de flores hermafroditas (Boavida et al.
1999). Las bellotas tienen 2-3 cm de longitud, y poseen forma ovalada
(Houston et al. 2016). Su numero varia de afio en afio, pudiendo darse
un afio muy productivo seguido de otro sin apenas produccion (Aronson
et al. 2009).

1.2.3.Distribucion

Se dice que la distribucion del alcornoque es relicta, ya que es
discontinua y fragmentada. Ocupa una superficie de 1,5 millones de ha
en Europa, y 700.000 ha en el norte de Africa, dandose la mayor
extension de cultivos en la costa atldntica de la Peninsula Ibérica. Se
calcula que en Portugal y Espafia crecen el 34% y 27% de la poblaciéon
mundial de alcornoques, respectivamente (Sierra-Pérez et al. 2015).
Ademas, el alcornoque ha sido introducido durante el siglo XX en otros
paises para produccién de corcho o como arbol ornamental, como es el
caso de Bulgaria, California, Chile, Nueva Zelanda, el sur de Australia
y Turquia (Aronson et al. 2009; FAO 2013).

11
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1.2.4.Habitat

El alcornoque crece formando bosques, o como ya se ha
mencionado, en dehesas, siendo la especie principal, o en conjunto con
otras especies, como la encina, y el pino maritimo (Pinus pinaster).

Suele talarse para ampliar el terreno de pasto, habiendo normalmente
30-60 arboles por ha (Bugalho et al. 2011).

Puede resistir condiciones adversas de origen natural o humano, ya
sean podas intensivas, sequia extrema e incluso incendios, pero necesita
una temperatura media de 15°C, y no tolera temperaturas por debajo de
-10°C, lo cual limita su distribucion latitudinal y altitudinal (Aronson et
al. 2009; FAO 2013).

El alcornoque puede crecer en cualquier tipo de suelo, aunque
prefiere sustratos arenosos y ligeramente estructurados. Para crecer en
climas célidos y secos desarrolla un sistema radicular muy profundo, lo
que le permite acceder a fuentes de agua en condiciones de sequia, y
puede regular la apertura de los estomas en las hojas para evitar la
pérdida de agua durante la respiracion (Aronson et al. 2009).

1.2.5.Usos

Los principales usos del alcornoque se refieren a la produccion
de bellotas y corcho. Las bellotas suelen servir de alimento al ganado
que pasta en las dehesas, aunque histéricamente se tiene constancia de
que también han sido utilizadas para el consumo humano. Mezcladas
con las bellotas de encina, pueden tostarse y hervirse para preparar café

de bellota, muy consumido en Espaia hasta los afios 70 (Garcia-Goémez
etal 2017).

Sin embargo, el alcornoque es conocido principalmente por su
gruesa corteza externa, compuesta por células muertas suberizadas que
forman un tejido compacto, elastico, impermeable y aislante de hasta
30 cm de grosor denominado corcho (Pereira 2007). El corcho se
considera una adaptacién contra los incendios, muy comunes en el area
mediterranea. Esta gruesa corteza protege el tronco del arbol y permite
su crecimiento después del dafio producido por el fuego. Se conoce otra
especie capaz de producir corteza suberizada. Este arbol, denominado
Phellodendron amurense, o el arbol de corcho de Amur, crece en China,

12
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Manchuria, Corea, y Japon. Se introdujo en EEUU como arbol de
interés paisajistico y potencial fuente de corcho industrial, pero sus
cultivos no crecieron como era deseado y finalmente se desaconsejé su
uso general (Read y Zasada 2008).

Por tanto, el alcornoque es la tUnica especie utilizada para la
produccion industrial de corcho (EUFORGEN; Pausas 1997). Cada afio
el arbol produce un nuevo anillo de corcho que no se cae naturalmente,
pero puede recolectarse arrancando la corteza del arbol, sin dafiar el
tronco (Pulido y Picardo 2010; Rives et al. 2012; Gil 2014; Sierra-Pérez
et al. 2015). La primera recoleccion se realiza cuando el arbol alcanza
los 25-30 afios, y posteriormente se repite cada 9-12 anos.

El corcho es un material ligero, resistente al agua, no perecedero,
flexible, estable quimicamente y, como ya se ha mencionado, resistente
al fuego. También es renovable, reciclable y biodegradable. Ha sido
utilizado por los humanos desde hace méas de 2.000 afos y es el sexto
material forestal no lefioso mas importante econdmicamente a nivel
mundial. En la Peninsula Ibérica se extrae mas del 80% del corcho
mundial (Gil 2014; Sierra-Pérez et al. 2015). El Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA: Avance Estadistica
Forestal 2017) estima que durante el afio 2017 se recolectaron 56.439
toneladas de corcho en toda Espafia, mayoritariamente en Catalufia y
Extremadura. En el afio 2011 se estim6 que el valor medio de las
exportaciones mundiales de corcho estuvo en torno a 1,3 millones de €,
mientras que el de los productos fabricados a partir de corcho fue de 2
billones de dolares USD (FAO 2013). La mayor aplicacion del corcho
es la produccion de tapones para la industria del vino y champan (Gil
2014). Cada tapdn estd compuesto de un centro de conglomerado de
corcho y dos discos de corcho natural (Rives ef al. 2012). El corcho
también se utiliza como material de construccion, para suelos y aislante
térmico (Gil 2014; Sierra-Pérez et al. 2015, 2016). Los aglomerados de
corcho son el componente ideal de estructuras ligeras, y ha sido
utilizado en aplicaciones aeroespaciales (Gil 2009).

Aparte de sus usos industriales, el alcornoque tiene una enorme
importancia ecologica, ya que se piensa que los bosques de esta especie
pueden mitigar el cambio climatico a nivel local, reduciendo las
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emisiones de CO, y promoviendo su absorcion (Gil 2014). Por otro
lado, también influyen en el ciclo de agua, ya que limitan la evaporacioén
del agua del suelo, afectan a la recarga de acuiferos y al control de la
escorrentia. Ademas de requerir poca agua para su crecimiento, debido
a su longevidad y a la produccion de corcho, es una especie que fija una
gran cantidad de CO». Por ultimo, los paisajes de alcornocal contienen
mosaicos de habitats que incluyen diferentes tipos de bosques mixtos,
donde los niveles de diversidad de plantas pueden alcanzar las 135
especies por 1.000 m2.

1.3. LA ENCINA

1.3.1.Caracteristicas generales

La encina es considerada una especie ingeniera autogénica para
el ecosistema de dehesa, es decir, una especie que modula el entorno
fabricando estructuras, modificando su composicion y generando de
este modo nuevos nichos que puedan ser ocupados por otras especies
(Plieninger et al. 2003).

Es un arbol muy longevo que puede llegar a vivir mas de 1.000
anos. Puede crecer hasta los 25 m de altura, su tronco alcanza una media
de 2 m de didmetro y tiene la copa ancha y abovedada, con ramas
ascendentes, y corteza muy oscura, frecuentemente fracturada en
pequetios cuadrados (Praciak et al. 2013).

La especie Q. ilex se divide en dos subespecies, Q. ilex subsp.
rotundifolia (a veces referida como Q. ilex subsp. ballota o como Q.
rotundifolia) y Q. ilex subsp. ilex. Esta subdivision se hace segun la
morfologia de las hojas: Q. ilex subsp. rotundifolia tiene hojas
lanceoladas con 6-8 venas, mientras que Q. ilex subsp. ilex presenta
hojas ovaladas con 8-9 venas. En ambas subespecies, las hojas son
pequefias y coridceas, y presentan el envés cubierto de vellosidades.
Estas son caracteristicas de especies esclerofilas, y le ayudan a reducir
la transpiracion, mejorando su resistencia a la sequia.

1.3.2.Reproduccion

La encina es una especie monoica, siendo ambos tipos de flores
morfologicamente muy diferentes. Las flores masculinas, denominadas
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amentos, forman racimos largos y densos de 4-7 cm de largo y de color
verde palido. Cuando maduran se abren y los amentos adquieren un
color amarillento. Las flores femeninas son muy pequeias, aparecen en
grupos de 2 o 3 sobre pedunculos cortos y erectos en las axilas de las
hojas (Praciak et al. 2013). La aparicién de las flores femeninas se
produce después de hacerlo las masculinas, quizas para favorecer la
polinizacion cruzada y evitar asi la autopolinizacion. Las bellotas
suelen madurar entre noviembre y enero, teniendo una gran produccion
cada 4-6 afios (Terradas 1999).

1.3.3.Distribucion

La encina se distribuye en la parte central y occidental de la
cuenca mediterranea. Se extiende desde Portugal a Marruecos,
incluyendo las islas del Egeo, la parte oeste de Turquia, y el norte de
Italia y Francia. Ademas, algunas poblaciones crecen en algunas
localidades de Anatolia o en la costa del Mar Negro (Praciak et al.
2013). La distribucion altitudinal es variable, ya que Q. ilex puede
crecer desde zonas costeras hasta los 1.800 m de altitud en el sur de
Espana, o a 2.900 m en la zona oeste del Gran Atlas, en Marruecos
(Barbero et al. 1992).

1.3.4.Habitat

La encina tolera una gran variedad de hébitats, dado que es una
especie capaz de crecer en un amplio tipo de sustratos y bajo las
diferentes condiciones del clima mediterraneo. Ademas, las encinas
estan capacitadas para suspender las actividades vegetativas durante los
periodos de sequia, y reactivarlas cuando el agua esta disponible de
nuevo. Crecen en zonas semidridas, calidas o con altas precipitaciones,
pero también pueden aparecer en zonas muy frias y con mayor altitud,
siempre y cuando las precipitaciones sean bajas (Barbero et al. 1992).
A diferencia del alcornoque, la encina es capaz de resistir periodos de
frio intenso, hasta temperaturas de -24°C (de Rigo et al. 2016). Sin
embargo, la encina estd menos adaptada a sequias extremas que otras
especies mediterraneas, como el Quercus suber, Ceratonia siliqua u
Olea oleaster (Terradas 1999).
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1.3.5.Usos

Los principales usos de la encina se refieren a su madera y la
produccion de bellotas y trufa. La madera de encina se ha utilizado para
la fabricacion de herramientas de carpinteria, asi como para la
produccion de carbdn, soportes de las vias de los trenes, estacas y
pilotes para las obras hidraulicas, debido a su resistencia a la inmersion.
Actualmente, el principal uso de esta madera es el combustible, ya que
tiene elevada potencia calorifica, lo que la hace muy preciada (Vignote
2014; Praciak et al. 2013). La madera de arboles jovenes puede
utilizarse para la extraccion de taninos.

Actualmente las bellotas se utilizan fundamentalmente para cebar
a los cerdos ibéricos, que se crian en las dehesas de la mitad suroeste de
la Peninsula Ibérica, para la produccion de embutidos de alta calidad
(Rodriguez Estévez et al. 2007). Sin embargo, durante mucho tiempo,
las bellotas de las encinas se utilizaron como alimento de los seres
humanos. Pueden consumirse crudas (después de dejarlas secar como
las nueces), hervidas con agua y anis, asadas o tostadas. Las bellotas
dulces, una vez secas, pueden molerse para obtener harina, y con ella
se puede hacer pan, gachas o incluso diferentes tipos de dulces, turrones
o pasteles. El consumo de pan de bellota en la Peninsula Ibérica ha sido
muy frecuente desde la prehistoria hasta el siglo XX, especialmente
durante la Guerra Civil y la etapa de post-guerra. Debidamente tostadas
y hervidas, las bellotas dulces y amargas también pueden utilizarse para
preparar un substituto del café. Otro producto que puede obtenerse a
partir de las bellotas es el aceite, apto para el consumo humano y
considerado terapéutico. También pueden prepararse tortillas a partir
del triturado de bellotas, migas, tonicos medicinales con propiedades
astringentes y licores. La miel obtenida a partir de las flores de la encina
también es muy apreciada (Garcia-Gomez et al. 2013, 2017).

Las encinas también son muy apreciadas por la produccion de la
trufa negra, obtenida a partir de la simbiosis de sus raices con el hongo
Tuber melanosporum Vittad (Blintgen et al. 2015). La trufa se
considera un producto gastrondmico de alta calidad y tiene una gran
importancia desde el punto de vista econémico, social y ecoldgico,
siendo muy apreciada en zonas donde es dificil de cultivar (Dominguez
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et al. 2005). La produccion de trufa se desarrolla principalmente en
Francia, Italia y Espafia, preferentemente en encinares, coscojares y
quejigares de baja espesura, que permiten la insolacion directa
del suelo (Reyna et al. 2002). Ademas de ser muy apreciada en el
ambito gastrondomico, la trufa negra presenta capacidad antioxidante,
antiinflamatoria, inmunomoduladora, antitumoral, antimicrobiana y
afrodisiaca (Patel et al. 2017).

1.4. ENFERMEDADES DEL ALCORNOQUE Y LA ENCINA

1.4.1.La seca

Como se ha mencionado anteriormente, el alcornoque y la
encina estan severamente afectados por el sindrome de “la seca”, que
esta causada por factores bioticos y abidticos. Su origen parece estar
relacionado con el exceso de humedad y con el aumento de las
temperaturas, pero también con el oomiceto Phythophtora cinnamomi
Rands, microorganismo patéogeno muy destructivo, cuya accion se ve
potenciada por el estrés hidrico y favorecida por la infeccion simultanea
de hongos e insectos (Camilo-Alves et al. 2013; Corcobado et al. 2013).
Otros factores de estrés, como la contaminacion del aire y del suelo y
el exceso de nitrdgeno, podrian empeorar el efecto de la sequia (Thomas
et al. 2002).

P. cinnamomi es considerado el principal responsable bidtico de
la enfermedad de la seca (Brasier et al. 1996; Thomas et al. 2002). Fue
descrito por primera vez por Waterhouse en 1963 e inicialmente fue
clasificado como un hongo, pero hoy en dia se considera un oomiceto
perteneciente a la familia Phythiaceae (OEPP/EPPO 2004). Se
diferencia de los hongos en que la mayor parte de su vida tiene forma
diploide, mientras que los hongos son haploides, y que las paredes
celulares estan recubiertas por celulosa y B-glucanos, en lugar de
quitina. También utilizan B-1,3-glucano como carbohidrato de
almacenamiento, no sintetizan esteroles, necesitando una fuente externa
de B-hidroxi-esteroles. Ademas, tienen zoosporas biflageladas y son
resistentes a antibidticos polienes como la piromicina (Erwin y Ribeiro
1996).
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Este oomiceto es uno de los patdogenos mas comunes de la
naturaleza con mas de 3.000 hospedadores. Su origen pudo estar en
Indonesia, habiéndose distribuido hacia Sudamérica durante el siglo
XVIII (Hardam 2005). Actualmente, su distribucion es mundial, sin que
sea especifico de un solo hospedador (CABI 2017). Sin embargo, la
encina esta considerada como la especie de Quercus mas susceptible a
la infeccion por P. cinnamomi (Ruiz-Gémez et al. 2012). P. cinnamomi
tiene una limitada actividad saprofita, no creciendo ni compitiendo en
el terreno con otros microorganismos. Por ello, actia como invasor
primario, afectando a individuos sanos o con heridas recientes que no
han sido infectados (Garcia-Benavides y Monte-Vazquez 2005).

Su principal estructura es el micelio, que tiene forma tubular y
ramificada, y cada una de sus ramas se llama hifa. Las hifas son
continuas y sin tabicar, recubiertas por hinchazones esféricos que le
confieren aspecto coraloide. En condiciones Optimas, el micelio es
hialino. Visualmente es muy facil de reconocer, debido a sus
caracteristicos hinchamientos hifales y clamidosporas en racimos
(Blackwell 1949; Erwin y Ribeiro 1996; Garcia-Benavides y Monte-
Viazquez 2005). Es un organismo hemibiotréfico, por lo cual presenta
dos fases en su ciclo de vida dentro del huesped, una fase biotrofica y
una fase necrotrofica (OBwald et al. 2014).

La reproduccion sexual de P. cinnamomi es muy poco habitual,
ocurriendo sélo cuando se produce el cruce entre estirpes compatibles
(OEPP/EPPO 2004). Es una especie heterotalica, con dos tipos de
formas de apareamiento conocidas como Al y A2. La variedad A2 tiene
distribucion mundial, mientras que la variedad Al tiene una
distribucién mas limitada (Zentmyer 1980).

Excepto en condiciones muy particulares, la reproduccion suele ser
asexual, a través de zoosporas, producidas por esporangios. Estos sélo
se producen en soluciones acuosas, y son persistentes, no papilados y
de forma elipsoide y ovalada, que se desarrollan a partir de
esporangioforos, cuyo diametro es similar al de las hifas (Garcia-
Benavides y Monte-Vazquez 2005).

Si las condiciones del suelo no son favorables, P. cinnamomi puede
sobrevivir en materia muerta y en el suelo, en forma de micelio,
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esporangio, zoospora enquistada y oospora (Weste y Vithanage 1979;
Shea et al. 1980; Garcia-Benavides y Monte-Vazquez 2005; Hein et al.
2009).

Cuando las condiciones de humedad son favorables, los
esporangios liberan al agua zoosporas biflageladas moviles, que pueden
nadar hacia las raices jovenes y pequefias (Garcia-Benavides y Monte-
Viézquez 2005). Las zoosporas son atraidas quimotéacticamente por
zonas especificas de la raiz, como zonas de elongacion o heridas
recientes, donde hay mads concentracion de nutrientes (como el
glutamato, aspartato, asparagina y glutamina) y menor resistencia por
parte del hospedador. Alli se enquistan y germinan. La penetracion
ocurre durante las 24 horas posteriores, y una vez han penetrado, las
zoosporas se enquistan de nuevo, generando después un tubo de
germinacion que da lugar a las hifas. Estas hifas crecen
intercelularmente primero, a lo largo de las paredes celulares, y
posteriormente de forma intracelular (Garcia-Benavides y Monte-
Vazquez 2005; Ruiz-Gomez et al. 2012; OBwald et al. 2014). El
oomiceto se extiende por dentro de la raiz, a través del floema (Redondo
et al. 2015), llegando a alcanzar la base del tallo (Zentmyer 1988).

El primer sintoma de esta infeccion es la podredumbre, mas
frecuente en raices absorbentes (OBwald et al. 2014; Redondo et al.
2015), en las que provoca una rapida maceracion. A continuacion, ataca
a las raices gruesas y al tallo de la planta (Garcia-Benavides y Monte-
Vazquez 2005). Los sintomas secundarios son el amarilleamiento de las
hojas, aclaramiento de la copa del arbol y pudricion de ramas (OBwald
et al. 2014). También se produce la aparicion de chancros en la corteza,
el decaimiento, la disminucion del tamafio de los frutos, produccion de
exudados, y podredumbre del tallo (Garcia-Benavides y Monte-
Vazquez 2005; CABI 2017). Estos sintomas pueden darse lugar incluso
afios después de la primera infeccion.

El control quimico de P. cinnamomi, como se describird mas
adelante, es muy dificil, debido a su amplio rango de huéspedes, a su
capacidad de sobrevivir en plantas sin producir sintomas (en forma de
clamidiosporas) o a la infeccion de raices profundas, donde es dificil
que acttie la fumigacion. El aumento de las temperaturas invernales
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causado por el cambio climatico podria favorecer la supervivencia de
este patogeno, y el aumento de su distribucion (Tiberi et al. 2016).

1.4.2.Enfermedades de la madera

Tradicionalmente, el alcornoque y la encina han estado
afectados por enfermedades de la madera, frecuentemente relacionadas
con el decaimiento del arbol.

El alcornoque y la encina pueden sufrir el chancro del tronco
causado por Botryosphaeria corticola A.J.L. Phillips, Alves et Luque
sp. nov. (Alves et al. 2004). Las lesiones aparecen a lo largo de la
corteza, bordeadas por abultamientos del corcho y grietas
longitudinales que pueden dejar al descubierto la casca. Si las lesiones
son numerosas pueden llegar a anillar o matar al arbol. El alcornoque y
la encina también pueden padecer chancros en las ramas, causados por
B. dothidea, B. corticola o B. ibérica (Sanchez et al. 2003b). La
aparicion de estos patdgenos esta muy relacionada con la presencia de
nidos, y se piensa que las heridas en la corteza causada por los péjaros
o los propios nidos podrian facilitar la infeccion (De Vita et al. 2010).

El alcornoque y la encina también pueden ser atacados por
Biscogniauxia mediterranea (De Not.) Kuntze (Jiménez et al. 2005;
Yangui et al. 2019), patdégeno responsable del chancro carbonoso y que
aparece en los arboles en decaimiento. El principal sintoma es la
presencia del estroma carbonoso que se forma a comienzos del otofio,
con grietas longitudinales en la corteza, donde se aprecia una capa de
color pardo rojizo.

1.5. MECANISMOS DE DEFENSA DE LAS PLANTAS

De forma natural, las especies vegetales estan en continuo contacto con
patogenos y plagas, pues su naturaleza sésil hace inevitable la
exposicion a virus, bacterias, hongos, nematodos, oomicetos e insectos
(Fuy Dong 2013; Ali et al. 2018). A pesar de que las plantas no tienen
sistema inmune, cuentan con medios para detectar, sefializar, responder
y mantener una respuesta de defensa a largo plazo frente al ataque de
los patogenos. Para ello, las plantas utilizan dos tipos de respuestas, una
respuesta pasiva y una respuesta activa. En esta ultima se incluye la
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respuesta hipersensible (RH), la resistencia sistémica inducida (ISR) y
la resistencia sistémica adquirida (SAR).

1.5.1.Respuesta pasiva

La respuesta de defensa pasiva, también denominada basal,
preformada o constitutiva, es la primera barrera que encuentra un
patogeno cuando ataca a una planta, y tiene lugar en los tejidos que
rodean al lugar de la infeccion o del ataque. Estd constituida por las
barreras estructurales o fisicas y las barreras bioquimicas preformadas
(Fu y Dong 2013; Dotor y Cabezas 2014). Las barreras estructurales
estan formadas principalmente por la pared celular y la cuticula, que
ademas de proteger a la planta le confieren rigidez. Otras barreras
estructurales adicionales para frenar el avance de los patdégenos son
modificaciones estructurales de los tricomas y de los estomas o la
fortificacion de la pared celular mediante el aumento de los niveles de
lignina y calosa (Eyles et al. 2010; Balasubramanian et al. 2012). Las
barreras bioquimicas se refieren a metabolitos o productos quimicos
que pueden resultar toxicos para los patdogenos y que las células
vegetales acumulan, como son los compuestos fendlicos, terpenoides,
alcaloides, etc (Bednarek y Osbourn 2009; Kovalchuk et al. 2013). En
arboles se han descrito algunos mecanismos de este tipo, como en el
caso de los pinos, que utilizan la oleorresina y compuestos fenolicos
como compuestos quimicos de defensa (Franceschi et al. 2005).

1.5.2.Respuesta activa

Ademas de la defensa pasiva la mayoria de las células vegetales
tienen la capacidad de detectar la presencia de un patégeno y activar la
denominada defensa activa o inducible (Gururani ef al. 2012; Dotor y
Cabezas 2014). Esta, se produce cuando los patogenos superan las
barreras preformadas, generalmente, gracias a su actividad hidrolitica.
Una vez se rompen las barreras estructurales, las células detectan la
presencia del patdogeno a través de receptores situados en la membrana
plasmatica. Los receptores de reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patogenos (PRRs) detectan al patdgeno mediante el
reconocimiento de los patrones moleculares asociados a patogenos
(PAMPs) ubicados en la superficie del patdogeno (flagelinas,
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lipopolisacaridos, quitina, o glucanos) (Bigeard et al. 2015). Este
reconocimiento desencadena la inmunidad activada por PAMP (PTI)
que normalmente detiene al patdogeno (Zipfel 2009). Sin embargo,
existen patogenos que son capaces de producir una serie de sustancias
denominadas elicitores o efectores, que inhiben la PTI o evitan el
reconocimiento de los receptores. En respuesta a esto, las plantas han
desarrollado una segunda linea de defensa denominada inmunidad
inducida por efectores (ETI) (Bigeard ef al. 2015). La respuesta ETI es
conocida como la respuesta mediada por genes de resistencia (genes R)
y con frecuencia finaliza con la activacion de la respuesta hipersensible
(Stael et al. 2015).

Respuesta hipersensible
La respuesta hipersensible, también se denomina respuesta
local, porque tiene lugar en la zona donde se ha producido la herida o
la infeccion. Actlia cuando la respuesta de defensa basal no es capaz de
contener el avance del patdogeno. Los mecanismos de RH pueden
activarse de forma inmediata o dias después del comienzo de la
infeccion.

Durante el ataque de un patégeno, su actividad hidrolitica genera
un flujo de iones a través de la membrana plasmatica y de la pared
celular de las células vegetales (Dotor y Cabezas 2014). Esto va
asociado a un aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de
acido nitrico, lo que desencadena la respuesta hipersensible,
provocando la muerte celular programada, seguida de la posterior
necrosis de los tejidos en las zonas cercanas al lugar de la infeccion.
Esto impide el avance del patogeno al bloquear su acceso a nutrientes y
agua (Mur et al. 2008; Ali et al. 2018).

Durante la RH también tiene lugar el fortalecimiento de la pared
celular debido a la lignificacion y formacién de papilas, el refuerzo de
la pared celular de tejidos circundantes mediante el entrecruzamiento
de proteinas o la produccion de compuestos antimicrobiales como las
fitoalexinas (Gurr y Rushton 2005; Patiio Hoyos 2008; Samaniego-
Gamez et al. 2017). De forma paralela a la respuesta hipersensible, se
produce una acumulacion de acido salicilico (SA), etileno (ET) y
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jasmonato (JA) (Dotor y Cabezas 2014; Samaniego-Gamez et al. 2017;
Ali et al. 2018).

La respuesta hipersensible puede detener el crecimiento de los
patogenos biotroficos (patdégenos cuyo crecimiento se basa en
nutrientes obtenidos a partir de células vivas), pero no detiene a
patogenos necotréficos (su crecimiento se basa en nutrientes liberados
por células muertas) porque son capaces de degradar las especies ROS
(Thatcher et al. 2005).

Resistencia sistémica inducida

La ISR se activa por la accion ciertas rizobacterias del
suelo, que son capaces de colonizar las raices (van Loon ef al. 1998;
Camarena-Gutiérrez y Torre-Almaraz 2007; Patifio Hoyos 2008;
Samaniego-Gamez et al. 2017). Al ser un sistema de defensa
multifuncional y altamente integrado en la planta, puede actuar de
forma duradera y extensiva frente a un amplio abanico de plagas y
parasitos (Hein et al. 2009; Pieterse et al. 2009; Eyles et al. 2010). Por
ello, la ISR es un mecanismo muy importante para plantas que viven
muchos afios, y comparten ecosistema con ciertas plagas redundantes
para ellas, como es el caso de los arboles. La activacion de la ISR no
esta influenciada por el incremento de SA, sino que depende de las rutas
reguladas por el etileno y 4cido jasmoénico (Camarena-Gutiérrez y
Torre-Almaraz 2007; Samaniego-Gamez et al. 2017). El jasmonato es
una fitohormona derivada del acido linoléico y 4cido linolénico que se
sintetiza principalmente en las hojas. La sefalizacion por JA es esencial
para la expresion de genes de defensa en plantas, y también esta ligado
a procesos de respuesta a estrés de la planta, inhibicion del crecimiento
y la promocion de la senescencia (Dotor y Cabezas 2014; Samaniego-
Géamez et al. 2017).

Resistencia sistémica adquirida
La SAR es un mecanismo de inmunidad inducida en plantas
por la presencia de elicitores de patégenos, virulentos o avirulentos
(Conrath 2006). Es efectiva contra un amplio abanico de patdégenos
(biotroficos, necrotroficos y hemibiotroficos) a largo plazo, duradera en
el tiempo y que se produce en lugares alejados de la infeccion primaria
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(Camarena-Gutiérrez y Torre-Almaraz 2007; Patifio Hoyos 2008; Fu'y
Dong 2013; Vasyukova y Ozeretskovskaya 2017).

La SAR esta asociada con la acumulacion de 4cido salicilico y con
una elevada expresion de proteinas relacionadas con la patogénesis
(proteinas PR) sintetizadas por los genes de resistencia (van Loon 1998;
Fuy Dong 2013).

El SA es un compuesto fendlico producido por un extenso nimero
de organismos procariotas y eucariotas, incluyendo las plantas (Thaler
et al. 2012; Samaniego-Gamez et al. 2017). Se acumula en los lugares
de infeccion y después se transporta por el floema hasta lugares no
infectados de la planta, donde induce el desarrollo de SAR (Vasyukova
y Ozeretskovskaya 2017). Tras el inicio de la infeccion, la mayor parte
de SA puede ser transformado en O-B-glucosido de SA (SAGQG) a través
de una SA glucosiltransferasa inducible por patogeno (Song 2006). El
SAG es inactivo y se almacena en las vacuolas, pero puede hidrolizarse
rapidamente cuando tiene lugar la infeccion para dar lugar al SA activo
(Fu y Dong 2013) que se libera e induce la expresion de los genes de
resistencia y los de las proteinas PR en tejidos alejados del foco de
infeccion (Thatcher ef al. 2005).

De todo lo expuesto se deduce que en el sistema de defensa de las
plantas es muy importante la interaccion agonista/antagonista entre SA
y los reguladores JA y ET. La concentracion de estos reguladores
depende del tipo de patdgeno que ataque a la planta (Klessig e al. 1994;
Pieterse et al. 2009; Veluthakkal et al. 2010; Ali et al. 2018). La planta
activaria la ruta mediada por SA cuando son infectadas por patdogenos
biotréficos, mientras que la ruta mediada por JA/ET se activaria ante la
presencia de patdogenos necrotroficos o en respuesta al estrés ambiental
y la presencia de rizobacterias del suelo (Thaler ef al. 2012; Fu 'y Dong
2013; Dotor y Cabezas 2014; Samaniego-Gamez et al. 2017). Ademas
del papel del SA, el JA y ET, otros componentes claves en la defensa
de las plantas son las proteinas PR y los genes de resistencia.

La mayor parte del conocimiento sobre la respuesta de defensa de
plantas se ha obtenido a partir de trabajos en plantas anuales como
arabidopsis, pepino, tomate, tabaco, arroz o maiz. Sin embargo, el
conocimiento de los mecanismos moleculares que regulan las
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respuestas de defensa en arboles, tanto en especies angiospermas como
gimnospermas, es menos conocido (OBwald et al. 2014).

1.6. PROTEINAS RELACIONADAS CON LA PATOGENESIS

Ademas del papel del SA, el JA y ET, otros componentes claves en la
defensa de las plantas son las ya mencionadas proteinas PR (van Loon
1998). Estudios recientes avalan la importancia de estas proteinas en los
mecanismos de defensa en las especies leniosas (Veluthakkal y Dasgupta
2010; Ali et al. 2018). Se ha visto que los genes PR suelen mostrar una
mayor expresion en los arboles resistentes a las infecciones, al contrario
de lo que ocurre en los arboles susceptibles a ser infectados, que
muestran una regulacion a la baja de estos genes (OBwald ef al. 2014).

Las proteinas PR fueron identificadas por primera vez en
extractos de hoja de tabaco, que reaccionaban de forma hipersensible
frente al virus del mosaico del tabaco (van Loon y van Kammer 1970;
Bol et al. 1990). Inicialmente, se aislaron 5 familias (PR-1, PR-2, PR-
3, PR-4 y PRS5) (Bol et al. 1990), aunque posteriormente se sugirié una
nueva nomenclatura que agrupaba a las familias segun sus
caracteristicas bioquimicas, moleculares, seroldgicas y por actividad
bioldgica y enzimatica (Van Loon et al. 1998) y se identificaron hasta
11 familias, principalmente en tabaco y tomate (van Baarlen et al.
2007). En la actualidad se han identificado 17 familias PR (van Loon et
al. 2006), que presentan una enorme diversidad, siendo muy diferentes
las de una familia con respecto a las de otra (Sels et al. 2008;
Veluthakkal y Dasgupta 2010). En lefiosas estas proteinas fueron
identificadas por primera vez en Populus trichocarpa, Eucalyptus
grandis, Pinus taeda, Pinus lambertiana e hibridos de &alamo
(Veluthakkal y Dasgupta 2010). Por lo general, las proteinas PR tienen
bajo peso molecular (6-43 kDa) y son termoestables y resistentes a las
proteasas (Ali et al. 2018). Hay dos subgrupos, las proteinas PR acidas
que se secretan al espacio extracelular y las proteinas PR basicas se
transportan a la vacuola (Ali ef al. 2018).

Aunque las propiedades fitoquimicas de alguna de estas familias
no han sido completamente estudiadas, las proteinas PR juegan un
importante papel en la defensa de las plantas frente a patdgenos y

25



VANESA CANO

enfermedades, actuando como punto de interseccion para varias redes
de respuesta, y reaccionando frente a elicitores como el acido salicilico,
el 4cido jasmonico, y el etileno (Hernandez et al. 2005). Por ejemplo,
las proteinas correspondientes con las familias PR6, PR12, PR13 y
PR14, denominadas péptidos antimicrobianos (AMPs), tienen un
importante papel en la actividad de defensa contra un amplio abanico
de patdégenos microbianos y plagas (Sels et al. 2008).

1.6.1.Proteinas PR-1

En la familia PR-1 se incluyen proteinas de bajo peso molecular
(15-17 kDa) que son homdlogas de la superfamilia de proteinas ricas en
cisteina. Son las proteinas PR que se expresan en mayor concentracion
como respuesta a estimulos externos, como heridas, luz UV, ataques
parasitarios de nematodos, insectos o herbivoros. También se acumulan
debido a la presencia de SA y durante la respuesta hipersensible.
Aunque las propiedades fitoquimicas de las proteinas PR-1 no son muy
conocidas, éstas se utilizan generalmente como un marcador de la SAR
(Buchel y Linthorst 1999; Wanderley-Nogueira et al. 2012). En lefosas
se ha detectado la expresion de proteinas PR-1 en Populus trichocarpa
y Fagus sylvatica cuando son atacados por hongos (Veluthakkal y
Dasgupta 2010).

1.6.2.Proteinas PR-2

En esta familia se incluyen las B-1,3-glucanasas, que catalizan
la hidrélisis del B-1,3-glucano (Leubner-Metzger y Meins 1999;
Balasubramanian et al. 2012). Su actividad patogénica consiste en la
liberaciéon de oligosacaridos desde las paredes celulares de los
patdgenos, los cuales pueden actuar como elicitores de reacciones de
defensa por parte de la planta. Por ejemplo, se ha comprobado su efecto
patogénico in vivo contra Fusarium solani, ya que promueven la lisis
de las puntas hifales e inhiben su crecimiento (Leubner-Metzger y
Meins 1999; Balasubramanian et al. 2012). En lefiosas, se han
identificado glucasanas con actividad antifiingica en Castanea sativa
(Schafleitner y Wilhelm 1997), en Jatropha curcas (Wei et al. 2005) o
en haya (Schlink 2009). Por otro lado, las proteinas PR-2 juegan un
papel importante en la crioproteccion, expresandose a temperaturas de
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congelacion, y limitando el crecimiento de los cristales de hielo.
Ademas, estan presentes en el desarrollo de los gametofitos masculinos
y la polinizacion, en el desarrollo de semillas y su germinacion y en la
maduracion de los frutos (Balasubramanian et al. 2012).

1.6.3.Quitinasas

Las quitinasas fueron las primeras proteinas PR identificadas
(Neuhaus 1999) y estan clasificadas en cuatro familias: PR-3, PR-4,
PR-8 y PR-11 (Campos et al. 2007). Estas proteinas estan presentes en
bacterias, hongos, animales y plantas. Su funcién es la degradacion de
la quitina, que es el principal componente de la pared celular de los
hongos y de los exoesqueletos de invertebrados y nematodos. Asi, las
quitinasas hidrolizan los enlaces B-1, 4 que unen los residuos de N-
acetilglucosamina de la quitina (Neuhaus 1999; Veluthakkal y Dasgupta
2010; Souza et al. 2017). La inhibicidn de la formacién de quitina evita
el crecimiento del hongo. El papel de las quitinasas en la defensa frente
a enfermedades ha sido observado in vitro, in planta, y también
expresado en plantas transgénicas (Neuhaus 1999; Veluthakkal y
Dasgupta 2010). En plantas, las quitinasas actian como marcadores en
las respuestas de defensa del hospedador, ya que su acumulacion tiene
lugar tras el ataque de un patdgeno o la aparicion de heridas. En lefiosas,
se han identificado quitinasas con actividad fungicida en muchas
especies tanto en gimnospermas como en angiospermas (Veluthakkal y
Dasgupta 2010). Podemos mencionar, por ejemplo, la quitinasa
(CsCh3) identificada por Allona ef al. (1996) en castaiio europeo, cuya
actividad antifungica fue comprobada in vitro contra Trichoderma
viride y Cryphonectria parasitica.

1.6.4. Proteinas PR-5

Esta familia incluye las permatinas, osmotinas, zeamatinas y
proteinas tipo taumatina (TLPs). Las TLPs se dividen en dos grupos
segin su peso molecular. Pueden tener 22-26 kDa (201-119
aminoacidos) o 16 kDa (148-151 aminoacidos) (Velazhahan et al.
1999). Aunque las TLPs muestran una homologia aminoacidica con la
proteina taumatina derivada de las frutas de Thaumatococcus daniellii
(Liu et al. 2010) que confiere sabor dulce, ninguna de las TLPs testadas

27



VANESA CANO

tiene ese sabor (Velazhahan et al. 1999). Las TLPs son proteinas
altamente solubles, que se acumulan en tejidos o compartimentos
subcelulares bajo condiciones de estrés (Liu et al. 2010; Wanderley-
Nogueira et al. 2012) tanto bidtico (ET, ABA, SA, JA, etc...) como
abidtico (patogeno, lesiones, plagas, frio, sequia, etc...) y que pueden
ser secretadas al medio o al espacio extracelular (Velazhahan et al.
1999).

La respuesta de las TLPs frente a la patogénesis se ha documentado
en especies herbaceas y lefiosas, y se conocen al menos dos TLPs que
podrian haber estado presentes en un ancestro comun a angiospermas y
gimnospermas (Velazhahan ef al. 1999). La gran diversidad de TLPs
podria explicarse por la duplicacion genética, incluyendo inserciones,
delecciones, mutaciones y yuxtaposiciones de dominios, produciendo
TLPs con funciones adaptativas.

Las TLPs actian causando poros transmembranales en las
membranas plasmaticas, lo que provoca la ruptura osmética de las
células (Roberts y Selitrennikoff 1990; Velazhahan et al. 1999; Wani
2010; Wally y Punja 2010). La funcion de permeabilizar las membranas
de los patogenos de forma selectiva convierte a esta clase de proteinas
en componentes muy activos de la defensa de las plantas, sobre todo
para combatir patdégenos no controlados por otras proteinas PR (van
Loon 1998; Velazhahan et al. 1999). La expresion de estas TLPs ante
el ataque de un patdégeno se ha observado en diversas especies
herbaceas como el arroz, el sorgo, la cebada y la vid, y en especies
lefiosas como en Pseudotsuga menziesii, Pinus monticola, y el alamo
hibrido, entre otras (Veluthakkal y Dasgupta 2010). En castafio europeo,
la TLP denominada Cs7LI, de 23-kDa, extraida de cotiledones
maduros, ha demostrado tener actividad antifungica contra
Trichoderma viride y Fusarium oxyosporum. También ha mostrado
fuertes efectos sinérgicos con las endoquitinasas y las endoglucanasas,
actuando contra el crecimiento microbiano (Garcia-Casado et al. 2000).

1.6.5.Proteinas PR-6

Las proteinas PR-6 son unos péptidos antimicrobianos, muy
estables en plantas. Normalmente son moléculas ricas en cisteina que
poseen un amplio rango de actividad antimicrobiana (Ali ef al. 2018).
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Tienen una masa de 10-9 kDa, y actGan como inhibidores de las
peptidasas secretadas por insectos y patogenos (Veluthakkal y Dasgupta
2010; Souza et al. 2017). La mayoria de los patdogenos suelen atacar a
las plantas mediante la produccién de alguna proteasa (pe. la serina
proteasa, cisteina proteasa, aspartil proteasa o metaloproteasa) que
produce la proteolisis de las membranas y paredes celulares de la planta
hospedadora, causando desorganizacion celular. En respuesta a ello, las
plantas han desarrollado genes que codifican inhibidores especificos de
alguna de estas proteasas (Veluthakkal y Dasgupta 2010). En lefiosas, se
han identificado proteinas tipo PR6 en eucalipto, chopo, Picea
sitchensis y haya (Veluthakkal y Dasgupta 2010). Ademas de la funcion
de defensa, las proteinas PR-6 también estan implicadas en otras
funciones de la planta, como la muerte celular programada, la
germinacion de semillas y la respuesta al estrés ambiental (Souza et al.
2017).

1.6.6.Proteinas PR-7

Esta familia se corresponde con las endoproteinasas. Estas
proteinas hidrolizan enlaces peptidicos de las proteinas y pueden
contribuir a la disolucion de las paredes celulares de los patogenos (van
Loon et al. 2006). También estan implicadas en la modificacion
postraduccional de las proteinas implicadas en la defensa de las plantas
(Campos et al. 2007; Souza et al. 2017).

1.6.7.Proteinas PR-9

Las proteinas de esta familia se corresponden con las
peroxidasas (Gurr y Rushton 2005), que son glicoproteinas que
catalizan la oxidacion de substratos organicos e inorganicos. Contienen
un grupo hemo y usan peroxido de hidrégeno (H202) como el receptor
de electrones (Campos et al. 2007; Veluthakkal y Dasgupta 2010; Souza
et al. 2017). Su actividad afecta a la pared celular, promoviendo la
sintesis de lignina y el fortalecimiento de las paredes celulares durante
la RH (Campos et al. 2007; Souza et al. 2017). Ademas, ayudan a crear
un ambiente adverso para los patdgenos debido a su interaccion con los
ROS (Veluthakkal y Dasgupta 2010; Souza et al. 2017). Por ejemplo,
se ha detectado un aumento de las peroxidasas de membrana en
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presencia de elicitores fungicos liberados por hongos ectomicorrizos y
hongos patogénicos como Heterobasidion annosum, Rhizoctonia sp,
Ceratbasidium bicorne y Pythium dimorphum (Veluthakkal y Dasgupta
2010; Wanderley-Nogueira et al. 2012).

1.6.8.Proteinas PR-10

En esta familia se incluyen las proteinas intracelulares con
actividad ribonucleasa (Campos et al. 2007; Souza et al. 2017). Esta
familia esta presente como familia multigén en las semillas de las
plantas y estan reguladas tanto ambientalmente como por el desarrollo.
Se dividen en dos grupos: proteinas intracelulares relacionadas con la
patogénesis (IPR) y (S)-norcoclaurinas sintasas (NCS). Su presencia se
ha observado en muchas especies dicotiledoneas, y algunas especies
lefiosas, como en diferentes especies de pino, haya y abedul
(Veluthakkal y Dasgupta 2010). Las proteinas de la familia PR-10
incrementan su expresion ante el ataque de un patégeno, uniéndose
especificamente a la pared del patogeno (Sels er al. 2008). Se ha
comprobado su actividad contra hongos, bacterias, virus y nematodos
(Campos et al. 2007; Souza et al. 2017).

1.6.9.Proteinas PR-12

Esta la familia de AMPs se corresponde con las defensinas (Ali
et al. 2018), que son unas proteinas pequenas (5 kDa), basicas y ricas
en cisteina. Presentan entre 45 y 54 aminodcidos, y estdn cargadas
positivamente (Campos et al. 2007; Veluthakkal y Dasgupta 2010;
Souza et al. 2017). Su mecanismo de accion se basa en el cambio de la
permeabilidad de la membrana de los patogenos mediante la formacion
de poros (Campos et al. 2007; Souza et al. 2017). En lefiosas se han
identificado defensinas con actividad antifingica en pino (Kovalyovay
Gout 2008) y chopo (Duplessis et al. 2009).

1.6.10. Proteinas PR-13

Estas AMPs se corresponden con la familia de las tioninas (Ali
et al. 2018). Son unos polipéptidos de SkDa ricos en cisteina, que se
expresan de forma constitutiva en diferentes tejidos de las plantas. Las
tioninas muestran una amplia variacion en su secuencia, lo cual les
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confiere un amplio rango de actividad antimicrobiana. Su actividad
antimicrobiana se basa en la permeabilizacion de las membranas de los
patdgenos, causando estrés osmotico (Rayapuram et al. 2008;
Chandrashekhara et al. 2010).

1.6.11. Proteinas PR-14

Esta familia se corresponde de con proteinas de transferencia de
lipidos (LTPs) (Ali et al. 2018). Son abundantes, de pequefio tamaio,
ricas en cisteina y capaces de intercambiar lipidos a través de
membranas in vitro (Sels et al. 2008). Las dos familias caracterizadas
de las proteinas PR-14 estan presentes en las semillas y en la pared
vegetal. Se sabe que su activacion se produce en respuesta al estrés
biotico y abidtico, pero su mecanismo de accion aun debe ser estudiado
(Campos et al. 2007; Wanderley-Nogueira et al. 2012; Souza et al.
2017). En lefiosas se han identificado LTPs en diferentes especies de
pinos y en chopo (Veluthakkal y Dasgupta 2010).

1.6.12. Proteinas PR-15y PR-16

Estas dos familias se corresponden, respectivamente, con las
oxalato oxidasas y las proteinas tipo oxalato oxidasas (Godfrey et al.
2007). Estas proteinas PR son glicoproteinas asociadas con la matriz
extracelular, y estan implicadas en gran variedad de procesos celulares,
incluyendo la germinacion, el desarrollo de la planta, y la respuesta a
estrés bidtico y abiodtico (Gorjanovi¢ 2009). Las proteinas de esta
familia se inducen inmediatamente después del inicio de la infeccion
(Caliskan 2000; Campos et al. 2007). Tienen actividad oxidasa,
transformando el acido oxalico en HoO> y CO» (Zhou et al. 1998) lo
cual afecta de dos maneras a los patogenos. En primer lugar, el H>O> es
un ROS con actividad antimicrobiana y, por otro lado, debido a que el
acido oxalico puede actuar como un substrato para los hongos, su
degradacion afecta negativamente al crecimiento del patdégeno (Souza
etal 2017).

1.6.13. Proteinas PR-17

La primera proteina identificada de esta familia fue la NtPR27,
que fue aislada a partir de las células de tabaco BT2. Se ha visto que
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NtPR27 se acumula en las raices de las plantas como respuesta ante
dafios o infecciones sufridos en las hojas, y también en condiciones de
sequia (Okushima et al. 2000). La actividad de esta familia puede ser
proteolitica, antifingica y antivirica (Ali et al. 2018) pero su
mecanismo de accidn aun se desconoce por completo.

1.7. ESTRATEGIAS PARA COMBATIR ENFERMEDADES FUNGICAS EN
PLANTAS

Las pérdidas econdmicas causadas por el ataque de hongos y oomicetos
a plantas son muy elevadas (Ceasar y Ignacimuthu 2012; Dean et al.
2012; Jung et al. 2015). Por ese motivo se han disefiado diferentes
enfoques y estrategias para combatirlos, que basicamente se pueden se
agrupar en dos: métodos para prevenir o reducir los efectos de las
enfermedades y estrategias para la obtencion de plantas
tolerantes/resistentes a las mismas.

1.7.1.Control de las enfermedades mediante practicas
agronomicas

Tradicionalmente el esfuerzo para el control de las
enfermedades se ha basado en combatir al patdgeno en aras a reducir
sus poblaciones, ya sea mediante practicas culturales, el uso de
fungicidas, control bioldgico o mediante la induccidn de resistencia con
sustancias quimicas (Hao et al. 2019). En general, estos métodos son
preventivos, pero pueden ser de vital importancia si se realizan antes de
la aparicion de la enfermedad (Montoya et al. 2004).

Practicas culturales
Son practicas tradicionales que crean un ambiente menos
favorable para el crecimiento del hongo, como por ejemplo la seleccion
y cultivo de arboles y semillas sanas o el movimiento repetitivo y
continuado de los cultivos de una zona a otra para evitar los suelos
infectados.

Una practica tradicional utilizada para evitar la infeccion de
Phytophthora es el desecamiento del suelo para evitar el
encharcamiento, que es una condicidén favorable para la reproduccion
del oomiceto. En cultivos de frutales, como el Citrus, es muy comin

32



INTRODUCCION

que la infeccioén por Phytophthora se produzca mediante irrigacion y
salpicaduras a las hojas y frutos mas cercanos al suelo, y estos, al caer
al suelo, distribuyan el patégeno, continuando el ciclo de infeccion
(Gray et al. 2018). Por ello, el desecado del suelo y la poda selectiva
son medidas muy importantes como medio de prevencién ante la
Phytophthora.

Otros usos tradicionales para evitar la Phytophthora son la
prevencion de cargas ganaderas excesivas o el movimiento de suelos
por los vehiculos, la aplicacion de fertilizantes célcicos, la implantacion
de cultivos biofumigantes (Brassica spp.) o el descarte de cultivos
susceptibles, que actian como reservorios de la enfermedad (Romero
et al. 2019; Sanchez et al. 2019).

Sin embargo, estos métodos son eficaces para cultivos anuales,
plantas criadas en viveros o aquellas que son utilizadas para la
explotacion maderera, pero menos adecuadas para especies muy
longevas, que crecen en bosques o dehesas, como los alcornoques y las
encinas (Hao et al. 2019).

Tratamiento con fungicidas
En general, este método es poco eficiente para tratar la
infeccién una vez que se ha iniciado, pero puede usarse de forma
preventiva en suelos sanos. Los fungicidas més usados para el control
de la Phytophthora se dividen en dos tipos: los fenilamidas y los
fosfonatos (Andrés-Ares 2015; Hao et al. 2019).

1.7.1.2.1. Fenilamidas

Estos fungicidas se aplican en el suelo, y tienen como
objetivo reducir la podredumbre de las raices (Gray et al. 2018). Los
mas utilizados son mefenoxam y metalaxil.

El mefenoxam es un R-enantiomero de metalaxil. Se aplica
empapando el suelo, para controlar el crecimiento de muchas especies
de Phytophthora y de Phytium en un gran nimero de cultivos,
incluyendo plantas ornamentales (Hu et al. 2010; Hao et al, 2019). El
mefenoxam inhibe el crecimiento del micelio y la esporulacion,
mediante la inhibicidén selectiva de la sintesis de ARN ribosomal,
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alterando la actividad de las ARN polimerasas (Hu et al. 2010). Sin
embargo, debido a su especificidad, el comité de accidon de resistencia
a fungicidas de EEUU ha considerado que existe un alto riesgo de que
los patdgenos desarrollen resistencia frente al compuesto. En Europa,
dos afios después de su implantacion, se empezaron a observar cepas
resistentes de P. infestans y de algunas cepas de Phytium (Hao et al.
2019).

El metalaxil es un producto que presenta movilidad xilematica, y
ayuda a reducir la pudricion de raiz en encinas y alcornoques (Berrocal
et al. 1998). Sin embargo, no puede ser utilizado en bosques ni en
plantaciones debido a que ha de aplicarse en el suelo, con el
consiguiente riesgo de contaminacion de acuiferos y suelo (Gonzalez et
al. 2017).

1.7.1.2.2. Fosfonatos

Los fosfonatos, antes llamados fosfitos, son derivados
del 4cido fosforoso y se emplean como alternativa a las fenilamidas para
el control de protozoos, oomicetos, hongos, bacterias y nematodos
(Yafez-Juarez et al. 2018). El fosfonato de potasio fue el primer
fosfonato que demostré ser eficaz contra la infeccion de Phytophthora
(Gray et al. 2018) y el mas utilizado mundialmente (Romero et al.
2019). Se puede aplicar de formas muy diversas, ya sea mediante
fumigacion de hojas y semillas, mediante bafio de raiz y cuello, por
inyeccion en el tronco o por riego (Gentile et al. 2009; Yanez-Juarez et
al. 2018). El fosfonato se transporta por el xilema y el floema, y
combate la infeccion mediante la estimulacion de los mecanismos de
defensa de la planta (Yafez-Juarez et al. 2018; Romero et al. 2019;
Sanchez et al. 2019). En menor manera también puede afectar de forma
directa al patdgeno, inhibiendo la formacioén de micelio (Gonzalez et al.
2017; Romero et al. 2019). El porcentaje de curacion del fosfonato de
potasio esta inversamente relacionado con el nivel de infeccion del
arbol, de tal forma que el tratamiento no es efectivo en arboles muy
afectados. A pesar de su uso mundial en el control de las infecciones
por oomicetos, el uso del fosfonato de potasio esta prohibido en Espafia
(Gonzalez et al. 2017; Romero et al. 2019).
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El fosetil aluminio (Fos-Al) se ha descrito como alternativa frente
al tradicional fosfito de potasio y ha demostrado ser mas eficaz en la
proteccion de encinas y alcornoques que cualquier otro fungicida
quimico (Gonzalez et al. 2017; Romero et al. 2019; Sanchez et al.
2019). Se aplica en el suelo, y no so6lo detiene el avance de la
enfermedad, sino que ademas ha demostrado tener cierto poder
curativo, aumentando la frondosidad de los arboles tratados, incluso de
aquellos que ya estaban infectados por Phytophthora (Romero et al.
2019; Sanchez et al. 2019).

1.7.1.2.3. Nuevos fungicidas

Para luchar contra las cepas resistentes a los fungicidas
tradicionales se han desarrollado nuevos productos que afectan de
diversas maneras al crecimiento de los patdgenos. Entre estos nuevos
productos se encuentran el tiazol carboxamida etaboxam, el
fluorpicolide, la mandipropamida (Gray et al. 2018; Hao et al. 2019) y
la oxatiapiprolina (Cohen et al. 2018).

El control quimico tiene como desventaja que puede producir
resultados inesperados desde el punto de vista ecologico, causando la
contaminacion del suelo y acuiferos, o la eliminacion de otras especies
(Wally y Punja 2010; Yanez-Judrez ef al. 2018). También pueden tener
efectos adversos sobre la salud humana, ademas de un alto coste
econdmico. Por otro lado, el empleo de fungicidas puede resultar
ineficaz ante la aparicion de lluvias imprevistas o el desarrollo de
resistencia por parte del hongo.

Control biologico

En este método, un antagonista del patégeno se introduce
en un cultivo para controlar la infeccion. El antagonista coloniza el
suelo o partes de la planta y ejerce de competidor contra el patégeno,
consumiendo alimento, ocupando espacio, o produciendo sustancias
que inhiben el crecimiento del mismo, promueven el desarrollo de la
planta o activan sus sistemas de defensa (Garcia-Benavides y Monte-
Vazquez 2005). Un ejemplo de organismos antagonistas de P.
cinnamomi son los hongos del género Trichoderma (Garcia-Benavides
y Monte-Vazquez 2005).
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Induccion de la resistencia inducida mediante
sustancias quimicas
La estimulaciéon de la resistencia inducida es una
herramienta que puede ser integrada en los sistemas de manejo de las
enfermedades fungicas de las plantas. Al estimular la SAR
artificialmente es posible producir una sefial de acondicionamiento
“priming” de la planta, incrementando su resistencia ante un nuevo
contacto con el patogeno (Conrath ef al. 2015).

Como ya se ha comentado, el SAR puede iniciarse tras la
exposicion de las plantas a microorganismos virulentos o no virulentos.
pero también puede intentar inducirse antes de la infeccion, para
prevenir el futuro avance de la enfermedad. Un ejemplo de esto es el
olmo americano, al que se le hicieron heridas en el tronco sobre las que
se depositd indculos de las cepas Ophiostoma ulmi y O. novo-ulmi.
Estas inoculaciones controladas ayudaron a activar el SAR y redujeron
el indice de infeccion (Flower et al. 2016).

El SAR también puede activarse con sustancias como SA, el 4dcido
2,6-dicloro-isonicotinico (INA) o el butilhidroxitolueno (BTH). El
BTH se ha probado en cultivos de monocotiledoneas, solaniceas y
leguminosas, y también se han obtenido resultados positivos en arboles
frutales. Sin embargo, todas estas sustancias sélo confieren resistencia
si se aplican justo antes de la infeccion del patogeno (Patiio Hoyos
2008).

El 4cido DL-B-aminobutirico (BABA) es un aminoacido no
proteico que induce resistencia contra un gran nimero de pardsitos en
plantas, incluyendo oomicetos, hongos, bacterias y nematodos. Su
efecto protector es mas duradero que el de otros agentes quimicos, e
induce defensas fisicas y quimicas, como la formaciéon de manchas
necroéticas o la expresion de las proteinas PR (PR-1, PR-2 y PR-5),
ademds de promover la respuesta hipersensible (Cohen 2002; Patifio
Hoyos 2008).

El bisulfito sddico de menadiona, que se utilizaba como regulador
de crecimiento en plantas, ademas presenta la capacidad de inducir
resistencia frente al “mal de Panama” causada por Fusarium oxysporum
en banano, mediante la expresion sistémica de la enzima ascorbato
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peroxidasa. De esta forma se aumenta la concentracion de ROS,
independientemente de la expresion de las proteinas PR. También
afecta a la dinamica de acumulacion de fitoalexinas en el banano,
retardando la expresion de los sintomas de la enfermedad, y reduciendo
el avance del dafo en el rizoma (Borges et al. 2004).

Otros productos similares que han sido utilizados contra las
enfermedades fungicas son los oligosacaridos N-acetilquitino-
oligosacaridos y B, 1-3 glucanos, el compuesto sintético Triciclazole o
el ion Ca?".

1.7.2.Métodos de mejora genética para obtener plantas
resistentes frente a enfermedades

La mejora vegetal es el conjunto de todas las practicas que
conducen a la mejora de las propiedades genéticas de una planta (FiBL
y SEAE 2015). Para obtener plantas con mayor resistencia frente a
patdgenos se pueden manipular los genes de resistencia, ya sea
mediante mejora tradicional o cldsica, o mediante métodos
biotecnoldgicos como la transgénesis, las técnicas de cultivo in vitro, la
hibridacion somadtica, la polinizacion in vitro, la obtencion de haploides
y doble-haploides, la edicion genética o la seleccion asistida por
marcadores moleculares (Gurr y Rushton 2005; Poupin y Arce-Johnson
2005; Gosal et al. 2010; Kovalchuk ef al. 2013; Hartung y Schiemann
2014).

Métodos de mejora clasica

La mejora genética clasica se basa en la existencia de
variabilidad genética para los caracteres que se desea mejorar, y la
manipulacion de la misma mediante reproduccion sexual. Los métodos
que se usan para explotar este hecho son el cruzamiento y la seleccion
complementados con la mutagénesis artificial y las técnicas
citogénicas. El cruzamiento se realiza entre individuos de la misma
especie que presentan caracteristicas de interés (resistencia a
enfermedades o a la sequia, mayor produccion de madera o frutos,
etc...). En las siguientes generaciones se seleccionan aquellas plantas
que presentan las mejores caracteristicas y se cruzan entre ellas. Esta
seleccion permite incorporar en la poblacion genes que codifican rasgos
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de interés, y eliminar aquellos que dan lugar a caracteristicas indeseadas
(Breseghello y Coelho 2013; FAO 2019).

Este tipo de mejora se utiliza muy poco en especies forestales,
principalmente porque requiere de mucho tiempo y ademas, los bosques
presentan una alta variedad genética, lo que hace que en conjunto
resistan mejor el ataque de los patogenos. No obstante, los programas
de cruzamiento selectivo pueden considerarse en especies forestales si:
hay un alto riesgo de ataque por parte de patdogenos exoticos, no hay
especies/variedades resistentes o alternativas y si hay pocas opciones
silviculturales para paliar las pérdidas (FAO 2019). En los ultimos 20
afios, tan s6lo unas pocas especies forestales han sido mejoradas
mediante cruzamiento selectivo para la tolerancia a plagas y
enfermedades (FAO 2019). Algunos ejemplos son el eucalipto
(Rezende et al. 2013), el pino loblolly (Pinus taeda) (Resende et al.
2012), el pino de Monterey (Pinus radiata) (Dungey et al. 2014), el
abeto noruego (Picea abies) (Chen et al. 2018), el chopo (Stanton et al.
2009) y el pino silvestre (Pinus sylvestris) (Rieksts-Riekstins et al.
2019).

En ocasiones, la variacion genética dentro de una especie no es
suficiente para lograr la mejora mediante cruzamiento selectivo entre
individuos de la misma especie. En estos casos, se pueden realizar
cruces entre especies diferentes (hibridacion), y retrocruzamientos
posteriores intentar obtener descendientes que expresen las
caracteristicas buscadas (Castellanos-Hernandez et al. 2011; Haggman
et al. 2016). Un ejemplo de esto lo tenemos en el castaiio europeo
(Castanea sativa) y el castaio americano (C. dendata). Las poblaciones
de ambas especies han sido devastadas por el ataque de dos
enfermedades fungicas: la tinta, causada principalmente por P.
cinnamomi y que afecta principalmente al castafio europeo, y el
chancro, que es causada por Cryphonectria parasitica y afecta a las dos
especies de castafio. Desde su aparicion se han desarrollado diversos
programas de mejora en Espafia (Urquijo 1994; Vieitez et al. 1960;
Vieitez et al. 1996; Santos et al. 2016) y en Estados Unidos (Diskin et
al. 2006; Clark et al. 2019; Powell et al. 2019) para la busqueda de
hibridos resistentes a ambas enfermedades. Estos programas se han
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basado en cruzar estas especies de castafio con dos especies de castafio
asiaticas (C. crenata y C. mollissima) que presentan resistencia natural
contra dichos patdgenos. De esta forma, se pretendia introducir en las
especies susceptibles los genes que confieren resistencia frente a los
patogenos. Los arboles hibridos son retrocruzados, propagados e
inoculados con el patogeno para evaluar su resistencia. Posteriormente,
también son seleccionados por su valor agrondémico y forestal. En
castafio americano, el programa de mejora iniciado en los afios 80 por
la Fundacién de Castano Americano utilizé el castafio chino como
parental no recurrente. Este fue retrocruzado con diferentes parentales
de castafio americano hasta lograr obtener castafios americanos (en el
99% de sus genes) resistentes a la enfermedad (Diskin ef al. 2006).

El principal problema de estos programas es que se necesitan de
muchas generaciones para poder obtener el resultado esperado
(Gururani et al. 2012). En algunos estudios, incluso después de 50 afios
de cruzamientos selectivos, los arboles seleccionados, aunque son
resistentes frente al patdgeno, no llegan a exhibir el nivel de resistencia
deseado (Clark et al. 2019; Powell et al. 2019). Por ello, en los ultimos
afios se apuesta por la identificacion de marcadores moleculares que
permitan seleccionar a los hibridos mas adecuados de forma mucho mas
rapida (Santos et al. 2016). Por otro lado, debido a que se seleccionan
unos pocos individuos y se busca la homogeneidad genética de sus
descendientes, se corre el riesgo de generar un monocultivo con poca
diversidad genética, lo cual podria ser problematico a largo plazo si una
cepa patogénica consiguiese superar el sistema de defensa vegetal
(Wally y Punja 2010).

Otro método de mejora tradicional en especies forestales es la
seleccion de “individuos élite”, que son aquellos arboles interesantes
por sus caracteristicas (en este caso, la resistencia a enfermedades) para
recoger sus semillas. Este es el caso de la encina y alcornoque, dos
especies con las que no se han realizado programas convencionales de
mejora basados en el cruzamiento (Martinez et al. 2019).
Recientemente, el MAPA ha iniciado en colaboracidon con la Empresa
de Transformacion Agraria (TRAGSA) un programa de mejora basado
en la seleccion de progenies de encina y alcornoque tolerantes a P.
cinnamomi. Las semillas de ambas especies seran recolectadas de los
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progenitores clasificados como tolerantes, y una vez crecidas y
sometidas a ensayos de tolerancia al oomiceto se podran utilizar en
programas de reforestacion de las zonas afectadas por la enfermedad.

Mejora genética mediante transgénesis

Uno de los principales logros de la biotecnologia vegetal ha
sido la mejora genética mediante transformacién genética. Los
llamados organismos modificados genéticamente (GMOs) son aquellos
cuyo ADN ha sido modificado de formas que no ocurren en la
naturaleza por cruzamientos o recombinacion natural (Higgman et al.
2016). La transformacion genética posibilita la manipulacion directa de
la informacion contenida en el ADN permitiendo superar las barreras
impuestas por la incompatibilidad sexual. La manipulacion mas
frecuente es la introduccion en las plantas de genes procedentes de la
misma especie, de otras especies vegetales o incluso de otros
organismos muy alejados evolutivamente, como hongos, bacterias,
virus o animales (Newel 2000; Wani 2010). Los genes introducidos se
seleccionan por su potencial utilidad para la especie receptora, ya sea
porque aumentan la produccion (madera, frutos, etc), porque adelantan
la edad de floracion o la supriman, provean de resistencia frente factores
abidticos (pe. frio, sequia, salinidad, heladas etc.) o bidticos (virus,
bacterias, hongos u otros patdégenos), mejoren la calidad nutritiva u
ornamental de las plantas o las convierta en biofactorias (Rani y Usha
2013). Desde que en 1983 se obtuvo la primera planta transgénica, se
ha logrado la transformacion de muchas especies vegetales, pero la
investigacion se ha centrado principalmente en la produccion de plantas
transgénicas a partir de las especies con interés agronémico, como el
maiz, la soja, el algodon, la alfalfa, el tabaco, la patata, o la colza. Por
el contrario, los éxitos en especies forestales han sido mas limitados,
debido fundamentalmente a los problemas para su regeneracion in vitro
y que muchas son recalcitrantes a la transformacion (Piqueras et al.
2010). A pesar de eso se han obtenido arboles transgénicos tolerantes a
herbicidas (Lebedev et al. 2016), con capacidad fitorremediadora (van
Dillewijn et al. 2008), resistentes a insectos (Wang et al. 2018), con
mayor capacidad de asimilar de nitrogeno (Gallardo et al. 1999), con
menor contenido en lignina (Verma et al. 2014) o estériles (Fritsche et
al. 2018). Del mismo modo, también se han obtenido arboles
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transgénicos resistentes o con mayor tolerancia a enfermedades
causadas por bacterias, hongos, o virus. En este apartado, uno de los
primeros éxitos fue la obtencidon de plantas transgénicas de papaya con
resistencia al virus de la mancha angular que estuvo a punto de destruir
los cultivos de papaya en la isla de Hawai (Gonsalves ef al. 1998).

1.8. TRANSFORMACION GENETICA PARA GENERAR TOLERANCIA A
ENFERMEDADES FUNGICAS

Puesto que los genes especificos de resistencia a enfermedades fungicas
no han sido identificados en la mayoria de las especies lefiosas, es
necesario utilizar otras estrategias para inducir, aunque sea de forma
genérica, algun tipo de tolerancia. Las estrategias mas utilizadas hasta
el momento para la obtencion de plantas tolerantes a enfermedades
causadas por hongos y oomicetes mediante la transformacion genética
se pueden agrupar basicamente en dos tipos, el silenciamiento génico y
produccion de productos génicos (Wally y Punja 2010; Wani 2010;
Ceasar y Ignacimuthu 2012).

1.8.1.Silenciamiento génico

El silenciamiento génico se refiere al conjunto de
procedimientos capaces de suprimir la expresion de un gen/es en las
plantas (Souza et al. 2007). Una de las primeras aplicaciones de este
procedimiento fue inducir la resistencia frente a virus, sin embargo,
actualmente el silenciamiento génico tiene muchas otras aplicaciones
en la mejora genética (Garcia-Ruiz et al. 2016). En arboles, por
ejemplo, el silenciamiento génico se utiliza en investigacion basica para
el estudio de la funcioén de los genes (Kumar y Fladung 2003), en la
reduccion del contenido de lignina (Jouanin et al. 2000; Valerio et al.
2003), en la mejora de la calidad del fruto (Dandekar et al. 2004) o en
la induccion de autofertilidad (Broothaerts et al. 2004). El
silenciamiento génico también se ha utilizado para obtener plantas
transgénicas resistentes a hongos como por ejemplo a Fusarium
graminearum (Nakayashiki et al. 2005), Aspergillus nidulans
(Hammond et al. 2008) o a oomicetos como P. infestans (Eschen-
Lippold et al. 2012).
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1.8.2.Produccion de productos génicos

En esta estrategia la transformacién genética se realiza con
genes que basicamente generan productos toxicos para los hongos o que
impiden su infecciéon. De acuerdo con Punja (2001) estos productos
génicos se pueden agrupar en cinco categorias:

v’ Productos génicos que son directamente toxicos para los
patdgenos o que reducen su crecimiento. En este grupo se incluyen las
proteinas PR, como las enzimas hidroliticas (quitinasas y glucanasas),
las proteinas antifungicas (taumatinas y osmotinas), los péptidos
antimicrobianos (tioninas, defensinas y lectinas), o las proteinas
inactivadoras de ribosomas. Por ejemplo, en patatas transgénicas se ha
demostrado la actividad antifingica de las proteinas inactivadoras de
ribosomas contra Botrytis cinerea y Rhizoctonia solani (Gonzales-
Salazar et al. 2017).

v" Productos que destruyen o neutralizan la pared celular del
patogeno o los compuestos que estos usan durante la infeccion. En esta
categoria se introducen genes que codifican enzimas (como son las
proteinas inactivadoras de las poligalacturunosas) y metabolitos
fitotoxicos, que degradan micotoxinas y acido oxalico. En castafio
americano, la transformacion con una oxalato oxidasa aislada en trigo,
y que acttia degradando el acido oxalico producido por C. parasitica,
provoco un incremento de la resistencia frente al cancer (Newhouse et
al. 2014).

v' Productos génicos que mejoran las defensas estructurales de
la planta. En este caso, se introducen genes que provocan el incremento
de los niveles de lignina y peroxidasas asociadas a la pared celular. Por
ejemplo, Zhang et al. (2019) incrementaron la resistencia del algodon
frente a Verticillium mediante la sobreexpresion de un gen que
promovia la acumulacion de lignina.

v' Productos génicos que participan en las vias de sefializacion
que regulan las defensas como la produccién de elicitores especificos,
H>03, acido salicilico o etileno. La sobre-expresion de SA en tabaco
induce la sintesis de proteinas PR lo que proporciona un aumento de su
resistencia a patdégenos fungicos (Verberne et al. 2000).

v" Genes de resistencia (genes R) que participan en la respuesta
hipersensible y en la interaccion con los factores de avirulencia del
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patdgeno. Por ejemplo, la transformacion de cultivares de patata con el
gen R RPI-BLB2 aislado en patata salvaje incrementa su tolerancia a P.
infestans (van der Vossen et al. 2005).

De todos esos procedimientos, la transformacién con genes que
codifican proteinas PR es el método mas utilizado para obtener plantas
transgénicas con tolerancia a hongos u oomicetos (Wally y Punja 2010;
Ali et al. 2018). Como ya se ha mencionado, estas proteinas tienen un
papel clave en la defensa frente a patdgenos y se ha observado que su
sobre-expresion mediante transformacion genética puede conferir
resistencia a diferentes tipos de hongos en muchas especies diferentes,
aunque en muchos casos se ha logrado en plantas herbaceas. Dentro de
las proteinas PR, las mas empleadas en la transformacién genética con
objetivo antifungico son las proteinas PR-1, PR-2, PR-3, PR-4, PR-5 y
PR-12, es decir, con genes que codifican quitinasas, glucanasas,
proteinas tipo taumatinas, tioninas o defensinas (Ceasar y Ignacimuthu
2012; Sudisha et al. 2012; Ali et al. 2018).

Las glucanasas (PR-2) y la quitinasas (PR-3, PR-4, PR-8) actuan
degradando los polisacaridos de la pared celular de los hongos. La
sobre-expresion de quitinasas solas o combinadas con otras proteinas
antifingicas ha incrementado la tolerancia de diferentes plantas
herbaceas a hongos como Botrytis cinerea (Takatsu et al. 1999; Vellice
et al. 2006; Nufiez de Caceres et al. 2015), Fusarium graminearum
(Shin et al. 2008) o Rhizoctonia solani (Bezirganoglu et al. 2013). En
lefiosas, también se han logrado plantas tolerantes a enfermedades
fungicas mediante la transformacion con quitinasas en abedul (Pasonen
et al. 2004) o chopo (Jia et al. 2010).

Otro tipo de proteina PR cuya sobre-expresion ha ofrecido buenos
resultados para inducir la tolerancia a hongos y oomicetos es la
transformacion con genes que codifican proteinas tipo taumatina
(proteinas PR-5) (Wally y Punja 2010; Sudisha et al. 2012). Por
ejemplo, la transformacion con TLP retrasa el desarrollo de las
enfermedades causadas por Fusarium (Mackintosh et al. 2007;
Mahdavi et al. 2012), Botrytis cinerea (Chen y Punja 2002), P.
citrophthora (Fagoaga et al. 2001) o Alternaria alternata (Safavi et al.
2011). Estas proteinas, como ya se ha mencionado, actian induciendo
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la apertura de poros transmembranales en las membranas plasmaticas
de los patogenos, provocando la ruptura osmética y finalmente, la
muerte (Wani 2010; Wally y Punja 2010). En el Anexo 1 se resumen
las principales publicaciones sobre la transformacion con genes que
codifican TLP y los principales resultados obtenidos en ellas. La
mayoria de las especies en las que se ha logrado la transformacién con
este tipo de proteinas PR son herbaceas (Anexo 1). En lefiosas se ha
obtenido la transformacidn genética en especies como la vid (Dhekney
et al. 2011; He et al. 2017), banana (Mahdavi et al. 2012), mandioca
(Odeny Ojola et al. 2018), naranjo (Fagoaga et al. 2001), castafio
europeo (Corredoira et al. 2012) y roble comin (Malldn et al. 2014).

Por ultimo, también se ha inducido tolerancia a enfermedades
causadas por los hongos Alternaria, Fusarium y Plasmodiophora
mediante la sobre-expresion de defensinas y tioninas (Gao et al. 2000;
Ali et al. 2018), Las defensinas son los péptidos antifingicos mas
importantes de las plantas. Como se ha descrito con anterioridad, estos
péptidos provocan la permeabilizacion de la membrana flingica e
inhiben el crecimiento de las hifas. La sobre-expresion de defensinas ha
incrementado la tolerancia a Fusarium en banana (Ghag ef al. 2012) y
a Phytophtora parasitica en tabaco (Wang et al. 2011). Las tioninas a
su vez actian abriendo poros en las membranas celulares de los
patogenos y provocando la salida de calcio y potasio. En patata, la
sobre-expresion de tionina increment6 la tolerancia contra Ceratocystis
fimbriata (Muramoto et al. 2012) y contra Botrytis cinerea (Hoshikawa
etal 2012).

1.9. TRANSFORMACION GENETICA EN ARBOLES
Para lograr la transformacion genética de una planta, arboles incluidos,
se deben cumplir una serie de premisas:

v" Se necesita disponer de un sistema eficaz de introduccion del
gen o genes de interés.

v Generalmente, es necesario disefiar un vector de transformacion
que incluya al gen de interés acompafiado de un promotor, de un
terminador y otras secuencias regulatorias necesarias para su expresion.
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Ademés, normalmente se introduce un gen de seleccion y un gen de
deteccion que facilita discriminar los tejidos/células transformados.

v" Es necesario un sistema de regeneracion eficiente que permita
la obtencion de una planta a partir de células transformadas.

v' Tras la obtencion de las plantas transgénicas, estas se deben
analizar con el fin de comprobar la presencia del gen insertado, su
estabilidad y su nivel de expresion.

De todos estos factores, los mas importantes son el método de
transformacion, el método de seleccion y el sistema de regeneracion.

1.9.1.Métodos de transformacion

Una vez que los genes de interés han sido identificados y
aislados, pueden introducirse en la especie receptora mediante
diferentes técnicas. Los métodos que se utilizan en la transformacién de
plantas se agrupan en dos tipos, bien mediante vectores bioldgicos
como Agrobacterium 'y virus, o bien directamente, mediante bombardeo
con particulas (biobalistica), microinyecciéon, mediada por
polietilenglicol (PEG), liposomas o con nanoparticulas (Ganeshan y
Chibbar 2010). De estos métodos, los mas utilizados en arboles son la
transformacion mediante Agrobacterium o mediante biobalistica
(Poupin y Arce-Johnson 2005).

Transformacion mediada por Agrobacterium

Agrobacterium  tumefaciens  (actualmente  Rhizobium
radiobacter) y otras especies relacionadas, como A. rhizogenes, son
patdgenos de plantas capaces de infectar de modo natural a un gran
numero de especies dicotiledoneas y unas pocas monocotilédoneas
(Levee et al. 1999). A. tumefaciens presenta un componente genético
extracromosomico llamado plasmido Ti (inductor tumoral), mientras
que A. rhizogenes presenta el plasmido Ri (inductor de raiz). Durante la
infeccion, A. tumefaciens inserta una region del plasmido denominada
ADN-T en las células de la planta. Este ADN-T contiene genes que
inducen, por un lado, la sintesis de opinas, que la bacteria utiliza como
fuente de nitrégeno y carbono y, por otro, genes que inducen la sintesis
de reguladores del crecimiento que causan un crecimiento aberrante de
las células vegetales, lo que da lugar a un tumor conocido como agalla
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de corona o tumor del cuello. En la infeccién con A. rhizogenes se
induce la produccion de raices mediante un mecanismo semejante al de
A. tumefaciens. Mediante la ingenieria genética, estos genes tumorales
o los genes inductores de raiz han sido sustituidos por el gen/genes de
interés que se quiere transferir a la planta (Gelvin 2003).

Para que la transferencia de ADN-T sea efectiva, se necesitan tres
factores. El primer factor son las secuencias de los extremos, que estan
constituidos por repeticiones directas imperfectas de 24-25 pb que
flanquean y definen el ADN-T (van Haaren ef al. 1988) Estas
secuencias de los extremos son las Unicas secuencias que se necesitan
en cis para la transferencia de ADN-T (Zambryski et al. 1983). El
segundo factor son los genes de virulencia o genes vir, (virA, virB, virC,
virD, virE, virF, virG, y virH), situados en el plasmido Ti pero fuera de
la region T-ADN, y que son los responsables de coordinar el proceso
de transferencia del ADN-T al genoma de la planta (Ganeshan y
Chibbar 2010). El tercer factor importante son los genes que permiten
la unién de la bacteria a la célula de la planta (Sheng y Citovsky 1996).

La transformacion mediada por Agrobacterium fue el primer
método utilizado en arboles, concretamente para conferir resistencia a
un herbicida en un hibrido de Polulus (Fillatti et al. 1987), y
actualmente, es el método mas empleado en la transformacion de
especies lenosas, especialmente en angiospermas lefiosas (Sharma et al.
2005; Nehra et al. 2005). Por ejemplo, se ha utilizado en la
transformacion genética del nogal (Escobar et al. 2000), el chopo
(Couselo et al. 2010), o el castafio americano (Zhang et al. 2011),
mientras que en gimnospermas se pueden mencionar ejemplos como el
de Pinus strobus (Levee et al. 1999), Picea glauca (Klimaszewska et
al. 2001), y Pinus pinaster (Trontin et al. 2002, 2007).

Durante el procedimiento general empleado en Ila
transformacion genética con A. tumefaciens, el explanto diana se co-
cultiva junto con la bacteria a 25 °C durante un periodo de tiempo
suficiente (1-5 dias) para garantizar la transferencia del ADN-T a las
células del explanto. Después del co-cultivo, la bacteria se elimina con
un antibidtico bactericida y el explanto se cultiva en un medio de
regeneracion (via embriogénesis o via organogénesis) en presencia de
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un agente de seleccion (por ejemplo, un antibidtico) para permitir el
desarrollo de s6lo los tejidos transformados.

Existen diferentes factores que afectan a la eficiencia de la
transformacion mediante Agrobacterium. Por un lado, son importantes
la especie vegetal, la edad de la planta, el tipo de explanto y el estado
de desarrollo del mismo. También es primordial la cepa de
Agrobacterium utilizada. Estas difieren fundamentalmente en su
capacidad de infeccion y virulencia, que depende de la organizacion y
estructura de su regiéon T-DNA y de los genes vir. En lefosas, se han
empleado diferentes cepas para la transformaciéon como la LBA4404
(Ooms et al. 1981), la EHA105 (Hood et al. 1993), la AGL1 (Lazo et
al. 1991) o la C58C1 (Koncz y Schell 1986). La eleccion de una u otra
depende de la especie y del genotipo, aunque una de las més utilizadas
es la cepa EHA105. Para la transformacion se utilizan cultivos
bacterianos de con una densidad optica comprendida entre 0,3 y 0,9,
donde las bacterias estan en la fase exponencial del crecimiento y estan
mas activas. La temperatura y el pH durante el co-cultivo también
afectan a la capacidad de activacion de los genes vir, se prefieren pH
bajos y temperaturas comprendidas entre 19-25°C (Gelvin 2003).

Por ultimo, cabe destacar la importancia que tiene para mejorar la
efectividad de la transformacion la inclusiéon de un periodo de pre-
cultivo del explanto y la reduccién de la necrosis del mismo en
presencia de la bacteria (Chakrabarty et al. 2002; Ko et al. 2003; Gelvin
2003; Davey et al. 2010). En relacidon con esto ultimo, en ocasiones,
para promover la transformacion es necesario afiadir compuestos con
actividad antioxidante y que actuan reduciendo la necrosis, como por
ejemplo el tiosulfato de sodio, la L-cisteina o el glutation (Dan et al.
2008). Por otro lado, cuando la transformacion es dificil, es frecuente
afiadir productos que inducen la expresion de los genes vir, como la
glucosa, acetosiringona y azacitidina (Subramoni et al. 2014). Por
ultimo, la adicion de inhibidores del etileno como el tiosulfato de plata
(STS) o el nitrato de plata también puede mejorar la eficiencia de la
transformacion (Nonaka et al. 2008).
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Transformacion mediada por mediante biobalistica
Este método consiste en bombardear las células diana con
microproyectiles de oro o tungsteno (0,4-1,2 um) recubiertos de ADN
(Meilan et al. 2010). Estas particulas son aceleradas a alta velocidad
mediante una pistola de particulas. Este ADN ex6geno puede integrarse
en las células receptoras si las condiciones son adecuadas (Khattak et
al. 2012), pero la eficiencia de transformacion es bastante baja en
comparacion con otros métodos. Ademas, hay muchas posibilidades de
insertar muchas copias del transgén en el genoma, y requiere del uso de
una instrumentacion especial (Castellanos-Herndndez er al. 2011).
Aunque puede utilizarse en material en diversas etapas de desarrollo, es
preferible la utilizaciéon de embriones o callos (Newel 2000). La
biobalistica se ha utilizado fundamentalmente en aquellas especies que
no se pueden transformar con Agrobacterium, como es el caso de
muchas monocotiledoneas y en coniferas (Poupin y Arce-Johnson
2005; Meilan et al. 2010).

1.9.2.Métodos de seleccion

Una vez que se ha realizado la transformacion y se ha integrado
el ADN exodgeno en la planta, es muy importante poder discriminar y
favorecer el crecimiento de las células que expresan el gen insertado,
en detrimento de las que no lo hacen. En ausencia de seleccion es poco
probable que se produzca diferencia de crecimiento entre las células
transgénicas y no transgénicas, y a veces, incluso con la presencia de
agentes de seleccion, puede ocurrir que el tejido no transformado se vea
protegido de forma indirecta por el transformado, dando lugar a escapes
o quimeras (Park et al. 1998). Los marcadores de seleccion mas
utilizados son genes que confieren resistencia a antibidticos como la
kanamicina, cloranfenicol e higromicina o a herbicidas como el
glifosato y la fosfinotricina (Sharma et al. 2005). El gen de la neomicina
fosfotransferasa (NPT o NEO), que confiere resistencia a la kanamicina,
es uno de los métodos de seleccion mas utilizados en la transformacion
genética (Newel 2000). Durante estos afios se han empleado tres tipos
de genes de la neomicina fosfotransferasa (I, 11, y II) como marcadores
de seleccion en la transformacion genética. Entre estos el mas empleado
es el gen NPTII de Escherichia coli (Liang et al. 2010).
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Ademas de un gen de seleccion, generalmente se utilizan genes
reporteros (también denominados delatores o chivatos) para confirmar
el éxito de dicha transformacion. De forma general, los genes
marcadores codifican enzimas que tienen actividad en substratos que
generalmente no estdn presentes en la planta. Uno de los genes
marcadores mas utilizados es el gen que codifica la B-glucuronidasa
(GUS), proveniente de E. coli, fue utilizado por primera vez por
Jefferson et al. (1987). El gen GUS esta codificado por el locus uidA, y
se caracteriza porque la enzima se mantiene estable a altas
temperaturas, resiste la fijacion histoquimica y su expresion se detecta
facilmente en el tejido, mediante el color azul que adquieren las células
transformadas debido a la hidrolisis de sustratos colorigénicos, como el
p-nitrofenil-glucurénido (PNPG, X-gluc), el 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D- glucuronido (Xgluc) o fluorogénicos como el 4 metil-
umbeliferilglucurénido (MUG), entre otros (Naleway 1992; Chi et al.
1998). Aunque la presencia de este gen es estable en plantas, y no afecta
a su crecimiento, presenta como inconveniente que el material
analizado es destruido por el proceso de evaluacion.

Recientemente, el gen GUS ha sido sustituido por el gen de la
proteina fluorescente verde (GFP). Este gen marcador fue aislado por
primera vez en la medusa Aequorea victoria, aunque posteriormente
también ha sido aislado de Aequorea coerulescens (Gursakaya et al.
2006) o producido de forma sintética (Liang et al. 2010). En la
actualidad existen un amplio abanico de proteinas fluorescentes, que
pueden ser customizadas segun su aplicacion (Stewart 2006).

El GFP se usa como método de seleccion en plantas transgénicas
debido a su alta sensibilidad, y a que no dafia al organismo en el que se
expresa (Liang et al. 2010) y ademas permite visualizar en vivo las
células transformadas con la ayuda de una luz UV, sin necesidad de
anadir substratos (Sheen et al. 1995; Newel 2000). El GFP también es
mas eficiente que otros métodos de sefializacion a la hora de evaluar
eventos de transformacidon, expresion de genes y localizacion de
proteinas (Stewart 2006). Por ejemplo, el GFP sintético y optimizado
para evaluar la expresion genética en las plantas es mejor marcador que
el GUS a la hora de monitorizar la actividad temporal de genes que
tienen una ventana de expresion muy estrecha, debido a que el tiempo

49



VANESA CANO

de expresion de GFP es menor que el del GUS, y esto lo hace mas fiable
Liang et al. 2010). Por otro lago, la expresion del GFP también puede
resultar util para saber si una planta transgénica es homocigoética o
heterocigotica, ya que en el segundo caso, el nivel de fluorescencia de
la planta se ve reducido a la mitad, en comparacién con las plantas
homocigoéticas (Halfhill ez al. 2003).

1.9.3.Métodos de regeneracion

El cultivo in vitro es fundamental para obtener una planta
transgénica. Con excepcion de Arabidopsis, los métodos utilizados para
la regeneracion de plantas a partir de células transformadas implican la
aplicacion de técnicas de cultivo in vitro. Las dos vias de regeneracion
empleadas en los protocolos de transformacion genética son la
induccion de yemas adventicias o caulogénesis y la embriogénesis
somatica (Piqueras y Debergh 1999). En la caulogénesis se produce la
induccion de la formacion de novo de meristemos adventicios en el
explanto inicial (Ruiz et al. 2019). Este proceso se diferencia de la
multiplicacion mediante la proliferacion de yemas axilares en que en
este caso el meristemo ya estd presente en el explanto inicial, mientras
que en la caulogénesis el meristemo es inducido de novo. Las yemas
inducidas estdn conectadas mediante haces vasculares de nueva
formacion con el sistema vascular del tejido materno (Yeung et al.
1996; El Kbiach et al. 2017). Por ello, se obtiene una estructura unipolar
que posteriormente debe ser enraizada para la obtencion de una planta
completa. La caulogénesis puede ser directa (no se produce una etapa
intermedia de callo) o indirecta (implica una fase de callo previa a la
formacion de los meristemoides). Los explantos utilizados
generalmente en la transformacion con este tipo de regeneracion son
hojas, entrenudos, hipocotilos, cotiledones y raices (Piqueras et al.
2010). Esta via de regeneracion es la mas utilizada para la
transformacion genética de lefiosas como el chopo, eucalipto o de
frutales como el peral o los citricos. Un factor muy importante en la
transformacion por via organogénica es la edad de la planta donante del
explanto diana, ya que generalmente la transformacion es mas dificil en
explantos derivados de arboles adultos. Por ejemplo, en citricos,
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Cervera et al. (1998) tuvieron el triple de transformantes a partir de
material juvenil, que a partir de material adulto.

La embriogénesis somatica es un proceso mediante el cual las
células somadticas producen embriones somaticos (ES), que son
estructuras semejantes a embriones zigéticos (EZ), a través de los
estados embriologicos caracteristicos, sin que haya fusion de gametos
(Merkle et al. 1995; Corredoira et al. 2019). Estas estructuras adquieren
la bipolaridad de forma temprana, es decir, tienen un polo apical y otro
radicular unidos por un sistema vascular cerrado, sin conexion con el
tejido parental. El proceso de embriogénesis somatica también puede
ser directo o indirecto, dependiendo de si el explanto pasa o no por una
fase de callo antes de la formacion del ES. La embriogénesis somatica,
ademas de permitir la propagacion en masa, es el método mas adecuado
para la transformacion genética y la crioconservacion, especialmente en
especies lefiosas (Raemakers et al. 1999; Sutton 2002; Guan et al.
2016). Ademas de su mayor capacidad de transformacion genética, el
riesgo de escapes es menor utilizando embriones somaticos que usando
la regeneracion mediante yemas adventicias (Nonaka y Ezura 2015).

A diferencia de la caulogénesis, la capacidad de transformacion de
los ES no depende, generalmente, de la edad de la planta de la que
derivan los cultivos embriogénicos. El principal inconveniente de la
aplicacion de la embriogénesis somatica en la transformacion genética
de especies lefosas es la dificultad para inducir embriones somaticos,
especialmente a partir de material maduro (Ballester et al. 2016). Esto
es debido a que la capacidad embriogénica se reduce considerablemente
a medida que aumenta la edad del arbol, debido al envejecimiento
ontogénico y al proceso de maduracidon que experimentan los arboles
(Bonga et al. 2010). La maduraciéon se define como la transicion
progresiva del estado juvenil a adulto, y estd caracterizada por la
reduccion del crecimiento, el inicio de la floraciéon y la reduccion de la
capacidad organogénica y embriogénica (Diaz-Sala 2016).

Sin embargo, en los ultimos afios el nimero de protocolos para la
induccién de ES en especies lefiosas a partir de explantos derivados de
arboles adultos se ha incrementado considerablemente (Corredoira et
al. 2019). Para tratar de solventar los problemas mencionados
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anteriormente, se debe seleccionar en cada especie el tipo de explanto
con mayor competencia embriogénica. Entre este tipo de explantos
estan los tejidos florares, pues se cree que en los tejidos cercanos a los
organos sexuales es mas factible inducir la embriogénesis somatica ya
que mantienen algunos caracteres juveniles, facilitando la regresion al
estado embriogénico (Merkle et al. 1995). Otra alternativa que ha
ofrecido buenos resultados para la induccion de ES en arboles adultos
es la utilizacion de apices y hojas aislados de cultivos de brotes
establecidos a partir de arboles adultos (Corredoira et al. 2019). Esta
via permite disponer de explantos en un estado fisiologico mas
uniforme y controlado, favoreciendo la inducciéon de ES. Un buen
ejemplo de esta ultima alternativa es el género Quercus donde se ha
logrado la induccion de ES a partir de arboles adultos en muchas
especies del género como Q. suber, Q. robur, Q. alba, Q. bicolory Q.
ilex (Corredoira et al. 2014; Martinez et al. 2017a).

1.10. EMBRIOGENESIS SOMATICA EN ENCINA Y ALCORNOQUE

En alcornoque y en encina se han definido protocolos para la induccion
de la embriogénesis somatica, tanto a partir de material juvenil como de
explantos derivados de arboles adultos, incluso centenarios. Muchos de
estos protocolos constituyen la base del programa de mejora genética
iniciado por el MAPA para la clonacidon de arboles de “escape”, es
decir, aquellos que sobreviven al ataque de P. cinnamomi.

1.10.1. Induccion de embriogénesis somatica en alcornoque

Embriogénesis somatica a partir de EZ

En muchas especies lefiosas y en casi todas las
gimnospermas, los EZ son los tnicos explantos a partir de los cuales se
puede obtener la induccion de la embriogénesis somatica (Corredoira et
al. 2019). En este tipo de explanto, el estado del desarrollo del embrién
zigdtico es un factor clave, ya que existe un periodo del mismo durante
el cual es mas fécil inducir embriogénesis somatica (Merkle et al.
1995). Este periodo se corresponde con un corto espacio de tiempo,
generalmente desde el inicio de la histodiferenciacion hasta que
comienza la maduracion del EZ (Trigiano et al. 1999; Corredoira et al.
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2019). A ese periodo se le denomina “ventana de induccion” y puede
definirse mediante la longitud, el peso fresco o el estado de desarrollo
de los EZ o mediante parametros climaticos como dias o semanas post-
antesis (Corredoira ef al. 2002). Aunque el proceso de embriogénesis
somatica es mucho mas facil de conseguir a partir de EZ que otro
explantos, tiene como inconveniente que se desconoce el genotipo que
se esta clonando.

En alcornoque, para induccion de ES a partir de EZ, las bellotas
inmaduras se recogen durante los meses de agosto y septiembre y se
utiliza el peso de la bellota como criterio de seleccion pues €ste guarda
relacion directa con el estado de desarrollo del EZ (Lopez-Vela et al.
2008). Las bellotas se esterilizan con hipoclorito y etanol, y se abren
para aislar el embrion. Una vez aislados, los EZ se cultivan en medio
MS (Muraskige y Skoog 1962) suplementado con 0,5 mg/L de 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D). Los primeros ES comienzan a aparecer
tras un mes de cultivo a 25°C y la frecuencia de induccidn oscila entre
el 1,4y el 30,2% (Bueno et al. 1992; Manzanera et al. 1993; Toribio et
al. 2005; Testillano et al. 2018; Pintos et al. 2010).

Embriogénesis somatica a partir de hojas

A diferencia de los ES originados a partir de EZ, la
induccion a partir de hojas o 4pices nos permite clonar el genotipo
deseado. Sin embargo, como ya se ha mencionado, la induccién de la
embriogénesis es mas dificil a partir de este tipo de explantos, sobre
todo a medida que aumenta la edad del arbol. Dentro de las lefiosas, el
alcornoque se considera una especie modelo, de tal forma que la
embriogénesis somatica se ha obtenido tanto en hojas derivadas de
plantulas (Fernandez-Guijarro et al. 1995) como en hojas obtenidas a
partir de arboles adultos (Pinto et al. 2002; Hernandez et al. 2001,
2003a, 2007, 2011; Toribio et al. 2004, 2005), siendo un sistema
altamente eficaz para la clonacion de individuos adultos incluso
centenarios. En esta especie, Hernadndez et al. (2001) fueron los
primeros en inducir la embriogénesis somatica, para ello usaron hojas
(1-1,5 cm) obtenidas a partir de brotes epicormicos, que fueron
cultivadas en cuatro medios de forma secuencial como sigue. En primer
lugar, las hojas fueron inoculadas en medio G (Gamborg 1968) con

53



VANESA CANO

sacarosa al 10%, donde permanecieron 10 dias. Después, las hojas
fueron cultivadas durante 4 semanas en el medio de induccion (M1)
compuesto por medio basal Schenk and Hildebrandt (1972, SH)
suplementado con 1,9 mg/L de acido naftalenacético (ANA) y 2,2 mg/L
de benciladenina (BA). Tras el cultivo en medio de induccion, los
explantos fueron transferidos al medio de expresion (M2) que tiene la
misma composicion que el medio de induccion, pero con
concentraciones de los reguladores del crecimiento (PGRs) reducidas a
0,95 mg/L de ANA y 1,1 mg/L de BA. Tras 4 semanas de cultivo,
finalmente las hojas fueron transferidas a un tercer medio (M3), de igual
composicion que el medio M1 pero sin PGRs y donde fueron cultivadas
durante 5 meses. Con este procedimiento se obtuvo la induccioén de ES
en hojas de 12 de los 19 genotipos evaluados, con porcentajes de
induccion del 1,3%-28,5%.

Posteriormente, Pinto et al. (2002) también lograron la induccion
de embriones somaticos a partir de hojas apicales provenientes de un
arbol adulto de 60 anos utilizando como tratamiento de induccion 2,4-
D y zeatina. Por ultimo, Hernandez et al. (2003a, b) mejoraron el
protocolo previo y consiguieron la induccién de embriogénesis
somatica a partir de hojas de arboles centenarios, de tal forma que, en
teoria, podria clonarse cualquier genotipo. Para ello se incremento la
concentracion de ANA en el M1 de 1,9 mg/L a 9,5 mg/L. Las
frecuencias de induccion en este caso fueron de 10%-26% (Corredoira
et al. 2014). Ademas de la concentracion de auxinas, otro factor critico
fue el tamano de las hojas, ya que solo se obtuvieron ES con hojas
menores de 1,5 cm (Hernéndez et al. 2003a). Asimismo, es importante
senalar que la induccion de la embriogénesis somatica en Q. suber a
partir de hojas también esta influenciada por la época en la que se
recolectan las ramas (Hernandez et al. 2003a) o la posicion que estas
ocupan en el arbol (Hernandez et al. 2008).

Androgénesis y ginogénesis
El alcornoque fue una de las primeras especies lefiosas en
las que se obtuvo embriogénesis somatica a partir de microsporas
(GOomez-Garay et al. 2014). Para ello, las anteras se cultivaron a 33°C
durante 5 dias en medio semisélido suplementado con carbon activo
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(Pintos et al. 2010). La embriogénesis se induce debido al estrés por
calor, aunque también es potenciada por el déficit de nutrientes y
sacarosa que sufren las microsporas. La embriogénesis solo ocurre
cuando las microsporas se encuentran en estado vacuolado, y por ello
es muy importante seleccionar correctamente las anteras.
Afortunadamente, hay correlacion entre el tamafo y color de las anteras
de alcornoque y el estadio de las microsporas, lo cual facilita la
seleccion (Testillano ef al. 2018).

En 6vulos, Bueno y Manzanera (1992) fueron los primeros en
inducir embriones somaticos. Estos autores cultivaron o6vulos
inmaduros en medio MS semisoélido suplementado con 0,5 mg/L de 2,4-
D. Sin embargo, el porcentaje de induccion fue muy bajo en
comparacion con el obtenido a partir de EZ.

1.10.2. Induccion de embriogénesis somatica en encina

A diferencia de alcornoque, la encina se considera una especie
altamente recalcitrante a la regeneracion in vitro. A pesar de ello, en los
ultimos afios se ha logrado la induccion de embriogénesis somatica a
partir de diferentes explantos como embriones zigoéticos (Mauri y
Manzanera 2003, 2005), hojas y apices (Féraud-Keller y Espagnac
1989; Féraud-Keller et al. 1989; Martinez et al. 2017b, 2019), amentos
(Blasco et al. 2013) y tegumentos de 6vulos (Barra-Jiménez et al.
2014).

Embriogénesis somatica a partir de EZ

Al igual que ocurre en alcornoque, la embriogénesis
somatica a partir de embriones zigéticos de encina esta limitada por la
ventana de induccion (Trigiano et al. 1999). En encina, la
embriogénesis somatica se obtuvo a partir de bellotas recogidas en
agosto (Mauri y Manzanera 2003, 2005). Los EZ fueron cultivados en
tres medios de forma secuencial como sigue. En primer lugar, los EZ
estuvieron durante un mes en el medio de inducciéon M1, compuesto por
medio basal G suplementado con 1,9 mg/L de ANA y 2,2 mg/L de BA.
Posteriormente, los embriones fueron transferidos al medio M2
compuesto por medio G suplementado con concentraciones reducidas
de PGRs (1,1 mg/L de BA y 0,95 mg/L. de ANA) donde permanecieron
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durante 30 dias. Finalmente, los EZ se transfirieron al medio M3, que
consistio en medio G sin PGRs, donde fueron cultivados durante otro
mes. La respuesta embriogénica a partir de este tipo de explanto en
encina es baja (4,3%) (Mauri y Manzanera 2005), especialmente si se
compara con las frecuencias de induccion relativamente altas obtenidas
a partir de EZ de otras especies del género Quercus (Corredoira et al.
2014).

Embriogénesis somatica a partir de hojas y apices
La induccién de ES en encina a partir de hojas fue descrita
por primera vez por Féraud-Keller y Espagnac (1989) y Féraud-Keller
et al. (1989). Estos autores utilizaron para la induccion hojas recogidas
directamente de un arbol de unos 50 afios, que fueron cultivadas en
medio MS con 4 mg/L de BA y 0,5 mg/L de ANA. Aunque se logro la
induccion de ES, dichos embriones no fueron capaces de regenerar
plantas completas. Posteriormente, Martinez et al. (2017a, 2019)
obtuvieron la induccion de ES a partir de hojas y apices y la
regeneracion de plantas a partir de los ES inducidos. Para ello, apices
(2-2,5 mm de longitud) y las 2 primeras hojas fueron aislados a partir
de brotes axilares cultivados in vitro y establecidos a partir arboles
centenarios. La induccion se llevd a cabo en un proceso de tres pasos.
Los explantos seleccionados fueron cultivados durante 8 semanas, en
oscuridad y a 25°C en un medio de induccion (M1). Este medio esta
compuesto por medio basal MS suplementado con 4 mg/L. de ANA o 4
mg/L. de AIA combinados con 0,5 mg/LL de BA. Tras ese tiempo, los
explantos fueron transferidos a un segundo medio que consistio en
medio de induccidon, pero con las concentraciones de los PGRs
reducidos a 0,1 mg/L (M2). Después de 4 semanas en medio M2 y luz,
los explantos fueron transferidos a un tercer medio (M3) que consistio
en medio M1 sin PGRs, y donde permanecieron 24 semanas mas. La
induccidn se observo tanto en hojas como en apices, pero los mejores
resultados (11%) se obtuvieron a partir de apices (Martinez et al.
2017a).
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Embriogénesis somatica a partir de tejidos florales

En encina se han obtenido ES a partir de tejidos florales

como son los tegumentos de 6vulos (Barra-Jiménez et al. 2014) y los
amentos (Blasco et al. 2013).

Para la induccion en 6évulos, Barra-Jiménez et al. (2014) utilizaron
un procedimiento en tres pasos similar al que se ha descrito en la
induccion de ES a partir de embriones zigoticos (Mauri y Manzanera
2003) o de hojas y apices (Martinez et al. 2017b). Los 6vulos fueron
aislados cuando se encontraban en un estadio avanzado del desarrollo
(3-4 mm de ancho) y el resto de los 6vulos habian abortado. Después
del aislamiento y esterilizacion, los 6vulos se cultivaron durante 30 dias
en oscuridad en medio basal SH (Schenk y Hildebrandt 1972) o G,
suplementado con 1,9 mg/L de ANA y 2,2 mg/L BA. Tras ese tiempo
se transfirieron al mismo medio, pero con la concentracion de
reguladores reducida a la mitad, donde permanecieron otros 30 dias en
luz. Por ultimo, los 6vulos se transfirieron al mismo medio, pero sin
PGRs, y se dejaron durante 30 dias més en condiciones de luz. Los ES
también fueron inducidos en 6vulos mantenidos todo el tiempo en un
medio sin PGRs. La frecuencia de induccion fue baja, oscilado entre el
1,2% y el 3,2%.

La induccién de embriogénesis somatica a partir de amentos de
encina fue descrita por Blasco ef al. (2013). Los amentos (1-2 cm) se
recogieron a finales de primavera y se almacenaron durante tres dias en
oscuridad y a 4°C antes de ser esterilizados y cultivados de forma
sucesiva en tres medios de cultivo. El medio de induccion (M1)
consistié en un medio basal MS suplementado con 1,9-9,5 mg/L de
ANA y 2,2 mg/L de BA. Tras 30 dias de cultivo en oscuridad, los
explantos fueron transferidos al medio M2 compuesto por medio basal
SH suplementado con 1,1 mg/LL de BA y 0,95 mg/L de ANA y
posteriormente a medio MS o SH sin PGRs. El porcentaje de induccidén
vario dependiendo del genotipo, obteniéndose un maximo del 3,3%.

Androgénesis
En encina, también se ha estudiado la induccion de ES en
microsporas y anteras (Gomez et al. 2009; Blasco et al. 2013). Por lo
general, la androgénesis en encina es mas efectiva cuando se aplica un
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pre-tratamiento con frio seguido de estrés por calor (Pintos et al. 2013),
ya que los pre-tratamientos con frio suelen frenar la degradacion del
tejido, y aseguran una mayor supervivencia de las esporas y los granos
de polen, al contrario de lo que ocurre con los tratamientos en los que
solo se aplica calor (Duncan y Herbele 1976). También se ha observado
que en encina la aplicacion de frio favorece la duplicacion espontdnea
e indirecta del genoma, necesaria para la obtencion de material doble
haploide (Pintos et al. 2013). Algunos autores aplican frio durante 1-4
dias antes de someter las anteras de encina al tratamiento de calor (33°C
durante 3-4 dias) (Gémez-Garay et al. 2014). El mayor porcentaje de
induccion se produce cuando las microsporas se encuentran en el
estadio de vacuoladas. Afortunadamente, hay una correlacion entre el
grado de maduracion de los amentos, la fenologia de las anteras y el
estadio en el que se encuentran las microsporas, lo que facilita la
seleccion (Pintos et al. 2013; Gomez-Garay et al. 2015).

1.10.3. Mantenimiento de la capacidad embriogénica en
alcornoque y encina

Una vez inducidos los embriones somaticos, la capacidad
embriogénica se mantiene en ambas especies mediante embriogénesis
secundaria (Toribio et al. 2005; Martinez et al. 2019). Una
caracteristica de los ES es que una vez inducidos, los embriones entran
en un proceso ciclico de autoclonacion, es decir, se produce la
formacion de nuevos ES a partir de los embriones somaticos primarios.
Este proceso se denomina embriogénesis adventicia, secundaria o
repetitiva (Corredoira et al. 2019). En el caso del alcornoque, para su
proliferacion se cultivan grupos de 2 o 3 ES en medio SH sin PGRs
(Toribio et al. 2005), mientras que en encina se aislan masas
proembriogénicas (PEMs) que también se cultivan en medio SH
(Martinez et al. 2019).

1.10.4. Maduracion y germinacion en alcornoque y encina

La regeneracion de plantas es un paso limitante en muchas
especies lefiosas para la aplicacion de la embriogénesis somatica,
debido a los bajos porcentajes de regeneracion de planta a partir de los
embriones somaticos y a las dificultades de aclimatacion de las plantas.
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Esto se debe fundamentalmente a la baja calidad de los embriones
somaticos y/o una deficiente maduracion de los mismos (Ballester et al.
2016).

La maduracion es el proceso mediante el cual los embriones
somaticos cesan la embriogénesis secundaria e inician la acumulacion
de sustancias de reserva (generalmente lipidos y proteinas), y aumentan
la tolerancia a la desecacion (Yeung et al. 1996; von Arnold et al. 2008).
Para ello, al alcanzar el estado cotiledonar, el embrion se somete a una
serie de tratamientos que tratan de imitar la maduracion de los EZ
(Merkle et al. 1995). Los tratamientos de maduracién mas habituales
implican la adicion al medio de maduracion de acido abscisico (ABA)
o de agentes osmoticos (Corredoira et al. 2019). Se cree que la
presencia de ABA provoca la inhibicion de la embriogénesis secundaria
y de la germinacion precoz, a la vez que induce la sintesis de sustancias
de reserva y aumenta la tolerancia a la desecacion (Jiménez 2013). La
maduracion con ABA se ha utilizado fundamentalmente con sistemas
embriogénicos de gimnospermas (Stasolla et al. 2002; von Arnold
2008).

El cultivo con agentes osmoticos tiene como objetivo reducir la
disponibilidad de agua en el medio de cultivo para de inducir la sintesis
de sustancias de reserva (Klimaszewska et al. 2001; Corredoira et al.
2019). Esta reduccion se obtiene mediante el incremento de la
concentracion de la fuente de carbono, utilizando azlcares-alcohol
como el manitol y el sorbitol, o afladiendo compuestos inertes como el
polietilenglicol o los dextranos (Raemakers et al. 1999; Corredoira et
al. 2019).

En muchas especies, para lograr la regeneracion de plantas,
ademas de la etapa de maduracion se aplican una serie de tratamientos
denominados de pre-germinacion. El proposito de estos tratamientos es
romper la dormicidon impuesta por el ABA o por los agentes osméticos,
inducir la germinacidn y sincronizar el desarrollo de la raiz y del brote
(Merkle et al. 1995). Los principales tratamientos de pre-germinacion
son: la desecacion, el almacenamiento en frio y la adicion al medio de
acido giberélico (GA3z) (Merkle et al. 1995).
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Alcornoque

En alcornoque, se ha estudiado el efecto que tiene sobre la
maduracion de los ES el uso de medios de cultivo con alta osmolaridad
o la aplicacion de ABA (Garcia-Martin et al. 2005; Toribio et al. 2005).
Aunque de forma natural la concentracion endégena de ABA aumenta
en los embriones segun progresa la maduracioén (Garcia-Martin et al.
2005) el efecto que tiene la aplicacion del ABA exdgeno sobre la
maduracion de los embriones es contradictorio. En algunos casos, ABA
favorece la embriogénesis secundaria (Fernandez-Guijarro 1997),
mientras que en otros, la presencia de ABA en bajas concentraciones
junto con acido indol-3-butitico (AIB) promueve la maduracion de los
embriones (Garcia-Martin et al. 2005; Pintos et al. 2010; Pérez et al.
2015; Testillano et al. 2018).

En general, el tratamiento mas utilizado y efectivo para la
maduracion de los ES de alcornoque es el almacenamiento en frio de
los mismos (Bueno et al. 1992; Manzanera et al. 1993; Fernandez-
Guijarro et al. 1995; Hernandez et al. 2003b, 2011; Pintos et al. 2010;
Pérez et al. 2015). Para ello, embriones cotiledonares opacos y de color
blanco (aproximadamente 25 mm de longitud y 1,3 g de peso fresco)
son almacenados a 4°C durante 2 meses en medio SH (Hernéndez et al.
2011). Tras este periodo de frio, los embriones son transferidos a un
medio germinacion, generalmente medio SH sin PGRs (Hernandez et
al. 2003b) o suplementado con BA y AIB (Toribio et al. 2005;
Hernandez et al. 2011). En estas condiciones se han mencionado
porcentajes de regeneracion a planta del 40%-70% (Toribio et al. 2005;
Hernandez et al. 2011).

La aclimatacion de las plantas de alcornoque se ha conseguido
mediante el cultivo de las plantulas en un medio compuesto por turba,
perlita y vermiculita (1:1:1), con humedad gradualmente reducida, y
posterior transferencia a un medio con turba y vermiculita (3:1). En
estas condiciones se ha logrado un porcentaje de aclimatacion del 77,96
% (Pintos et al. 2009, 2010).
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Encina

En encina, también se ha estudiado el efecto que tiene sobre
la maduracion de los ES el uso de medios con altas concentraciones de
azucar o la aplicacion de ABA (Mauri y Manzanera 2004, 2005). La
encina es la unica especie del género Quercus en la que se ha observado
que el ABA tiene un efecto positivo en la regeneracion de plantas,
reduciendo la embriogénesis secundaria (Mauri y Manzanera 2004).
Sin embargo, en esta especie el método mas utilizado para la
maduracion de los ES también es el aislamiento de ES cotiledonares y
su posterior almacenamiento a 4°C en medio SH (Mauri y Manzanera
2005; Barra-Jiménez et al. 2014) o en placas Petri vacias (Martinez et
al. 2017b). Después del almacenamiento en frio se han utilizado
diferentes medios de germinacion y regeneracion de planta completa.
Los ES se pueden cultivar en medio SH sin PGRs, pero la adicion de
0,05 mg/L de BA y 0,05 mg/L de AIB al medio de germinacion mejora
el porcentaje de conversion a planta del 25% al 36% (Barra-Jiménez et
al. 2014). Por otro lado, Martinez et al. (2017a) obtuvieron frecuencias
de conversion del 21-50% con ES cultivados en medio GD (Gresshoff
y Doy 1972) suplementado con 0,1 mg/L de BA y 20 uM STS.

Por ultimo, la aclimatacion de las plantas de encina es muy dificil
y los porcentajes publicados hasta ahora son muy bajos. En estudios
recientes, se ha obtenido un porcentaje de aclimataciéon de menos del
10% utilizando una mezcla de turba y perlita en una proporcion 1:2
(Martinez et al. 2017b).

1.11. TRANSFORMACION GENETICA EN ALCORNOQUE Y ENCINA
Como ya se ha mencionado, la transformacién genética es una
aplicacién muy importante de la embriogénesis somatica. En el caso de
las especies estudiadas en la presente tesis, hasta la fecha se han
publicado varios trabajos sobre la transformacion genética de
alcornoque (Alvarez et al. 2004, 2007, 2009; Sanchez et al. 2005), sin
embargo, no existe en la bibliografia ningin trabajo acerca de la
transformacion genética en encina.

En alcornoque, la transformacion se ha logrado en todos los casos
utilizando Agrobacterium como método de transformacion y cultivos
embriogénicos como explanto diana, aunque en unos trabajos los
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cultivos embriogénicos habian sido establecidos a partir de arboles
adultos (Alvarez et al. 2004, 2007, 2009) y en otros a partir de material
juvenil (Sanchez et al. 2005). En el primer trabajo publicado de
transformacion genética de alcornoque, Alvarez ef al. (2004) evaluaron
efecto del tipo de cepa de Agrobacterium (AGL1, LBA 4404 y EHA105
transformadas con el vector pBINUbiGUSint) en la transformacion de
grupos de embriones o embriones somaticos individualizados, aislados
de una tUnica linea embriogénica. Aunque se consiguieron embriones
transgénicos, los porcentajes de transformacion fueron bajos (4%). De
forma paralela, Sanchez et al. (2005) transformaron PEMs obtenidas a
partir de EZ con la cepa de Agrobacterium LBA4404 pCAMBIA 1301,
la cual expresaba el gen HPTII, que confiere resistencia frente al
antibidtico higromicina, consiguiendo porcentajes de transformacion
del 5,8%.

Posteriormente, Alvarez y Ordas (2007), con el objetivo de mejorar
los porcentajes de transformacion, estudiaron el efecto del genotipo, del
pre-cultivo de los ES, la densidad optica del cultivo bacteriano y el tipo
de explanto utilizado. La aplicacion de 20 dias de pre-cultivo y el
incremento de la densidad Optica mejoraron la frecuencia de
transformacion, pero solo se logré la transformacion de 3 de las 6 lineas
evaluadas. Mas tarde, Alvarez et al. (2009) consiguieron la
transformacion genética de embriones somaticos de alcornoque con el
gen BAR, que confiere resistencia a un amplio rango de herbicidas,
aunque no se menciona la regeneracion de plantas transgénicas.

1.12. CRIOCONSERVACION EN ALCORNOQUE Y ENCINA

La crioconservacion consiste en el almacenamiento de germoplasma
vegetal en nitrogeno liquido (NL) (Benson 2008). En esas condiciones,
el metabolismo y la actividad de las células est4 paralizado totalmente,
con lo que se garantiza la conservacion del material durante tiempo
indefinido (Kaviani 2011). La aplicacion combinada de embriogénesis
somatica y crioconservacion facilita el manejo de las lineas
embriogénicas, reduciendo costes en medios de cultivo y personal, y
limitando el riesgo de aparicion de variacion somaclonal y de
contaminacion (Engelmann 2004; Valladares et al. 2010).
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En teoria, la crioconservacion se puede aplicar a cualquier tipo de
material vegetal con capacidad de regeneracion, como semillas, apices,
callos, polen, y embriones somaticos, pero factores como el estado
fisiologico del explanto y su tamafio son determinantes para garantizar
la conservacion en NL. Ademas del explanto, otro aspecto critico para
conseguir la crioconservacion es la reduccion de la presencia de agua en
las células, con el fin de evitar la formacion de cristales en los tejidos,
ya que éstos pueden romper las estructuras celulares durante los
procesos de congelacion y descongelacion que acompanan al proceso de
criconservacion. Con el objetivo de reducir al minimo el contenido de
humedad de los tejidos vegetales y crioprotegerlos para su inmersion en
NL se han desarrollado diferentes metodologias. Basicamente, las
técnicas aplicadas en lefiosas son el enfriamiento lento, la desecacion y
la wvitrificacion (Corredoira et al. 2017a). Con excepcion de las
gimnospermas, probablemente, la vitrificacion es la técnica mas
utilizada en la crioconservacion de especies lefiosas. Conceptualmente,
la vitrificacion consiste en la conversion de un liquido en un sélido
amorfo, no cristalino, mediante el aumento de su viscosidad, lo cual
evita la formacién y posterior crecimiento de cristales de hielo (Sakai y
Engelmann 2007). Para ello, los explantos son tratados con soluciones
vitrificantes, que son mezclas concentradas de sustancias como
etilenglicol, dimetilsulfoxido (DMSO) vy glicerol, generalmente
combinadas también con una alta concentracion de sacarosa. La
solucion PSV2 (Plant Vitrification Solution 2) definida por Sakai et al.
(1990) es una de las mas utilizadas en lefiosas. El tipo de explanto y su
estado fisioloégico o de desarrollo, y el tiempo y temperatura de
aplicacion de la PVS2 son los factores mas importantes para definir un
protocolo eficiente de crioconservacion (Engelmann 2004). Los tiempos
prolongados de incubacion en PVS2 pueden resultar toxicos para los
embriones somaticos, mientras que aplicaciones muy cortas podrian no
lograr la crioproteccion de los explantos (Corredoira et al. 2017a).

En el caso del alcornoque y la encina, la vitrificacion es
procedimiento que se ha utilizado para la crioconservacion de los
embriones somaticos. En alcornoque, Valladares et al. (2004) lograron
la crioconservacion de ES somaticos de tres lineas embriogénicas,
obteniendo porcentajes de recuperacion embriogénica superiores al 90%
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después del almacenamiento en NL. Una aplicacién practica de ese
protocolo fue la creacion de un banco de germoplasma para
crioconservar de manera indefinida 51 lineas embriogénicas inducidas
partir de genotipos seleccionados de alcornoque (Vidal et al. 2010).

En encina, el protocolo desarrollado por Barra-Jiménez et al.
(2015) permitié la crioconservacion de ES solo cuando estos eran
almacenados en NL durante 24h, pero si los ES se mantenian un mes en
NL solo se observaba la formacion de callo a partir de los embriones
crioconservados. Posteriormente, Martinez et al. (2019) definieron un
protocolo de crioconservacion que permitia el almacenamiento en NL
durante al menos 6 meses de los cultivos embriogénicos, utilizando
masas proembriogénicas (PEMs) como explanto y aplicando 15 minutos
en PVS2.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La enfermedad de “la seca”, que afecta a alcornoque y encina, es un
proceso muy complejo, y por ello no es facil encontrar soluciones que
permitan su control. Hasta la fecha, no se conocen métodos quimicos
eficaces para controlar la enfermedad. Ademas, los programas
tradicionales de mejora para obtener encinas y alcornoques
resistentes/tolerantes a la enfermedad, mediante cruzamientos
selectivos, no se han hecho y probablemente nunca se intenten, ya que
estas especies requieren de largos periodos de tiempo para completar
un ciclo de mejora convencional (Martinez ef al. 2019). Una alternativa
a estos programas tradicionales podria ser el uso de la biotecnologia,
mediante la transformacion genética, ya que de esta manera se requieren
periodos de tiempo mas cortos, siempre y cuando se hayan identificado
los genes relacionados con el sistema de defensa de las plantas, y se
haya establecido un sistema de regeneracion in vitro adecuado que
permita obtener plantas a partir de las células transformadas
genéticamente.

En los ultimos afios, la investigacion sobre la genética de las
especies lefiosas se ha incrementado de forma considerable
(http://www.hardwoodgenomics.com). En el caso de los robles, se ha
publicado numerosa informacion entre la que se incluye la construccion
de mapas de linajes genéticos (Durand et al. 2010; Bodénes et al. 2016),
la identificacion de marcadores microsatélites (Mariette et al. 2002;
Sullivan et al. 2013), el andlisis del transcriptoma (Pereira-Leal et al.
2014; Guerrero-Sanchez et al. 2017), del proteoma (Valero-Galvan et
al. 2011, 2012; Sghaier-Hammami et al. 2016) y del metaboloma
(Kersten et al. 2013), o la evaluacién de la expresion diferencial de los
genes relacionados con la adaptacion a las variaciones ambientales
(Ueno et al. 2013; Homolka et al. 2013; Lesur et al. 2015). Estos
resultados, junto con la reciente publicacion de la secuencia del genoma
del roble comun (Plomion et al. 2018) seran de gran interés a la hora de
detectar encinas y alcornoques que muestren resistencia o tolerancia a
las enfermedades que les afectan o identificar genes implicados en la
defensa frente a patdgenos. Mientras eso no ocurre una alternativa
puede ser la sobre-expresion de las proteinas PR. La taumatina es un
tipo de proteina PR cuya sobre-expresion ha incrementado la tolerancia
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a enfermedades en naranjo (Fagoaga ef al. 2001), zanahoria (Chen y
Punja 2002), trigo (Mackintosh et al. 2007), vid (Dhekney et al. 2011),
o platano (Mahdavi et al. 2012). Por lo tanto, la transformacion genética
de la encina y el alcornoque con el gen CsTL 1 que codifica una proteina
tipo taumatina, permitiria obtener plantas con tolerancia a la
enfermedad de “la seca”. Este gen ha sido identificado en embriones
zigbticos de castafio europeo por lo que estariamos sobre-expresando
un gen de la misma familia, y en consecuencia las plantas obtenidas no
seran estrictamente transgénicas denomindndose cisgénicas. Aunque la
transformacion genética en plantas es una técnica muy extendida, su
aplicacion en arboles es problematica. En el caso de la encina no se han
encontrado referencias bibliograficas en las bases de datos
internacionales sobre su transformacion genética, mientras que en
alcornoque el protocolo definido hasta el momento muestra una elevada
dependencia del genotipo de las lineas embriogénicas utilizadas para
transformar (Alvarez et al. 2004, 2007).

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente mencionado, el objetivo
del trabajo de esta tesis es definir un protocolo de transformacién mas
eficiente para alcornoque y por primera vez para encina con el gen
CsTL1, con el objetivo de estudiar si la sobre-expresion de este gen
puede mejorar la tolerancia de estas especies a P. cinnamomi, principal
causante de “la seca”. Para ello se han definido los siguientes objetivos
parciales:

1. Definir un protocolo eficiente de transformacion genética en
encina y alcornoque mediante co-cultivo con Agrobacterium
tumefaciens portando el gen CsTL1.

2. Establecimiento y proliferacion de las lineas embriogénicas
transgénicas de alcornoque y encina.

3. Anadlisis de los niveles de expresion para el gen CsTLI en
embriones somaticos de alcornoque y encina.

4. Crioconservacion de lineas embriogénicas transgénicas de
encina y alcornoque transformadas con el gen Cs7L 1.
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5. Determinar si la sobre-expresion del gen Cs7L 1 puede inducir
la tolerancia/resistencia a P. cinnamomi en plantas de
alcornoque y encina cultivadas in vitro.
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MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

Para la transformacion genética de alcornoque, se han utilizado tres
lineas embriogénicas (ALM6, ALMS80 y TGR3) que habian sido
inducidas a partir de hojas de arboles centenarios (Hernandez et al.
2003a, b). En el caso de la encina, se han empleado también tres lineas
embriogénicas: E2, Q8 y Q10-16. Las lineas E2 y Q8 fueron iniciadas
a partir de tegumentos de 6vulos derivados de arboles adultos (Barra-
Jiménez et al. 2014), mientras que la linea Q10-16 fue inducida a partir
de hojas aisladas de brotes cultivados in vitro y establecidos a partir de
una encina centenaria (Martinez et al. 2017a). Las lineas ALMG6,
ALMS80, TGR3, E2 y Q8 fueron suministradas por el Dr. Mariano
Toribio. Los cultivos embriogénicos se han mantenido mediante
embriogénesis secundaria, con subcultivos cada 6 semanas, en medio
de proliferacion que consisti6 en medio mineral SH (Schenk y
Hildebrandt 1972), vitaminas MS (Murashige y Skoog 1962), 30 g/L de
sacarosa y 6 g/LL de agar Vitro (Pronadisa, Espana) (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo utilizados en la proliferacion y
transformacion de las lineas embriogénicas de alcornoque y encina.

El pH se ajust6 a 5,6 antes de la esterilizacion en autoclave a 115°C
durante 20 min. El medio se dispenso en placas Petri desechables (90
cm de diametro) y en cada placa se cultivaron 8-10 explantos. En
alcornoque, los explantos que se utilizan para la proliferacion
consistieron en grupos de 2 o 3 embriones en estado globular-
cotiledonar temprano (Figura 1 A), mientras que en encina se cultivaron
masas proembriogénicas (PEMs) individualizadas (Figura 1B).
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Figura 1. Aspecto del explanto utilizado para la proliferacion de las lineas
embriogénicas. A: Embriones somaticos de alcornoque en estado globular-
cotiledonar temprano. B: Masas proembriogénicas (PEMs) de encina.

3.2. CONDICIONES DE CULTIVO

Los cultivos embriogénicos transferidos a los diferentes medios de
cultivo se mantuvieron, en funcién del experimento, en cdmaras de
crecimiento climatizadas bajo unas determinadas condiciones de luz y
temperatura. Se ha utilizado una camara de oscuridad continua con una
temperatura constante de 25°C, y otra con luz fotoperiddica
(condiciones estandar) con un fotoperiodo 16h luz y 8h de oscuridad.
En la camara de luz fotoperiddica, la luz fue suministrada por tubos
fluorescentes de luz blanca (Mazdafluor 7D TF 36 w/LJ) con una
densidad de flujo fotonico de 50-60 pmol.m?.s'. La temperatura de
cultivo en camara fue de 25°C con luz y de 20°C en oscuridad.

En las experiencias de almacenamiento en frio se utilizaron
armarios frigorificos Sanyo Medicool Mod. MPR311d de 347 litros de
capacidad, que proporcionan una temperatura de 4°C, y mantenidos
unicamente con la iluminacién externa continua que suministré una
densidad de flujo radiante de 8-10 umol.m™.s™! a nivel de los cultivos.

3.3. GENES Y PLASMIDO

Para la transformacion se ha utilizado el gen CsTL1, que codifica una
proteina tipo taumatina, y que ha sido identificado en cotiledones de
castafio europeo (Casado-Garcia et al. 2000). Este gen fue clonado en
el vector pK7WG2D (Karimi et al. 2002) bajo el promotor CaMV35S
(Figura 2) (ver Anexo 2), utilizando el sistema Gateway (Invitrogen,
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Figura 2. Representacion esquematica del vector pK7WG2D-TAU. LB borde
izquierdo; Nos-ter y Nos-pro terminador y promotor del gen de la nopalina sintasa
(Nos), respectivamente; RB borde derecho; NPTII gen de la resistencia a la
kanamicina; 35S-pro y T-35S promotor y terminador del gen CaMV35S,
respectivamente; EGFP gen de la proteina fluorescente verde; CsTL1 gen
codificador de una proteina tipo taumatina; prolD promotor del gen rol root loci
D. Modificado de Corredoira et al. 2015.

USA), tal y como describen Corredoira et al. (2015). El plasmido
también incluye el gen de seleccion de la neomicina fosfotransferasa
(NPTII), y el gen indicador de la proteina verde fluorescente (EGFP).
El gen NPTII confiere resistencia a la kanamicina (kan) y esta regulado
por el promotor del gen de la nopalina sintetasa (Nos). El gen EGFP se
usa como indicador de la transformacion porque los explantos
transformados con ¢l emiten fluorescencia cuando son expuestos a luz
UV, y estd regulado por el promotor del gen rol root loci D (ro/D). El
vector con los tres genes se denomind pK7WG2D-TAU (Figura 2) y se
trasfirio a la cepa de Agrobacterium tumefaciens EHA105 (Hood et al.
1993), mediante el método de congelacion-descongelacion definido por
Xuy Li (2008).

La cepa resultante, denominada EHA105pK7WG2D-TAU, se
utilizé en todos los experimentos de transformacion realizados en este
trabajo de tesis.

3.4. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL DE KANAMICINA

El antibidtico kanamicina fue usado como agente de seleccion en los
experimentos de transformacién, dado que el vector contiene el gen
NPTII, que como ya se ha mencionado, confiere resistencia frente a este
antibiotico. Para determinar la sensibilidad de los embriones de
alcornoque a kan, se aislaron grupos de 2 o 3 embriones somaticos en
estado globular-torpedo (4-7 mg) de las lineas ALMS80 y TGR3 que se
cultivaron en medio de proliferacion suplementado con diferentes
concentraciones de kan (0, 25, 50, 75, 100, 125 y 150 mg/L). También
se evalud el efecto de la carbenicilina (CB) y cefotaxima (CF),
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antibioticos utilizados para eliminar Agrobacterium de los explantos
una vez infectados. Para esto se estudio el efecto por separado de la CB
(300 mg/L) y la CF (200 mg/L o 300 mg/L) o de diferentes
combinaciones de ambos (CF 200 mg/L + CB 200 mg/L y CF 200 mg/L
+ CB 300 mg/L).

En el caso de la encina, se aislaron 2 o 3 PEMs de la linea Q8 que
se cultivaron en medio de proliferacion suplementado con diferentes
concentraciones de kan (0, 25, 50, 75, 100, 125, 150 y 175 mg/L). En
esta especie, también se evalud el efecto en la proliferacion del
antibidtico bactericida CB en una concentracion de 300 mg/L.

Todos los antibioticos se disolvieron en agua ultrapura y se
esterilizaron mediante filtracion con filtros de 0,22 pm antes de ser
incorporados al medio de proliferacion esterilizado. Para cada
concentracion, se evaluaron cuatro placas Petri con ocho explantos cada
una, y el experimento se repitié dos veces. Tras 8 semanas de cultivo,
el efecto de los diferentes antibidticos sobre la proliferacion de los
embriones somaticos de las dos especies se determind mediante la
evaluacion de dos parametros: el porcentaje de explantos con
embriogénesis somatica secundaria, y el numero de embriones
somaticos bipolares por explanto inicial.

3.5. CULTIVOS BACTERIANOS

Los cultivos de la cepa EHA105pK7WG2D-TAU fueron iniciados a
partir de un stock de glicerol almacenado a -80°C, y se dejaron crecer
toda la noche a 28°C, con agitacion (180-200 rpm), en medio Luria-
Bertani liquido (LB: 10 g/L de triptona, 0,5 g/L de extracto de levadura
y 10 g/L de NaCl, pH 7,0 (Sambrook et al. 1989)) y suplementado con
50 mg/L de kan. A partir de esa suspension bacteriana se sembrd una
placa Petri con LB solido (agar 1,5%) y la placa se incubd a 28°C en
oscuridad. Después de 3 dias de cultivo, una colonia de esa placa fue
inoculada en 2 ml de medio LB liquido suplementado con 50 mg/L de
kan. El cultivo se dejo crecer toda la noche a 28°C, con agitacion (180-
200 rpm), y en oscuridad. Un ml de esta suspension bacteriana se usé
para inocular 600 ml de medio LB liquido con 50 mg/L de kan, y de
nuevo se incubo toda la noche a 28°C y con agitacion (100 rpm) en
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oscuridad hasta que se alcanzé una DOgoo = 0,6. A continuacion, el
cultivo bacteriano se centrifugd a 6.500 rpm durante 10 min a 10°C, y
el pellet obtenido se resuspendié en 200 ml de medio infeccién que
consistié en medio mineral MS liquido suplementado 5 g/L. de sacarosa
(Tabla 1).

3.6. TRANSFORMACION GENETICA

3.6.1. Transformacion genética en alcornoque

En la transformacion genética de alcornoque se evalu6 el efecto
del genotipo. Para ello, grupos de 2 o 3 embriones somaticos (4-7 mg)
en estado globular o torpedo de las lineas embriogénicas ALMS6,
ALMS80 y TGR3, se aislaron 4 semanas después del ultimo subcultivo
y se cultivaron en placas Petri desechables (90 cm de diametro) con
medio de aislamiento. El medio de aislamiento consistié en medio MS
con los macronutrientes reducidos a la mitad suplementado con 30 g/L
de sacarosa y 6 g/L de agar Vitro (Pronadisa, Espana) (Tabla 1). Los
embriones somaticos fueron pre-cultivados en condiciones estandar
durante un dia en el medio de aislamiento.

Los explantos pre-cultivados se sumergieron en el medio de
infeccion durante 30 min con agitacion suave. Transcurrido ese tiempo,
el medio de infeccion se elimind por filtracion y los explantos se
transfirieren a medio de aislamiento. Tras un periodo de 5 dias de co-
cultivo en oscuridad a 25°C, se elimindé la bacteria mediante la
inmersion de los explantos durante 30 min en una solucion de lavado
que consistio en agua estéril con CB (300 mg/L). Después del lavado,
la solucién de lavado se elimino por filtracion y los explantos fueron
transferidos a medio seleccion de alcornoque que consistiéo en medio de
proliferacién suplementado con 300 mg/L de CB y 125 mg/L de kan
(Tabla 1). Los embriones se mantuvieron en condiciones estandar, con
subcultivos periddicos cada dos semanas a este medio de seleccion,
durante 10 semanas.

En la transformacion de cada linea se emplearon 100 explantos (10
placas Petri con 10 explantos) resultando un total de 300 explantos.
Cada placa se consider6 como una repeticion en un disefio
completamente aleatorizado (DCA). Adicionalmente, para cada linea
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embriogénica se aislaron 20 explantos que no fueron infectados y que
fueron cultivados en medio de proliferacion sin antibidticos (control
positivo) y con antibiodticos (control negativo).

3.6.2. Transformacion genética en encina

Para la transformacion genética de encina, se utilizaron
explantos formados por 2 o 3 PEMs individualizadas y aisladas de
cultivos de 6 semanas después del ltimo subcultivo. En el primer
experimento, se evaluo el efecto del pre-cultivo en la transformaciéon
genética. Para ello los explantos de la linea Q8 fueron pre-cultivados en
medio de proliferacion durante 1 dia, 1 semana y 2 semanas. Los
explantos pre-cultivados fueron transformados siguiendo el mismo
protocolo descrito para el alcornoque, pero después del lavado, los
explantos fueron transferidos al medio de proliferacion suplementado
con 300 mg/L de CB y 75 mg/L de kan. Tras dos semanas de cultivo en
condiciones estandar en ese medio, los explantos se transfirieron al
medio de seleccion de encina consistente en medio de proliferacion
suplementado con 300 mg/L de CB y 100 mg/L de kan (Tabla 1), con
subcultivos cada dos semanas a ese medio hasta completar 10 semanas
desde el inicio del experimento.

En este experimento se infectaron 120 explantos por cada tiempo
de precultivo (12 placas Petri con 10 explantos) resultando un total de
360 explantos. Cada placa se consideré6 como una repeticiéon en un
DCA. Adicionalmente, para cada tiempo de precultivo se aislaron 20
explantos que no fueron infectados y que fueron cultivados en medio
de proliferacion sin antibioticos (control positivo) y con antibidticos
(control negativo).

En el segundo experimento se evaluo el efecto del genotipo. Para
ello se aislaron 2 o 3 PEMSs individualizadas de tres lineas
embriogénicas de encina (E2, Q8 y Q10-16). Los explantos, pre-
cultivados durante una semana, fueron transformados utilizando el
procedimiento previamente descrito para alcornoque.

Para cada linea embriogénica de encina se utilizaron 60 explantos
(6 placas Petri con 10 explantos) resultando un total de 180 explantos.
Cada placa se consider6 como una repeticion en un DCA.
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Adicionalmente, para cada linea embriogénica se aislaron 20 explantos
que no fueron infectados y que fueron cultivados en medio de
proliferacién sin antibidticos (control positivo) y con antibidticos
(control negativo).

3.7. SELECCION Y MULTIPLICACION DE LAS LINEAS TRANSGENICAS
DE ALCORNOQUE Y ENCINA

En ambas especies, después de 10 semanas de cultivo desde inicio de la
transformacion se aislaron los explantos que mostraban sefales de
crecimiento, y se calculd el porcentaje de resistencia a la kanamicina,
definido como el porcentaje de explantos iniciales que muestran la
formacion de nuevos embriones somadticos y/o estructuras
embriogénicas en medio de seleccion.

Los embriones kan-resistentes se trasfirieron a medio de
proliferacion suplementado con una mayor concentracion de kan que el
medio de seleccion (150 mg/L para alcornoque y 125 mg/L para encina)
y se cultivaron durante 4 semanas mas, con el objeto de incrementar la
presion selectiva y confirmar su resistencia a kan. Después de 14
semanas desde el inicio de la transformacion se midi6 la eficiencia de
transformacion, definida como el porcentaje de explantos iniciales que
mostraban fluorescencia (GFP+). La fluorescencia se observd
utilizando una lupa Leica M205 FA (Alemania), equipada con una
bombilla de 200-W, y un filtro especifico para fluorescencia, con
470/40x nm de excitacion y 525/50 nm de emision. Las imagenes se
tomaron con una camara Leica DSC7000T (Alemania).

A partir de cada explanto GFP+, se aisl6 un tnico embrioén
somatico en estado cotiledonar, que fue subcultivado en medio de
seleccion durante al menos cuatro transferencias (100 mg/L kan en
encina y 125 mg/L kan en alcornoque) y multiplicado para establecer
las putativas lineas embriogénicas transgénicas. Durante ese tiempo
también se revisd la expresion de GFP de forma periddica, para
descartar la aparicion de quimeras. Tras este tiempo, las lineas
putativamente transformadas se transfirieron a medio sin antibiotico,
para eliminar la presion selectiva y favorecer el crecimiento y
multiplicacion de las lineas. Estas lineas transgénicas se mantuvieron
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mediante embriogénesis secundaria, con subcultivos cada 6 semanas,
siguiendo las condiciones previamente descritas en el apartado 3.1 de
Material y Métodos.

3.8. TECNICAS MOLECULARES

Una vez establecidas las lineas transgénicas, se realizaron diferentes
pruebas moleculares para confirmar la presencia, transcripcion y
expresion del gen de la taumatina en las lineas transgénicas de
alcornoque y encina.

3.8.1.Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La presencia de los transgenes (NPTIl, GFP y CsTLI) se
confirm6 mediante la amplificacion de su secuencia mediante PCR. La
extraccion de ADN de los embriones somaticos transformados y no
transformados (wt) de ambas especies se llevo a cabo mediante el Kit
REALPURE (Durviz, Espana) siguiendo las instrucciones del
fabricante y previa homogenizacion del material vegetal (100 mg) en
morteros con nitrogeno liquido. El ADN, una vez extraido, fue
resuspendido en 50 pl de agua estéril y su concentracion se cuantifico
en un espectrofotometro Nanodrop ND-2000 (Thermo Fisher
Scientific, EEUU). Posteriormente se almacené a -20°C hasta su
utilizacion. Todas las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en
un termociclador MJ Mini (BioRad), utilizando un volumen de reaccion
de 50 pul. Lareaccion esta compuesta de 250-500 ng de ADN gendmico,
1 ul de Cl2Mg, 0,2 ul de Tag ADN Polimerasa (Qiagen, Alemania), 2,5
mM de dANTPs y 15 uM de los cebadores. Los programas de
amplificacion usados, la secuencia de los cebadores, asi como el tamafio
del fragmento generado estdn especificados en la Tabla 2. Los
productos de la amplificacion de la PCR se resolvieron en geles de 1,5%
de agarosa (Ultra Pure Agarose, Invitrogen, EEUU), en TBE 1X
(Duchefa, Holanda) y 1% de RedSafe (iNtRON Biotechnology, Corea).
A cada uno de los productos de amplificacion se le anadid 2 pl de
tampon de carga (Thermo Fisher Scientific, EEUU). El tamafio de la
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Tabla 2. Cebadores, condiciones para su amplificacion y tamafio del fragmento
generado empleados en la confirmacion de la presencia de los transgenes en los
embriones somaticos transformados de alcornoque y encina.

banda se estimo con la ayuda de un marcador de peso molecular de 100
pb ADN (Invitrogen, EEUU). Una vez completada la electroforesis, los
geles se visualizaron con un transiluminador, con la ayuda de un
programa de obtencion de imagenes (Quantity One 1-D Analysis
Software, BioRad, EEUU).

3.8.2.Cuantificacion relativa de los niveles de transcripcion
del gen CsTL1 mediante RT-PCR en tiempo real
La expresion del gen CsTLI se determind en las lineas
putativamente transformadas de alcornoque y encina mediante una RT-
PCR en dos pasos.
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El ARN total se extrajo de las lineas embriogénicas no
transformadas (wt) y las putativamente transformadas a partir de
embriones somaticos en estado cotiledonar temprano utilizando el Kit
Qiagen RNeasy Plant Mini (Qiagen, Alemania) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Una vez extraido el ARN, se realizd un
tratamiento con el RNase-free DNase Set (Qiagen, Alemania) con el
objeto de eliminar la posible contaminaciéon con ADN. La estabilidad
del ARN extraido se comprobd observando una doble banda en geles
de 1,2% de agarosa con formaldehido, y la concentracion se cuantificd
con un espectrofotometro Nanodrop ND-2000 (Thermo Fisher
Scientific, EEUU). La pureza del ARN en cada muestra se determind
por medio de las relaciones de absorbancia A260/A280 y A260/A230.
Posteriormente se almaceno a -80°C hasta su utilizacion.

El ADNCc se sintetiz6 a partir de 1 pg de ARN total utilizando la
retrotranscriptasa Quanta cDNA synthesis kit (Quanta Biosciences,
EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante y obteniendo una
concentracion final de 50 pg/ul. Para determinar la eficiencia de la
curva de cada par de cebadores se utilizaron diluciones seriadas de
ADNCc como se detalla en Costa et al. (2013).

A partir del ADNc se analiz6 cuantitativamente la transcripcion del
gen CsTL I mediante PCR en tiempo real (QPCRrt), en una placa de 48
pocillos utilizando el Eco Real-Time PCR System (Illumina, EEUU).
El volumen final de cada reaccion fue de 15 pl y se utilizo 1 pl de la
reaccion de sintesis del ADNc. Para las lineas de alcornoque se utilizd
SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y
200 nM de cebadores especificos (Roche, Suiza), mientras que para las
lineas de encina se us6 FastStart Universal SYBR Green Master (ROX,
Roche Diagnostics, Suiza), y 400 nM de cebadores especificos (Tabla
3). Para ambas especies se utilizaron 40 ciclos con 15 segundos de
desnaturalizacion a 95°C y 1 minuto de anillamiento a 60°C. Al final de
cada ciclo se generaron curvas de melting para asegurar la uniformidad
del producto: 95°C (15 s), 55°C (15 s) y 95°C (15 s).

Los cebadores para el gen Cs7TLI (Tabla 3) se disenaron con el
software Primer3. En ambas especies, se utilizaron genes de referencia
internos para normalizar los valores de transcripcion entre las lineas.
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Estos genes fueron la tubulina (TUB) (Porth et al. 2005), la actina (ACT)
y el factor de elongacion de la polimerasa (EF) (Soler et al. 2008)
(Tabla 3). Fueron seleccionados debido a su estabilidad durante el
desarrollo embrionario y utilizando el software geNorm
(Vandesompele et al. 2002). La eficiencia de las reacciones se estimo
para cada especie a partir de la curva estandar de cada amplicon. Se
evaluaron tres replicados biologicos por cada linea, y cada muestra fue
evaluada por triplicado.

Tabla 3. Cebadores utilizados en la qPCRrt para evaluar la expresion del gen
CsTL1 en las lineas transformadas de alcornoque y encina.

La transcripcion del gen Cs7TLI se cuantifico de forma relativa,
utilizando el método comparativo Ct (Schmittgen y Livak 2008)
asignando a las lineas wt el valor 1, y comparando con ellas el nivel de
expresion de las lineas putativamente transformadas. Los diferentes
genotipos de cada especie se evaluaron por separado, y en relacion a su
propia linea wt. Todos los célculos y normalizaciones de realizaron con
el software EcoStudy™ v5.0.4890 (Illumina, EEUU).

3.9. CRIOCONSERVACION DE LAS LINEAS TRANSGENICAS

Las lineas embriogénicas wt y las lineas transformadas de alcornoque y
encina fueron crioconservadas o almacenadas en NL, con el objeto de
preservarlas al minimo coste y para evitar el riesgo de pérdida por
contaminacion mientras se realizaban los analisis de tolerancia al
oomiceto.
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3.9.1.Equipamiento de crioconservacion

Para crioconservacion se ha utilizado nitrégeno liquido
almacenado en una unidad criogénica modelo Thermo Forma 131-8038
(Thermo Fisher Scientific, EEUU) de aproximadamente 48 litros de
capacidad (Figura 3A).

La unidad estd revestida de material aislante y con un cierre
especifico que reduce la evaporacion del NL. En el orificio de entrada
de la unidad criogénica se encuentran 6 orificios marcados del 1 al 6 en
los cuales van encajadas unas varillas metalicas que portan un sistema
organizador para 5 cajas (Figura 3B). En las cajas se almacenan los
criotubos o viales criogénicos estériles (Nalgene, EEUU) de 2 ml de
capacidad (Figura 3C). Estos viales son de material plastico y por su

naturaleza son capaces de resistir temperaturas tan bajas como las de -
196°C del NL.

Figura 3. Equipamiento técnico utilizado en la criconservacion de las lineas
embriogénicas transgénicas de alcornoque y encina. A: Unidad criogénica de
crioconservacion. B: Varilla con el sistema de organizacion de cajas. C: Crioviales
y caja de almacenamiento de los mismos.
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3.9.2.Material vegetal

Las lineas wt y transformadas de encina y alcornoque cuya
expresion para el gen Cs7L 1 fue analizada fueron crioconservadas. Los
explantos utilizados para la crioconservacion consistieron en 2 o 3
embriones en estado globular o torpedo en el alcornoque, mientras que
en encina se utilizaron 2 o 3 PEMs individualizadas. En ambas especies,
los explantos se aislaron del cultivo embriogénico stock mantenido
segun se indica en el apartado 3.1 de Material y Métodos y después de
5 semanas del ultimo subcultivo.

3.9.3.Procedimiento de criconservacion

Para la crioconservacion de los embriones somaticos, se aplicd
el método de vitrificacion previamente descrito para los embriones
somaticos de alcornoque (Valladares et al. 2004) y encina (Martinez et
al. 2019). Los explantos se cultivaron durante tres dias en condiciones
estandar en placas Petri desechables (90 cm de diametro) con 25 ml de
medio de pre-cultivo que consisti6 en medio SH suplementado con
sacarosa 0,3 M (Tabla 4). Los explantos pre-cultivados fueron
introducidos en los crioviales junto con 1,8 ml de solucion
crioprotectora PVS2 consistente en glicerol 30%, etilenglicol 15% y
dimetilsulfoxido (DMSO) 15% en medio SH liquido suplementado con
sacarosa 0,4 M (Sakai et al. 1990) (Tabla 4). Los embriones de
alcornoque fueron incubados en esa solucion durante 60 minutos a 0°C,
mientras que los embriones de encina se incubaron durante 15 minutos
a temperatura ambiente. A continuacion, se sustituyo la solucion PVS2
por 0,6 ml de la misma solucidn fresca. Los crioviales se introdujeron
en las cajas dentro de la unidad criogénica con NL previamente descrita
(apartado 3.9.1 de Material y Métodos).

Tras 48 horas sumergidos en NL, los crioviales se extrajeron y
fueron descongelados por inmersion durante dos minutos en un bafio de
agua estéril a 42°C. Seguidamente, se retird la solucion de PVS2 y los
explantos fueron lavados dos veces durante 10 minutos con 1,8 ml de
soluciéon de lavado, que estd compuesta por medio mineral SH
suplementado con sacarosa 1,2 M (Tabla 4).
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Tabla 4. Composicion de los medios de cultivo utilizados para la crioconservacion
de los embriones somaticos de alcornoque y encina.

Los embriones descongelados y lavados se sembraron sobre
papeles de filtro colocados en placas Petri desechables (90 cm de
diametro) con medio de postcultivo (Tabla 4) que consistié en medio
SH suplementado con 5 g/L. de agar Vitro (Pronadisa, Espafia). Tras 24
horas en condiciones estandar, los explantos se transfirieron a placas
Petri desechables (90 cm de diametro) con medio de proliferacion
(Tabla 1).

Después de 6 semanas de crecimiento en condiciones estandar, se
evaluaron los siguientes parametros: el porcentaje de supervivencia,
definido como el nimero de explantos que muestran algun tipo de
crecimiento, y el porcentaje de recuperacion embriogénica, definido
como el nimero de explantos que forman nuevos embriones somaticos.
Para cada linea wt y transgénica, tanto de alcornoque como de encina,
se crioconservaron 30 explantos (3 placas con 10 explantos). Cada placa
se considerd como una repeticion en un DCA.

Una vez se comprobo que era posible la crioconservacion de las
lineas transformadas de alcornoque y encina, se repitio el experimento,
con el objetivo de conservar los embriones somaticos de las lineas
transformadas en la unidad criogénica mientras se llevaban a cabo los
ensayos de tolerancia de dichas lineas frente al oomiceto.
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3.10. REGENERACION DE PLANTAS
3.10.1. Maduracion y germinacion de los embriones
somaticos

Maduracion y germinacion en alcornoque

Para la maduracion y germinaciéon de los embriones
somaticos de alcornoque se ha utilizado el protocolo definido
previamente por Toribio ef al. (2005). Embriones somaticos, en estado
cotiledonar (> 5 mm), aislados de cultivos de 6 semanas de las lineas de
alcornoque wt y sus respectivas lineas transformadas, se transfirieron a
botes de vidrio de 100 ml con tapa de plastico (Figura 4A), con 30 ml
de medio de proliferacion (Tabla 1) y se almacenaron a 4°C en
oscuridad. Después de dos meses, los embriones fueron transferidos a
jarras de vidrio de 500 ml (Figura 4B) con 70 ml de medio de
germinacion consistente en medio mineral SH suplementado con 0,025
mg/L de 6-benciladenina (BA) y 0,05 mg/L de 4cido indol-3-butirico
(AIB) (Tabla 5). En cada linea wt y sus respectivas lineas transgénicas
se cultivaron 36 embriones somaticos procedentes del tratamiento de
maduracion, dispuestos en 6 jarras con 6 embriones cada una, y cada

Figura 4. Recipientes utilizados para la maduracion y germinacion de los
embriones somaticos. A: Botes de vidrio de 100 ml con tapa de plastico usados
para el almacenamiento en frio de los embriones somaticos de alcornoque. B:
Jarras de vidrio de 500 ml usadas en la germinacion de los embriones somaticos
de alcornoque y encina.
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jarra se consider6 una repeticion en un DCA. Después de ocho semanas
de cultivo en condiciones estdndar, se determiné: el porcentaje de
embriones que forman sélo raiz > Smm, el porcentaje de embriones que
forma sélo brote > Smm y el porcentaje de embriones que desarrollan
una planta completa, asi como las longitudes de la raiz (mm) y del brote
(mm) y el nimero de hojas por planta.

Maduracion y germinacion en encina

Para la maduracion y germinaciéon de los embriones
somaticos de encina se siguio el procedimiento descrito por Martinez et
al. (2017a). Embriones somaticos, en estado cotiledonar (> 5 mm), se
aislaron de cultivos de 6 semanas de las lineas de encina wt y sus
respectivas lineas transformadas y se transfirieron a placas Petri
desechables (90 cm de didmetro) vacias, donde permanecieron en
condiciones de semioscuridad durante dos meses a 4°C. Trascurrido
este tiempo, los embriones somaticos se cultivaron en jarras de vidrio
de 500 ml (Figura 4B) con 70 ml de medio de germinacion de encina
(Tabla 5). Este medio consistié en medio mineral GD (Gresshoff'y Doy
1972) suplementado con 0,1 mg/LL de BA y 20 uM de STS. Por cada
linea wt y transgénica se cultivaron 36 embriones somaticos
procedentes del tratamiento de maduracion, dispuestos en 6 jarras con
6 embriones cada una, y cada jarra se consider6 una repeticion en un
DCA.

Tabla 5. Composicion de los medios utilizados en la germinacion de embriones
somaticos de alcornoque y encina.
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Después de ocho semanas de cultivo en condiciones estandar, se
determiné: el porcentaje de embriones que so6lo forma raiz > Smm, el
porcentaje de embriones que forma solo brote > Smm y el porcentaje de
embriones que desarrollan una planta completa, asi como las longitudes
de la raiz (mm) y del brote (mm) y el nimero de hojas por planta.

3.10.2. Establecimiento de cultivos de brotes axilares

Como alternativa a la germinacion de los embriones somaticos
también se ha establecido un sistema de proliferacion de brotes axilares
a partir de los brotes derivados de la germinacién de los embriones
somaticos, que permita disponer de plantas de una forma mas rapida y
continua.

Establecimiento de cultivos de brotes axilares en
alcornoque

Para el establecimiento de las diferentes lineas de brotes

axilares de alcornoque se ha aislado un brote de un embrién somatico
con conversion completa a planta de cada linea wt y transgénica. La
proliferacion de los brotes se obtuvo mediante el cultivo en condiciones
estandar de segmentos nodales y apicales (1 cm aproximadamente) en
posicion vertical en tubos de 20 x 150 mm tapados con Kap-uts (Sigma,
EEUU), que contenian 16,5 ml de medio GD, 30 g/L sacarosa, 7 g/LL
agar Bacto (Dickinson and Company, Francia) y en un ciclo de cultivo
de 6 semanas con transferencias cada tres semanas a medio fresco,

Tabla 6. Composicion de los medios de cultivo utilizados para la proliferacion de
los brotes axilares de alcornoque y encina.
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como sigue: 0,2 mg/L de BA las 3 primeras semanas (Medio 1) y 0,1
mg/L de BA las 3 ultimas semanas (Medio 2) (Tabla 6).

Establecimiento de cultivos de brotes axilares en
encina

De igual modo, en encina se aisl6 un brote de un embrion
somatico con conversion a planta de cada linea wt y transgénica con el
objetivo de establecer las diferentes lineas de brotes axilares. La
proliferacion de los brotes se obtuvo mediante el cultivo en condiciones
estandar de segmentos apicales (1 cm) en posicion vertical en jarras de
vidrio de 500 ml (Figura 4B) con 70 ml de medio mineral GD, 30 g/L
sacarosa, 7 g/L agar Sigma (Sigma-Aldrich, Alemania), 20 uM de STS
y en un ciclo de cultivo de 6 semanas con transferencias cada dos
semanas a medio fresco, como sigue: 0,1 mg/L de BA las 2 primeras
semanas (Medio 1), 0,05 mg/L de BA las 2 semanas siguientes (Medio

2), y 0,05 mg/L. de BA las tltimas 2 semanas (Medio 3) (Tabla 6).

3.10.3. Enraizamiento de los brotes axilares de alcornoque y
encina
Todas las lineas de encina, y aquellas lineas de alcornoque que
mostraron una mayor expresion del gen Cs7L/ fueron enraizadas.
Brotes apicales, en crecimiento activo, de 1,5-2 cm se cultivaron en
botes de vidrio de 100 ml (Figura 4A) con 30 ml de medio de
enraizamiento que consistié medio mineral GD con los macronutrientes
reducidos un tercio, micronutrientes y vitaminas GD completos, 30 g/L
de sacarosa 'y 25 mg/L de AIB (Tabla 7). A las 24 horas (alcornoque) o

Tabla 7. Composicién de los medios de cultivo utilizados en el enraizamiento de
los brotes axilares de alcornoque y encina.
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48 horas (encina) de cultivo en condiciones estandar, los brotes se
transfirieron a botes vidrio de 100 ml con 30 ml de medio de expresion
consistente en medio de enraizamiento sin AIB (Tabla 7).

Después de seis semanas de cultivo en condiciones estandar se
contabiliz6 el porcentaje de brotes enraizados y el nimero medio de
raices por brote enraizado. Para cada linea wt y transgénica de
alcornoque y encina se enraizaron 30 explantos (6 explantos por bote)
y el experimento se repitidé dos veces (60 explantos en total). Cada bote
se considerd una repeticion DCA.

Las plantas enraizadas destinadas al ensayo de infeccion in vitro
fueron transferidas a puentes de papel dentro de tubos de vidrio de 20 x
150 mm cerrados con Kap-uts (Sigma, EEUU) (Figura 5) con 16,5 ml
de medio de pre-infeccion (Tabla 7).

Figura 5. Tubos de vidrio y puentes de papel utilizados en el ensayo de tolerancia
frente al oomiceto.

3.10.4. Conservacion de los cultivos axilares

Una vez obtenidas las plantas enraizadas para los ensayos de
tolerancia al oomiceto, los cultivos de brotes axilares de ambas especies
fueron conservados mediante el almacenamiento en frio. En
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alcornoque, brotes (1-1,5 cm) se pre-cultivaron durante 12 dias en
condiciones estandar y en tubos de 20 x 150 mm tapados con Kap-uts
(Sigma, EEUU), que contenian 16,5 ml de medio GD, 30 g/L sacarosa,
7 g/L agar Bacto (Dickinson and Company, Francia) y 0,2 mg/L de BA
(Medio 1, Tabla 6), antes de ser almacenados a 4°C en oscuridad
durante un afio. En encina, grupos de 2-3 brotes (1-1,5 cm) se pre-
cultivaron durante 15 dias en condiciones estandar y en jarras de vidrio
de 500 ml (Figura 4B) con 70 ml de medio mineral GD, 30 g/L sacarosa,
7 g/L agar Sigma (Sigma-Aldrich, Alemania), 20 uM STS y 0,1 mg/L
de BA (Medio 1, Tabla 6), antes de ser almacenados a 4°C en
condiciones de semioscuridad durante un afio.

3.11. ENSAYOS DE TOLERANCIA A P. CINNAMOMI

3.11.1. Recuperacion y activacion de la cepa

La cepa de Phytophthora cinnamomi A2, denominada UEX-1,
utilizada en los experimentos de tolerancia del presente trabajo de tesis
fue aislada a partir de las raices infectadas de arboles de encina
procedentes de Valverde de Mérida (Badajoz) (Corcobado ef al. 2016).
La cepa se mantuvo en medio V8-Agar (Tabla 8) con replicados
periddicos cada 1-2 semanas.

Tabla 8. Composicion de los medios utilizados para la reactivacion del oomiceto,
crecimiento del micelio, y para la produccién de esporangios de la cepa UEX-1 de
P. cinnamomi.
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Debido a que la cepa puede perder su capacidad de infeccion con
el tiempo, antes de cada experimento de infeccion se procedio a su
reactivacion, utilizando una modificacion del protocolo establecido por
Rial et al. (2008). Para ello hojas jovenes de aguacate se desinfectaron
superficialmente con una dilucién de hipoclorito 1:10, seguidamente se
lavaron con agua estéril, y se cortaron en trozos regulares de 1 cm?. Los
trozos de hoja se inoculan en una placa Petri desechable (90 cm de
diametro) con 25 ml de agua estéril y con secciones de medio V8 sin
antibidticos sobre el que habia crecido el micelio del oomiceto.

Las placas se dejaron en oscuridad a 24°C hasta que aparecieron
signos de necrosis en los bordes de las hojas. Las hojas con signos de
necrosis se observaron al microscopio Optico para confirmar el
crecimiento del oomiceto y realizar la identificacion morfoldgica de la
cepa. Las hojas, sobre las que habia crecido el micelio y con
identificacion positiva, se aislaron y se colocaron en placas Petri
desechables (90 cm de diametro) con medio V8 (Tabla 8) suplementado
esta vez con antibidticos (piramicina (5 pg/ml), rifampicina (25 pg/ml),
benomilo (10 pg/ml) y hymexazol (7,4 pg/ml)) para evitar el
crecimiento de otros oomicetos, hongos o bacterias. Las placas se
incubaron en oscuridad a 24°C hasta que se observo la formacion del
micelio en el agar alrededor de los trozos de hoja de aguacate. Con la
ayuda de un bisturi o un sacabocados se aislaron trozos de 0,5 cm? del
agar donde se observaba crecimiento y se sembraron en nuevas placas
de medio V8 sin antibioticos, donde se dejo crecer al oomiceto hasta la
infeccion.

3.11.2. Produccion de esporangios
Una vez reactivada la cepa UEX-1, ésta se dejo crecer durante una
semana en placas Petri desechables (90 cm de diametro) con medio V8
sin antibioticos (Tabla 8) en oscuridad a 24°C. De la zona mas externa
de la placa, donde el crecimiento era mas activo, se extrajeron discos de
agar de 5 mm con ayuda de un sacabocados

y se pusieron en una placa Petri desechable (90 cm de didmetro)
con 25 ml de jugo V8 clarificado (Tabla 8). Tras una incubacion durante
24 h en oscuridad a 24°C, el jugo V8 se sustituy6 por 25 ml de solucién
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de sales de Chen y Zentmyer (1970) (Tabla 8) (Rial et al. 2008).
Seguidamente, se realizaron 4 lavados con la solucion de sales cada 30
minutos.

Tras el ultimo lavado, los discos de micelio permanecieron en la
placa Petri desechable (90 cm de didmetro), bafados con la solucién
salina, bajo luz negra a 24°C durante 24 h. La esporulacion comenzo
aproximadamente 8 h después del ultimo lavado, y alcanzd su cota
maxima entre 24 y 36 h del inicio (Figura 6). Tras este periodo de
incubacion, se comprobd con la ayuda de una lupa que los esporangios
se hubiesen formado correctamente en todos los discos de agar donde
crecia el micelio. En ocasiones también se observd la presencia de

Figura 6. Esporangios de P. cinnamomi antes (A) y durante la esporulacién (B,
C). Las flechas sefialan las zoosporas liberadas.

94



MATERIAL Y METODOS

zoosporas vivas (Figura 6). Sin embargo, como el objetivo de este
tratamiento era la liberacion simultanea de las zoosporas en los tubos
de ensayo, cada placa Petri se incub6 durante 15-30 min a 4°C, antes de
la infeccidn, para inducir la sincronia en la esporulacion.

3.11.3. Ensayo de tolerancia in vitro

Ensayo de tolerancia in vitro en alcornoque

Tal y como se explicd en el punto 3.10.3 de Material y
M¢étodos, se enraizaron brotes de aproximadamente 2 cm de longitud
de las lineas ALM80-wt, ALM6-wt y TGR3-wt de alcornoque y las
lineas transformadas con mayor expresion del gen CsTLI (ALM6-tau
1, ALM6-tau 6, ALMS80-tau 19, ALMS80-tau 20, TGR3-tau 5, TGR3-
tau 6, TGR3-tau 18 y TGR3-tau 21). Estos brotes enraizados se
cultivaron sobre un puente de papel dentro de tubos de vidrio (Figura
7), y sus raices se mantuvieron en oscuridad para facilitar su elongacion
y evitar su oscurecimiento. Después de dos semanas se introdujo en el
fondo de cada tubo un disco de micelio con crecimiento de esporangios
(Rial et al. 2008; Cuenca et al. 2010), obtenidos tal y como se describe

Figura 7. Aspecto de los brotes enraizados de alcornoque antes de la infeccion.
A: Linea ALM6-wt; B: Linea ALM80-wt; C: Linea TGR3-wt.
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en el apartado anterior. Cada disco se inocul6 con la ayuda de una pinza
larga, intentando no tocar las paredes, el papel o el propio brote. Los
tubos infectados se mantuvieron en una camara de cultivo bajo
condiciones de temperatura y luz estandar.

En el primer experimento el objetivo fue determinar el grado de
incidencia de la enfermedad en los 6rganos (raiz, tallo y hojas) de las
lineas wt y transgénicas de alcornoque con mayor expresion del gen
CsTL1. La evaluacion de la incidencia de la infeccion se realizé a los 7
y 15 dias siguientes de la inoculacién, mediante el reaislamiento del
patogeno a partir de los 6rganos de la planta. Para ello, se recuperaron
los distintos drganos y se inocularon en placas Petri con medio V8-agar
sin antibioticos. Para cada linea, se determind el porcentaje de
reaislamiento en cada uno de los 6rganos a los 7 y 15 dias, calculando
el porcentaje de colonias de P. cinnamomi que crecian en relacion al
numero de trozos de raiz, tallo y hojas de la planta. Por cada linea wt y
transformada de alcornoque se infectaron 6 brotes, y se anadieron tres
controles negativos a los que se inoculd agar sin micelio. Cada
experimento de infeccion se realizé tres veces (18 brotes en total por
cada linea evaluada).

En un segundo experimento, las mismas lineas fueron infectadas
con el objetivo de determinar los dias de supervivencia de cada linea
frente al patogeno. Este experimento se desarrolld durante un periodo
de 31 dias. Se consideraba que una planta estaba muerta cuando 6rganos
se necrosaban al 100%. En ese momento, esas plantas se retiraban del
ensayo, siendo sus organos aislados e inoculados en medio V8 para
comprobar que la necrosis se debia a la presencia del patégeno y
descartar la muerte por senescencia u otros factores. En este caso,
debido a la dificultad de limpiar el micelio, que habia crecido por toda
la superficie del callo y la parte basal del tallo, solo se recuperaron las
dos hojas mas apicales, la porcion mas apical del tallo, y la zona en
crecimiento de la raiz, para comprobar la presencia del oomiceto. Por
cada linea wt y transformada de alcornoque se infectaron 6 brotes, y se
anadieron tres controles negativos a los que se inocul6 agar sin micelio.
El experimento de supervivencia se realizo tres veces (18 brotes en total
por cada linea evaluada). Las plantas que sobrevivieron 31 dias y
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mostraban aspecto saludable fueron esterilizadas con una dilucion de
hipoclorito 1:10 y lavadas con agua estéril antes de proceder al
aislamiento de la parte mas apical del brote. Para comprobar que
preservaban la capacidad de crecimiento se transfirieron al Medio 1
(Tabla 6) descrito en el apartado 3.10.2 de Material y Métodos y
utilizado en la proliferacion de brotes axilares de alcornoque.

Ensayo de la tolerancia in vitro en encina

En encina se compard la capacidad de tolerancia al
oomiceto de las lineas Q8-wt, Q8-tau 4, Q8-tau 7, Q8-tau 14, Q8-tau 35
y Q8-tau 36. Las plantas fueron obtenidas mediante el procedimiento
de enraizamiento descrito en el apartado 3.10.3 de Material y Métodos.
Los brotes obtenidos mediante enraizamiento se depositaron sobre un
puente de papel dentro de tubos de vidrio, y sus raices se mantuvieron
en oscuridad para facilitar su elongacion y evitar su oscurecimiento
(Figura 8).

En el primer experimento el objetivo fue determinar el grado de
incidencia de la enfermedad en los 6rganos (raiz, tallo y hojas) de las
lineas wt y transgénicas de encina. Para ello se infectaron plantulas
previamente enraizadas de aproximadamente 1,5-2 cm de longitud. La
infeccion se realizoé siguiendo la misma metodologia descrita para
alcornoque (apartado 3.11.3.1. de Material y Métodos).

Figura 8. Aspecto de los brotes enraizados de encina antes de la infeccion. A:
Linea Q8-wt; B: Linea Q8-tau 36.
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La evaluacion de la incidencia de la infeccion se realizé a los 7 y
15 dias siguientes de la inoculacion, mediante el reaislamiento del
patdgeno a partir de los 6rganos de la planta. Para ello, se recuperaron
los organos y se inocularon en placas Petri con medio V8-agar sin
antibioticos Para cada linea, se calcul6 el porcentaje de reaislamiento
en cada uno de los 6rganos a los 7 y 15 dias, calculando el porcentaje
de colonias de P. cinnamomi que crecian en relacion al numero de
trozos de raiz, tallo y hojas de la planta. Por cada linea wt y
transformada de encina se infectaron 6 brotes, y se afiadieron tres
controles negativos a los que se inoculd agar sin micelio. Cada
experimento de infeccion se realiz6 tres veces (18 brotes en total por
cada linea evaluada).

En un segundo experimento, las mismas lineas fueron infectadas
con el objetivo de determinar los dias de supervivencia de cada linea
frente al patogeno siguiendo la misma metodologia descrita para
alcornoque (apartado 3.11.3.1. de Material y Métodos). Por cada linea
wt y transformada de encina se infectaron 6 brotes, y se afiadieron tres
controles negativos a los que se inoculd agar sin micelio. Cada
experimento de infeccion se realiz6 tres veces (18 brotes en total por
cada linea evaluada). Este experimento se desarrollé durante un periodo
de 31 dias.

3.12. ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS Statistics
24 (IBM, EEUU). Cuando los datos se analizaron con un analisis de la
varianza (ANOVA) y estos datos son porcentajes, antes del anélisis
deben de ser transformados mediante la funcion arcosenovx para
hacerlos normales. Previamente a la aplicacion del ANOVA se
determind la homogeneidad de varianzas mediante el test de Levene.
En los casos en los que el test de homogeneidad de varianza no se
cumplié, los datos fueron analizados con el test del Chi cuadrado (32) o
mediante el analisis de Kruskall-Wallis, tal y como se especificara en
el apartado correspondiente.
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3.12.1. Evaluacion de la toxicidad de los antibioticos

El efecto de los diferentes tratamientos de antibidticos
bactericidas sobre el porcentaje de explantos con embriogénesis
secundaria, y el nimero de embriones somaticos bipolares por explanto
inicial se analizaron mediante ANOVA 1.

3.12.2. Transformacion genética de los embriones somaticos

En alcornoque, el efecto del genotipo sobre el porcentaje de
embriones resistentes a kanamicina y la eficiencia de transformacion
fueron evaluados mediante el andlisis Chi cuadrado con un nivel de
significacion menor de 0,05 (p<0,05). Este tipo de andlisis estadistico
también se utilizé en encina para estudiar el efecto del tiempo de pre-
cultivo y del genotipo sobre el porcentaje de embriones resistentes a
kanamicina y la eficiencia de transformacion.

3.12.3. Expresion del gen Cs7TL1

En las dos especies, las diferencias en los niveles de expresion
del gen CsTLI entre las lineas transgénicas y las lineas no
transformadas se evaluaron mediante un ANOVA I. Las diferencias
entre las medias se determinaron mediante el test de Duncan para
comparaciones multiples con un nivel de significacion menor de 0,05
(p<0,05).

3.12.4. Evaluacion de la germinacion y conversion a planta

Debido a que no se cumplian las condiciones de homogeneidad
de varianzas, los resultados obtenidos en la germinacion y conversion a
planta en ambas especies se analizaron con el analisis de Kruskal-
Wallis con un nivel de significacion menor de 0,05 (p<0,05).

3.12.5. Evaluacion del porcentaje de enraizamiento

Las diferencias entre los porcentajes de enraizamientos y del
numero de raices obtenidas por las lineas de alcornoque y encina
transformadas y sin transformar se evaluaron mediante ANOVA 1.
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3.12.6. Evaluacion de la tolerancia a P. cinnamomi

En ambas especies, la evaluacion del grado de incidencia del
oomiceto en los diferentes 6rganos aislados de las plantas transgénicas
y no transgénicas infectados y recolectados a los 7 y 15 dias de la
infeccion se realizé mediante ANOVA L

En alcornoque, la evaluacion del numero de dias de
supervivencia de las lineas ALM6, ALMS80 y TGR3 se realizd
comparando las lineas transformadas con sus controles sin transformar
mediante ANOVA 1. Las diferencias entre las medias se determinaron
mediante el test de Duncan para comparaciones multiples con un nivel
de significacion menor de 0,05 (p<0,05). Posteriormente, todas las
lineas transformadas y no transformadas de alcornoque (ALMS6,
ALMBS80 y TGR3) se compararon entre si. Debido a que no se cumplian
las condiciones de homogeneidad de varianzas, este analisis se realizo
mediante el test de Kruskal-Wallis con un nivel de significacién menor
de 0,05 (p=<0,05).

En encina, la evaluacion del nimero de dias de supervivencia de
las plantas transgénicas y no transgénicas se realizdo mediante ANOVA
I. Las diferencias entre las medias se determinaron mediante el test de
Duncan para comparaciones multiples con un nivel de significacion
menor de 0,05 (p<0,05).
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4.1. EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE LOS ANTIBIOTICOS

4.1.1.Alcornoque

Como paso previo a los experimentos de transformacion, se
evalud el grado de toxicidad que la kanamicina tenia sobre los
embriones somaticos de las lineas ALM80 y TGR3 con el objetivo de
determinar la dosis letal de kan necesaria para seleccionar los eventos
transformados (Figura 9 y 10). Después de ocho semanas de cultivo con
diferentes concentraciones de kan, se observd que la toxicidad a la kan
varid en funcion del genotipo (Figura 9 y 10). La concentracion de kan
afect6 al porcentaje de embriones que desarrollaban embriogénesis
secundaria, pero especialmente en la linea ALMS80. Los embriones de
esta linea mostraron ser mas sensibles a kan, ya que con
concentraciones de 25-50 mg/L el porcentaje de embriogénesis
somatica secundaria se redujo por debajo del 40%, y concentraciones
de kan superiores a 75 mg/L resultaron ser toxicas, inhibiendo la
proliferacion mediante embriogénesis secundaria de los embriones
(Figura 9). El nimero de embriones bipolares por placa se redujo

Figura 9. Evaluacion del efecto causado por diferentes concentraciones de
kanamicina sobre el porcentaje de embriogénesis somatica secundaria (ESS) y
sobre el numero de embriones bipolares por placa en la linea ALM80. Cada valor
representa la media + error estandar de 8 repeticiones. Las semibarras
representan el error estandar.
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drésticamente ya con concentraciones muy bajas de kan (25 mg/L), y
es 0 con concentraciones iguales o superiores a 100 mg/L (Figura 9).

La linea TGR3 resultd ser menos sensible a kan que la linea
ALMBSO0. El porcentaje de ESS se redujo por debajo del 50% con
concentraciones de kan iguales o superiores a 75 mg/L, alcanzandose la
concentracion letal de kan a partir de 125 mg/L (Figura 10). Sin
embargo, en esta linea el nimero de embriones bipolares por placa, que
de por si era mucho mas bajo que en la linea ALMSO0 se redujo a cero
con la concentracién més baja de kan (25 mg/L) (Figura 10).

Figura 10. Evaluacion del efecto causado por diferentes concentraciones de
kanamicina sobre el porcentaje de embriogénesis somatica secundaria (ESS) y
sobre el nimero de embriones bipolares por placa en la linea TGR3. Cada valor
representa la media + error estandar de 8 repeticiones. Las semibarras
representan el error estandar.

En ambas lineas, al alcanzarse las concentraciones toxicas de kan,
los embriones se necrosaban y morian, o bien adquirian un color
blanquecino y no habia signos de proliferacion. De acuerdo con estos
resultados, para los experimentos de transformacién de las lineas
embriogénicas de alcornoque, se utilizaron medios suplementados con
kan en concentraciones de 125 mg/L.

En el segundo experimento se evalu6 la toxicidad que podrian
ejercer sobre la proliferacion de los embriones sométicos de alcornoque
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dos antibiodticos bactericidas, carbenicilina y cefotaxima, utilizados
para inhibir el crecimiento de Agrobacterium en el medio de cultivo tras
la transformacion genética. Se testaron diferentes concentraciones y
combinaciones de ambos antibidticos (Tabla 9), y se evalud igualmente
su efecto sobre el porcentaje de embriogénesis secundaria y el numero
de embriones bipolares por placa.

En primer lugar, se observé que el porcentaje de explantos con ESS
en las lineas embriogénicas ALM80 y TGR3 no estaba afectado, ni por
la combinaciéon de antibidticos bactericidas, ni por su concentracion
(Tabla 9). Sin embargo, se apreciaron diferencias al contabilizar el
nimero de embriones bipolares por placa. En la linea TGR3, que de por
si mostraba menor numero de embriones bipolares que la linea ALMS80
el nimero de embriones se redujo ligeramente en todas las
combinaciones, excepto cuando el medio se suplement6 con 300 mg/L
de carbenicilina, aunque sin que se observen diferencias significativas
entre los distintos tratamientos (Tabla 9).

Tabla 9. Efecto de diferentes combinaciones de antibiéticos bactericidas sobre la
proliferacion de embriones somaticos de las lineas embriogénicas TGR3 y ALM80.

En la linea ALMS8O0 el tipo de antibidtico bactericida afectd
significativamente (p<0,05) al nimero de embriones bipolares. Los
mejores resultados se obtuvieron con medio de cultivo suplementado
con 300 mg/L de carbenicilina. En este tratamiento el ntimero de
embriones bipolares por placa aumentaba significativamente, incluso
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por encima de los valores obtenidos en medio control sin antibidtico
(Tabla 9).

En ambas lineas, los embriones presentaban un aspecto mas
vigoroso y saludable cuando se cultivaban en presencia de 300 mg/L de
carbenicilina que cuando se dejaban crecer en medio con otras
concentraciones de este antibidtico. Por el contrario, la cefotaxima
mostr6 un efecto adverso sobre la proliferacion de los embriones, ya
que estos amarilleaban y reducian su capacidad de proliferacion. Esto
también ocurria cuando los dos bactericidas estaban presentes en el
medio de cultivo, incluso cuando se evaluaron diferentes
concentraciones de los mismos. Por ello, el uso de la cefotaxima se
descart6 en los siguientes experimentos en detrimento de 300 mg/L de
carbenicilina

4.1.2.Encina

Para evaluar la toxicidad de la kan en la proliferacion de ES de
encina, y determinar su dosis letal, PEMs de la linea Q8 se cultivaron
con diferentes concentraciones de kan (Figura 11). A las 8 semanas de
cultivo, se observo que el porcentaje de explantos con ESS se reducia
gradualmente a medida que aumentaba la concentracion de kan.
Concentraciones de kan iguales o superiores a 100 mg/L reducian el
porcentaje de ESS por debajo del 50% (Figura 11). Al igual que sucedid
en alcornoque, en concentraciones toxicas de kan, los embriones de
encina adquirian color marréon o permanecian de color blanquecino y
dejaban de proliferar. El niimero de embriones bipolares por placa
también disminuy6 con el aumento de la concentracion del antibidtico,
siendo cero con concentraciones de kan iguales y superiores a 100
mg/L. Por ello, esta concentraciéon se selecciond6 como dosis de
seleccion en los experimentos de transformacion de encina.

Por otro lado, al igual que sucedié con los ES de alcornoque, la
presencia de carbenicilina (300 mg/L) tuvo efectos beneficiosos sobre
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Figura 11. Evaluacion del efecto causado por diferentes concentraciones de
kanamicina sobre el porcentaje de embriogénesis somatica secundaria (ESS) y
sobre el numero de embriones bipolares por placa en la linea Q8. Cada valor
representa la media * error estandar de 8 repeticiones. Las semibarras
representan el error estandar.

el crecimiento de los embriones somaticos de encina, y su presencia
aument6 el nimero de embriones bipolares en comparacion con el
medio control sin carbenicilina (48,38 ES/placa versus 35 ES/placa).
Por el contrario, la misma concentracion de cefotaxima resultd ser
toxica para los embriones somdticos de encima, y su presencia en el
medio provocd la necrosis y muerte de los mismos (datos no
mostrados).

4.2. TRANSFORMACION GENETICA DE LOS EMBRIONES SOMATICOS

4.2.1.Transformacion genética en alcornoque

En experimentos preliminares en los que se utilizo medio SH
para el aislamiento de los embriones somaticos y co-cultivo con
Agrobacterium, se observo que la bacteria crecia lentamente, y como
consecuencia, con esas condiciones no se logr6 la transformacion de los
embriones somaticos de alcornoque. Por eso, en los siguientes
experimentos se utiliz6 el medio MS con los macronutrientes reducidos
a la mitad para el aislamiento y co-cultivo (Tabla 1). Este medio ya
habia ofrecido buenos resultados para el crecimiento de Agrobacterium
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en la transformacion genética de roble y castano. Los ES se pre-
cultivaron un dia en ese medio y se co-cultivaron 5 dias con la bacteria.

En esas condiciones, se obtuvo la transformacion genética en las
tres lineas de alcornoque evaluadas. Los dos parametros evaluados
estan afectados significativamente (p<0,05) por el genotipo (Figura 12).

Figura 12. Efecto del genotipo en el porcentaje de explantos kan-resistentes y en
la eficiencia de la transformacion de embriones somaticos de alcornoque
transformados con la cepa EHA105pK7WG2D-TAU. Cada columna representa la
media = error estandar de 10 repeticiones. Las semibarras representan el error
estandar.

En las tres lineas se obtuvieron explantos resistentes a la
kanamicina, pero la linea con mayor porcentaje fue TGR3 (17%). Los
embriones resistentes de este genotipo aparecian tras 4 semanas de
cultivo en medio selectivo, y en general el explanto diana presento
mejor aspecto y menor nivel de necrosis que los explantos iniciales de
ALM6 y ALMS8O (Figura 13). En la linea ALMS80 se obtuvo un 10,5%
de explantos resistentes a kan, mientras que en ALM6 se obtuvo un
porcentaje del 5,5% (Figura 12). En las lineas ALM6 y ALMS80 la
aparicion de ES resistentes a la kan era mas lenta que en la linea TGR3,
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y los primeros eventos se observaron tras 8 semanas de cultivo en medio
de seleccidon, y normalmente en menor nimero que en TGR3. Los
controles negativos (explantos no transformados pero cultivados en
medio de seleccidon) se necrosaron y murieron sin formar callo o
embriones somaticos.

Figura 13. Aspecto del explanto diana y de los embriones somaticos resistentes a
kan de las lineas ALM6 (A), ALM80 (B) y TGR3 (C) desarrollados en medio de
seleccion de alcornoque 10 semanas después de la transformacion.

Tras diez semanas en medio de seleccion con 125 mg/L de kan, los
explantos resistentes a kan (Figura 13) se aislaron y se transfirieron a
medio de seleccion, pero suplementado con 150 mg/L de kan para
aumentar la presion de seleccion. Tras cuatro semanas de cultivo en
esas condiciones, se determino la eficiencia de transformacion en base
a la fluorescencia de los embriones. Asi, la eficiencia de transformacion
se definié como el porcentaje de explantos iniciales que mostraban
expresion de GFP (Figura 14). De modo similar a lo observado con el
porcentaje de explantos resistentes a la kan, también se observaron
diferencias significativas (p<0,05) en la eficiencia de transformacion
debidas al genotipo (Figura 12). La linea TGR3 mostré el mismo
porcentaje de eficiencia de transformacién que se habia obtenido para
la resistencia frente a kan (17%). Sin embargo, en las lineas ALMS80 y
ALM6 se obtuvieron menores porcentajes de eficiencia de
transformacion que de porcentaje de explantos resistentes a la kan
(4,5% y 2%, respectivamente) (Figura 12).

Para establecer las lineas embriogénicas putativamente
transformadas, se aisldo un embrion en estado cotiledonar que mostrase
expresion GFP en toda su superficie (véanse explantos GFP+ en la
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Figura 14 A-C), descartandose los embriones que no eran totalmente
fluorescentes (Figura 14 D).

Figura 14. Expresion GFP en embriones somaticos de alcornoque transformados.
A, B, C: Embriones somaticos observados con luz blanca (fila superior) y los
mismos embriones observados con luz ultravioleta (fila inferior). A: Linea ALM6;
B: Linea ALM80; C: Linea TGR3. D: Embrion quimera, en el que se observa tejido
sin transformar (flecha).

Los embriones seleccionados se proliferaron de forma
independiente en medio de seleccion, para establecer las diferentes
lineas transgénicas. En total se obtuvieron 30 lineas transgénicas, 4
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lineas a partir de ALM6, 7 lineas a partir de ALM80 y 19 lineas a partir
de TGR3, que se mantuvieron mediante embriogénesis secundaria.

4.2.2. Transformacion genética en encina

En los primeros experimentos de transformacion, PEMs aisladas
de la linea Q8 de encina fueron pre-cultivadas durante un dia antes de
ser co-cultivadas durante 5 dias con la cepa EHA105pK7WG2D-TAU,
para transferirse posteriormente a un medio de seleccion suplementado
con 100 mg/L de kan. Sin embargo, todos los explantos se necrosaron
y ninguno sobrevivid en este experimento.

Por ello, en los siguientes experimentos de transformacion se
modifico la concentracion de kan en el medio, optando por un gradiente
creciente de antibiotico hasta alcanzar la concentracion letal
previamente determinada y se evaluo el efecto del pre-cultivo sobre las
PEMs. Asi, se redujo la concentracion de kan a 75 mg/L durante las dos
primeras semanas de cultivo en medio de seleccion, y se evaluaron tres
periodos de pre-cultivo (un dia, una semana y dos semanas) (Figura 15).

Figura 15. Aspecto de los explantos de encina pre-cultivados durante un dia (A),
una semana (B) y dos semanas (C) (fila superior) y después de 5 dias de co-cultivo
con Agrobacterium (fila inferior).

Tras diez semanas de cultivo, se observaron explantos resistentes a
kan en todos los tiempos de pre-cultivo (Figura 16). Los mayores
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porcentajes de explantos kan-resistentes (8,5%) se obtuvieron con una
semana de pre-cultivo, aunque sin diferencias significativas (Figura
16). Los controles negativos (explantos no transformados pero
cultivados en medio de seleccion) se necrosaron y murieron sin formar
callo o embriones somaticos, al igual que ocurrid en la transformacion
de alcornoque.

Figura 16. Efecto del tiempo de pre-cultivo en el porcentaje de explantos kan-
resistentes y en la eficiencia de la transformaciéon de embriones somaticos de la
linea Q8 de encina transformados con la cepa EHA105pK7WG2D-TAU. Cada
columna representa la media * error estandar de 12 repeticiones. Las semibarras
representan el error estandar.

Los explantos resistentes a kanamicina se aislaron y se
subcultivaron durante 4 semanas en medio de seleccion para continuar
con su crecimiento. La concentracion de kan del medio de seleccion se
aument6 de 100 mg/L a 125 mg/L semanas para aumentar la presion
selectiva.
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Tras cuatro semanas de cultivo (14 semanas en total) se calculo la
eficiencia de transformacion, definida como el porcentaje de explantos
iniciales que mostraban expresion de GFP. La eficiencia de
transformacion estuvo afectada significativamente (p<0,05) por el
tiempo de pre-cultivo (Figura 16). En encina sélo aquellos explantos
que habian tenido una o dos semanas de pre-cultivo mostraron
expresion de GFP (Figura 17), y la eficiencia de transformacion fue de
2% en ambos casos (Figura 16). No hubo eventos positivos de
transformacion en los explantos con un dia de pre-cultivo. Aunque los
tiempos de pre-cultivo de una y dos semanas mostraron idénticos
porcentajes de eficiencia de transformacioén, el protocolo de
transformacion era mas rapido si se utilizaba s6lo una semana de pre-
cultivo, por lo tanto, este tiempo de pre-cultivo se establecido para
evaluar el efecto del genotipo en la transformacion genética de encina.

Figura 17. Expresion GFP en embriones somaticos transformados de encina,
observados bajo luz ultravioleta (A, C) y los mismos embriones observados con
luz blanca (B, D). A, B: Linea Q8-tau 7; C, D: Linea Q8-tau 35.
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Para la evaluacion del efecto del genotipo se aislaron PEMs de tres
lineas embriogénicas diferentes (QS8, Q10-16 y E2) y se pre-cultivaron
durante una semana antes de co-cultivarlas durante 5 dias con
EHA105pK7WG2D-TAU. Tras 10 semanas de cultivo en medio de
seleccion, el mayor porcentaje de explantos kan resistentes se obtuvo
en la linea E2 (11,67%) (Figura 16). Sin embargo, todos los explantos
aislados de la linea E2 necrosaron gradualmente en las siguientes 4
semanas de cultivo, y finalmente murieron sin mostrar nuevo
crecimiento. Por el contrario, los explantos kan resistentes de las lineas
Q8 (6,67%) y Q10-16 (1,66%) continuaron creciendo con buenas tasas
de proliferacion (Figura 18).

Figura 18. Efecto del genotipo en el porcentaje de explantos kan-resistentes y en
la eficiencia de transformacion de tres lineas embriogénicas de encina. Cada
columna representa la media + error estandar de 6 repeticiones. Las semibarras
representan el error estandar.

La eficiencia de transformacioén también estuvo afectada por el
genotipo, aunque sin diferencias significativas (Figura 18). Los mejores
porcentajes de transformacion se obtuvieron con la linea Q8 (3,33%),
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mientras que en la linea Q10-16 la eficiencia de transformacion fue de
1,66%.

Un embrién en estado cotiledonar se aislo de cada explanto con
expresion GFP (Figura 17), y se proliferé de forma independiente en
medio de seleccion, para establecer las diferentes lineas transgénicas de
encina. Se obtuvieron 11 lineas transgénicas, 10 lineas a partir de la
linea Q8 y una linea a partir de la linea Q10-16, que se mantuvieron
mediante embriogénesis secundaria.

La multiplicacién mediante embriogénesis secundaria fue exitosa
en todas las lineas transgénicas establecidas a partir de embriones
somaticos de alcornoque y encina, y estas presentaron buenas tasas de
proliferacion (datos no mostrados). Si se comparan los resultados de las
dos especies, se observa que la eficiencia de transformacion en
alcornoque fue mayor que en encina, y ademds se consiguieron
transformar genéticamente todas las lineas embriogénicas de
alcornoque testadas, mientras que en encina solo se logrd en dos de las
tres lineas testadas.

4.3. CONFIRMACION DE LA PRESENCIA DE LOS GENES MEDIANTE PCR

4.3.1.Alcornoque

Para confirmar la presencia de los transgenes en las lineas
putativamente transformadas de alcornoque, estas fueron analizadas
mediante PCR (Figura 19). La presencia de los tres transgenes (NPT11,
GFPy CsTL1) se corroboro en todas las lineas de alcornoque evaluadas
y también en el plasmido (control positivo), pero no en las lineas sin
transformar (wt). La presencia del gen CsTLI se confirmé en los dos
sentidos transcripcionales.

En total se han analizado 18 lineas transgénicas de las 30 obtenidas,
lo que representa un 60% de las lineas obtenidas. En el genotipo ALM6
se analizaron 3 de las 4 lineas obtenidas, es decir se analizo el 75% de
las lineas transgénicas obtenidas: ALM6-tau 1, ALM6-tau 6 y ALM6-
tau 12 (Figura 19 A). En el genotipo ALMS8O0 se analizaron 3 de las 7
lineas obtenidas, es decir se analiz6 el 43% de las lineas transgénicas
obtenidas: ALM80-tau 13, ALM80-tau 19 y ALM80-tau 20 (Figura 19
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Figura 19. Confirmacion mediante amplificacion por PCR de la presencia de los
genes NPTII, EGFP, CsTL1-D y CsTL1-R en las lineas de alcornoque transformadas.
A: Amplificacion de los transgenes en las lineas ALM6. B: Amplificacion de los
transgenes en las lineas ALM80. C: Amplificacion de los transgenes en las lineas
TGR3. M: marcador de peso molecular de 100 pb; P: plasmido; wt: linea no
transformada; calles 1-12: lineas transformadas.

B). Por ultimo, en el genotipo TGR3 se analizaron 12 de las 19 lineas
obtenidas, es decir se analizo el 63% de las lineas transgénicas
generadas: TGR3-tau 2, TGR3-tau 4, TGR3-tau 5, TGR3-tau 6, TGR3-
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tau 9, TGR3-taul8, TGR3-tau 21, TGR3-tau 23, TGR3-tau 34, TGR3-
tau 36, TGR3-tau 42 y TGR3-tau 45 (Figura 19 C).

4.3.2.Encina

En encina se analizaron por PCR todas las lineas transgénicas
obtenidas, dado que su numero fue menor que en alcornoque (Figura
20). De forma similar al alcornoque, la presencia de los tres transgenes
(NPTII, GFP y CsTLI) se confirmd en todas las lineas transgénicas
analizadas y en el plasmido (control positivo), pero no en las lineas sin
transformar (wt). La presencia del gen Cs7TLI se confirm6 en los dos
sentidos transcripcionales (Figura 20).
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Figura 20. Confirmacion mediante amplificacion por PCR de la presencia de los
genes NPTII, EGFP, CsTL1-D y CsTL1-R en las lineas de encina transformadas. M:
marcador de peso molecular de 100 pb; P: plasmido; wt: linea no transformada;
calles 1-10: amplificacion de las lineas transformadas de Q8; calle 11:
amplificacion de la linea transformada de Q10-16.

En Q8, se analizaron 10 lineas transgénicas (Q8-tau 4, Q8-tau 5,
Q8-tau 7, Q8-tau 14, Q8-tau 17, Q8-tau 25, Q8-tau 26, Q8-tau 35, Q8-
tau 36 y Q8-tau 38), mientras que en la linea Q10-16 se analiz6 la inica
linea transformada obtenida, Q10-16-tau 1.

4.4. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DEL GEN CSTL1
La expresion del gen CsTLI en las lineas embriogénicas transgénicas
de alcornoque y encina se realizdo mediante qPCRrt. En el andlisis se
utilizaron tres genes (actina, tubulina y factor de elongacion) como
controles enddgenos.
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4.4.1.Alcornoque

En alcornoque, se analizaron por qPCRrt las 18 lineas
transgénicas que previamente habian sido analizadas mediante PCR y
que ademads, de forma paralela, habian sido regeneradas con éxito.
Debido a que en alcornoque se usaron tres genotipos diferentes, cada
uno se analizd6 por separado, tomando como control la linea
correspondiente sin transformar.

En el genotipo ALM6 se analizaron tres lineas transgénicas
(ALM6-tau 1, ALM6-tau 6, ALM6-tau 12) junto con la linea no
transformada (ALM6-wt). Se comprobd6 la sobre-expresion de CsTL 1
en todas las lineas putativamente transformadas, aunque sus niveles de
expresion variaron en funcion de la linea (Figura 21). Los niveles de
expresion de la linea ALM6-tau 6 fueron significativamente (p<0,05)
mayores (29,2) que los de las lineas ALM6-tau 1 (14,02) y ALM6-tau
12 (13,37) (Figura 21). Almé6-tau 1 y taul2 no mostraron diferencias
significativas entre sus niveles de expresion.

Figura 21. Expresion relativa del gen CsTL1 en las lineas transgénicas derivadas
de la linea ALM6 de alcornoque. Los datos corresponden a medias + error
estandar de tres repeticiones. Las semibarras representan el error estandar. Las
columnas con la misma letra no difieren significativamente para una p=0,05 (test
Duncan).

118



RESULTADOS

En el genotipo ALMS0 se analizaron tres lineas transgénicas
(ALM80-tau 13, ALMS8-tau 19 y ALM80-tau 20) junto con la linea no
transformada (ALM80-wt). Se confirm¢ la sobre-expresion de Cs7L 1
en todas las lineas putativamente transformadas, aunque sus niveles de
expresion fueron variables (Figura 22). Estos fueron significativamente
(p<0,05) mayores en las linecas ALM80-tau 19 (24,9) y ALM80-tau 20
(22,9), que en la linea ALMS80-tau 13 (12,42) (Figura 22).

Figura 22. Expresion relativa del gen CsTL1 en las lineas transgénicas derivadas
de la linea ALM80 de alcornoque. Los datos corresponden a medias + error
estandar de 3 repeticiones. Las semibarras representan el error estandar. Las
columnas con la misma letra no difieren significativamente para una p=0,05 (test
Duncan).

En el genotipo TGR3 se analizaron 12 lineas transformadas
(TGR3-tau 2, tau 4, tau 5, tau 6, tau 9, tau 18, tau 21, tau 23, tau 34, tau
36, tau 42, y tau 45) junto con la linea control no transformada (TGR3-
wt). La sobre-expresion del gen Cs7L! fue confirmada en todas las
lineas transgénicas, aunque los niveles de expresion variaron en funcioén
de la linea (Figura 23). Las lineas que mostraron significativamente
(p<0,05) mayor nivel de expresion del gen fueron TGR3-tau 21 (5,43),
TGR3-tau 5 (2,66), TGR3-tau 6 (2,47) y TGR3-tau 18 (2,4). En
siguiente lugar, aunque sin diferencias significativas, también
mostraron sobre-expresion las lineas TGR3-tau 34 (1,99), TGR3-tau 45
(1,72), TGR3-tau 23 (1,65) y TGR3-tau 2 (1,37) y TGR3-tau 9 (1,35).
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Por ultimo, tres lineas mostraron un nivel de expresion igual o
ligeramente mayor que la linea control: TGR3-tau 4 (1,31), TGR3-tau
36 (1,23) y TGR3-tau 42 (1,17).

Figura 23. Andlisis de la expresion del gen CsTL1 en las lineas transgénicas
derivadas de la linea TGR3 de alcornoque. Los datos corresponden a medias *
error estandar de 3 repeticiones. Las semibarras representan el error estandar.
Las columnas con la misma letra no difieren significativamente para una p=0,05
(test Duncan).

En total se ha analizado la expresion de 18 lineas transgénicas en
alcornoque de las cuales 15 sobre-expresan el gen CsTLI, lo que
representa el 83,33% de total de lineas obtenidas. Se han observado
importantes diferencias entre los niveles de expresion del gen CsTL]
entre los diferentes genotipos. Esto podria ser debido a las diferencias
en la expresion de la taumatina endogena de cada una de las lineas wt.
En concreto, la linea TGR3-wt muestra una expresion basal de
taumatina mayor que ALM6-wt y ALMS80-wt, y casi tan alta como las
lineas transformadas de esos genotipos (datos no mostrados).
Curiosamente, el lugar de procedencia de estos dos ultimos genotipos
es distinto al de TGR3. Esto explicaria por qué las lineas transformadas
de TGR3 tienen una expresion relativa del gen CsTL 1 mas baja (1,35-
5,43) con relacion a su wt, que las lineas transformadas de ALM6
(13,37-29,2) y ALMS8O (12,42-24,9), ya que en estas ultimas hay mayor
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diferencia entre los niveles de expresion de las lineas transformadas y
sin transformar.

4.4.2.Encina

Debido a que en encina se usaron dos genotipos diferentes, cada
uno se analizd por separado, tomando como control la linea
correspondiente sin transformar.

En el genotipo Q8 se realizo el analisis de qPCR1t a partir del
ARN de 5 lineas transgénicas: Q8-tau 4, Q8-tau 7, Q8-tau 14, Q8-tau
35, Q8-tau 36, y de su control sin transformar (Q8-wt). Después del
analisis se comprobd la sobre-expresion de Cs7L 1 en todas las lineas
transformadas, aunque sus niveles de expresion, al igual que sucedi6 en
alcornoque, fueron variables (Figura 24).

Figura 24. Analisis de la expresion del gen CsTL1 en las lineas transgénicas de
encina derivadas del genotipo Q8. Los datos corresponden a medias + error
estandar de 3 repeticiones. Las semibarras representan el error estandar. Las
columnas con la misma letra no difieren significativamente para una p=0,05 (test
Duncan).

La expresion de CsTL1 fue significativamente mayor (p<0,05) en
las lineas Q8-tau 36 (5,93) y Q8-tau 14 (5,7), seguidas por las lineas

Q8-tau 4 (2,64) y Q8-tau 35 (2,29) (Figura 24). La expresion de CsTL 1
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fue significativamente (p<0,05) menor en la linea Q8-tau 7 (1,79), con
una expresion similar a Q8-wt.

Del genotipo Q10-16 se analizo6 la linea Q10-16-tau 1, y su control
sin transformar. La Unica linea transgénica obtenida del genotipo Q10-
16 mostré unos niveles de expresion del gen Cs7TLI muy similares
(1,03) a los de la linea no transformada (Q10-16-wt) (Figura 25).

Figura 25. Analisis de la expresion del gen CsTL1 en la linea transgénica de encina
derivada del genotipo Q10-16. Los datos corresponden a medias * error estandar
de 3 repeticiones. Las semibarras representan el error estandar.

En total se ha analizado la expresion de 6 de las 11 lineas
transgénicas obtenidas en encina. De esas seis lineas 4 sobre-expresan
el gen CsTL1, lo que representa el 66,67% de total de lineas obtenidas.

4.5. CRIOCONSERVACION DE LAS LINEAS EMBRIOGENICAS

Para la conservaciéon de las lineas embriogénicas transgénicas de
alcornoque y encina a largo plazo se utiliz6 el almacenamiento en NL
0 crioconservacion.

4.5.1.Alcornoque

El tratamiento para la crioconservacion de las lineas
transgénicas de alcornoque consistio en el pre-cultivo de los embriones
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somaticos con sacarosa 0,3M durante tres dias y un tratamiento
posterior de 60 minutos en PVS2 a 0°C. Empleando este procedimiento
se crioconservaron satisfactoriamente todas las lineas embriogénicas de
alcornoque que fueron analizadas mediante qPCRrt (Tabla 10).

Tabla 10. Porcentajes de supervivencia y recuperacion embriogénica a partir de
embriones somaticos de alcornoque transformados y no transformados, después
de pre-cultivo en medio suplementado con sacarosa 0,3M, tratamiento con la
solucioén vitrificadora PVS2 durante 60 min a 0°C e inmersion en NL.

El porcentaje de supervivencia de los ES observado después su
almacenamiento en NL fue muy alto, oscilando entre el 63 y el 100%
(Tabla 10). Por linea, los porcentajes de supervivencia fueron del
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63,3%-96,7% en ALM6, 80,0%-96,7% en ALMS8O0 y 63,3%-100% en
TGR3 (Tabla 10). El porcentaje de recuperacion embriogénica superd
el 50% en todas las lineas, llegando a alcanzar el 90-100% en algunas
lineas (Tabla 10). En la mayoria de las lineas transgénicas (en 14 de las
18) el porcentaje de recuperacion embriogénica fue superior al
porcentaje de recuperacion embriogénica de los controles sin
transformar.

La presencia de los tres transgenes se confirmd mediante un
andlisis PCR a partir de ADN extraido de los embriones somadticos de
las lineas transformadas que habian sido crioconservadas y recuperadas
del tanque de NL (Figura 26). Estos resultados demuestran que la
integridad del transgén no se ha visto afectada por los procesos de
crioproteccion y el almacenamiento en NL.

MP 123456738 91011
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Figura 26. Confirmacion mediante amplificacion por PCR de la presencia de los
genes NPTIl, EGFP, CsTL1-D y CsTL1-R en las lineas transformadas y
crioconservadas en NL de alcornoque. M: marcador de peso molecular; P:
plasmido; calles 1-3: Lineas de ALM6 no transformada (1) y transformadas (2, 3);
calles 4-6: Lineas de ALM80 no transformada (4) y transformadas (5, 6); calles 7-
11: Lineas de TGR3 no transformada (7) y transformadas (8-11).

Los embriones recuperados del NL mostraron morfologia normal,
no evidenciando diferencias con respecto a los controles sin

124



RESULTADOS

crioconservar (Figura 27). El crecimiento y proliferacion de los
embriones tampoco se vio afectado por el proceso de crioconservacion.
Una vez confirmada la efectividad del protocolo, todas las lineas
transgénicas de alcornoque (Tabla 10) fueron almacenadas en el tanque
de NL para su conservacion a largo plazo.

Figura 27. Aspecto de los embriones somaticos de alcornoque de lineas
transgénicas recuperados del NL, tras seis semanas de crecimiento en medio de
proliferacion y en condiciones de crecimiento estandar. A: ALM6; B: ALM80; C:
TGR3.

4.5.2.Encina

El tratamiento para la crioconservacion de las lineas
transgénicas de encina consistié en el pre-cultivo de las PEMs con
sacarosa 0,3M durante tres dias, seguido de un tratamiento con PVS2
Tabla 11. Porcentajes de supervivencia y recuperacion embriogénica a partir de
embriones somaticos de encina transformados y no transformados, después de

pre-cultivo en medio suplementado con sacarosa 0,3M, tratamiento con la
solucioén vitrificadora PVS2 durante 15 min e inmersién en NL.
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durante 15 minutos a temperatura ambiente. En esas condiciones, todas
las lineas embriogénicas transgénicas de las lineas Q8 y Q10-16 de
encina se crioconservaron satisfactoriamente (Tabla 11).

Los porcentajes de supervivencia de las lineas transformadas de QS8
superaron el 80%, siendo valores superiores a los obtenidos a partir de
la linea Q8 sin transformar (63,3%). Sin embargo, en el genotipo Q10-
16 los porcentajes de supervivencia de la linea transformada y sin
transformar fueron muy similares (53,3% versus 50,0%), e inferiores a
los obtenidos en las lineas Q8 (Tabla 11).

Los porcentajes de recuperacion embriogénica oscilaron entre el
43,3 y el 76,7% (Tabla 11). En el genotipo Q8 los porcentajes de
recuperacion embriogénica de todas las lineas transformadas fueron
mayores a los observados en la linea sin transformar, con excepcion de
la linea Q8-tau 7. Las lineas Q8-tau 7 y Q8-wt mostraron los porcentajes
de recuperacion mas bajos (53,3% y 56,7%, respectivamente), mientras
que los mayores valores de recuperacion se obtuvieron en la linea Q8-
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Figura 28. Confirmacion mediante amplificacion por PCR de la presencia de los
genes NPTII, EGFP, CsTL1-D y CsTL1-R en las lineas de encina transformadas y
crioconservadas en NL. M: marcador de peso molecular; P: plasmido; wt: linea no
transformada; calles 1-10: Lineas Q8 transformadas; calle 11: Linea Q10-16
transformada.
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tau 14 (76,7%) (Tabla 11). Los porcentajes de recuperacion de la linea
transformada y sin transformar de Q10-16-wt fueron similares (43,3%),
y menores a los observados en las lineas de Q8 (Tabla 11).

Al igual que en alcornoque, la presencia de los tres transgenes se
confirmé mediante PCR a partir de ADN extraido de los embriones
somaticos de lineas transformadas recuperados del NL (Figura 28).
Estos resultados confirman que la integridad del transgén no se vio
afectada ni por el tratamiento de crioproteccion ni por el
almacenamiento en NL.

Los embriones recuperados del NL mostraron morfologia normal,
no evidenciando diferencias con respecto a los controles sin
crioconservar (Figura 29). El crecimiento y proliferacion de los
embriones tampoco se vio afectado por el proceso de crioconservacion.
Una vez confirmada la efectividad del protocolo, las 11 lineas
transgénicas (Tabla 11) de encina fueron almacenadas en el tanque de
NL para su conservacion a largo plazo.

Figura 29. Aspecto de los embriones somaticos de encina recuperados del NL,
tras seis semanas de crecimiento en medio de proliferaciéon y en condiciones de
crecimiento estandar. A: Linea Q8-wt; B: Linea Q8 transformada.

4.6. REGENERACION DE PLANTAS

Una vez confirmada la integraciéon y expresion del gen Cs7LI se
procedio a la germinacion y conversion a planta de los embriones
somaticos transgénicos de alcornoque y encina.

4.6.1.Alcornoque

Los embriones somaticos de alcornoque en estado cotiledonar
de las lineas transgénicas cuya expresion para el gen CsTLI fue
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analizada mediante qPCRrt y sus correspondientes no transformados,
ALM6-wt, ALM80-wt y TGR3-wt, fueron almacenados durante dos
meses a 4°C en condiciones de oscuridad antes de ser transferidos al
medio de germinacion. La regeneracion fue evaluada como la
conversion completa a planta, o como el desarrollo de solo brote o s6lo
raiz. Después de 8 semanas en el medio de germinacién, se obtuvo el
desarrollo de plantas en todas las lineas transgénicas de alcornoque,
aunque las diferencias en los porcentajes de todos los parametros
evaluados fueron elevadas (Tablas 12-14). En los genotipos ALM6 y
ALMS80, los porcentajes de conversion a planta de las lineas
transgénicas fueron inferiores a los obtenidos de sus correspondientes
controles no transformados (Tablas 12 y 13). En TGR3 se observa lo
mismo en todas las lineas transgénicas, menos en las lineas TGR3-tau
21 y tau 36, donde los porcentajes de conversion a planta fueron
superiores a los observados en el control sin transformar (Tabla 14).

En el genotipo ALM6 no se observaron diferencias
significativas entre las lineas en la formacion de sélo raices, aunque la
linea ALM6-tau 12 mostrdé mayores porcentajes de generacion de solo
raiz. Si se observaron diferencias significativas (p<0,05) en el desarrollo
de solo brote, aunque Uinicamente en la linea ALM6-tau 12 (Tabla 12)
se obtuvo la formacion de solo brote. También se observaron
diferencias significativas (p<0,05) en los porcentajes de conversion a

Tabla 12. Germinacion y conversion a planta de embriones somaticos de las lineas
ALMé6 de alcornoque, tras 2 meses de almacenamiento en frio y 8 semanas en
medio de germinacion.
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planta completa. Las lineas ALM6-wt y ALM6-tau 6 fueron las que
obtuvieron un mayor porcentaje de conversion (41,7% y 33,3%,
respectivamente). La longitud de las raices de las plantas de las lineas
transformadas fue menor que la observada en las plantas de la linea wt.
Tampoco se observaron diferencias significativas en la longitud del
tallo y en el nimero de hojas. La mayor longitud de tallo se observo en
la linea ALM6-tau 12 (Tabla 12). Sin embargo, esta linea mostr6é una
alta tasa de mortalidad cuando se intenté mantener in vitro mediante la
proliferacion de brotes axilares.

En el genotipo ALMS80 no se observaron diferencias significativas
entre las diferentes lineas, para ninguno de los pardmetros analizados
(Tabla 13). Los porcentajes de formacion de sélo raiz fueron similares
en las lineas transgénicas y la linea wt, sin embargo, si se observaron
diferencias en los porcentajes de conversion a planta. La linea ALM80-
wt mostrd mayores porcentajes de conversion que las lineas
transformadas (16,7% frente a 2,8%, 5,6% y 8,3%). Por otro lado, se
observd que las plantas de las lineas ALMS80-tau 19 y ALMS80-tau 20
presentaban mayor longitud en las raices que la linea wt, mientras que
la linea ALM&80-tau 13 desarroll6 raices mas cortas que el resto de las
lineas. No se observo la misma tendencia en la longitud de tallo y el
nimero de hojas, ya que todas las lineas transformadas desarrollaron un

Tabla 13. Germinacion de embriones somaticos de las lineas ALM80 de
alcornoque, tras 2 meses de almacenamiento en frio y 8 semanas en medio de
germinacion.
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tallo méas corto que la linea sin transformar (Tabla 13). La linea
ALMS80-tau 13 fue la linea con peores resultados en cuanto a longitud
de raiz, brote y nimero de hojas, y también sufri6 altas tasas de
mortalidad cuando se intentd mantener in vitro mediante la
proliferacion de brotes axilares.

En el genotipo TGR3 no se observaron diferencias significativas
entre las lineas, para ninguno de los parametros analizados (Tabla 14).
El desarrollo de solo raiz se observo en todas las lineas evaluadas,
aunque los porcentajes de desarrollo de raiz mostraron una elevada
variacion, oscilando entre 8,3 y 56,9% (Tabla 14). La formacion de s6lo
brote no se observo en 4 (TGR3-tau 4, TGR3-tau 9, TGR3- tau 36 y
TGR3-tau 45) de las 12 lineas transgénicas evaluadas. En todas las
lineas se obtuvo la conversion a planta con porcentajes que oscilaron

Tabla 14. Germinacion de embriones somaticos de las lineas TGR3 de alcornoque,
tras 2 meses de almacenamiento en frio y 8 semanas en medio de germinacion.
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entre 5,6% y 36,1% (Tabla 14). Como ya se ha mencionado, en la
mayoria de las lineas transgénicas el porcentaje de conversion es
inferior al obtenido en la linea TGR3 sin transformar.

En las plantas obtenidas, se observo que las raices de las plantas de
todas las lineas transgénicas eran mas largas que las de las plantas de la
linea sin transformar, a excepciéon de TGR3-tau 23 y TGR3-tau 45
(Tabla 14). La longitud del brote fue menor en la mayoria de las lineas
transgénicas que en la linea wt. Unicamente en las lineas TGR3-tau 2,
tau 4 y tau 18 el brote fue ligeramente mayor. Por ltimo, el nimero de
hojas fue muy variable oscilando entre 2,6 y 9,2 (Tabla 14).

En todos los casos, las plantas derivadas de las lineas transgénicas
crecieron con normalidad, y no mostraron diferencias morfologicas con
respecto a las plantas derivadas de embriones no transformados (Figura
30). Los datos previamente descritos en lo referente a la longitud de
brote y el numero de hojas corroboran que, en general, que la calidad
de las plantas transgénicas desarrolladas es buena.

Figura 30. Plantas obtenidas a partir de la germinacién de embriones somaticos
de alcornoque A: Planta derivada de la germinacion de un embrion somatico de
una linea sin transformar; B: Planta derivada de la germinacion de un embrion
somatico de una linea transformada con el gen CsTL1.
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Una vez obtenidas las plantas a partir de la germinacion de los
embriones transgénicos, se comprobd que la expresion GFP también se
producia en raices, tallos y hojas aislados de esas plantas (Figura 31).
No se encontraron diferencias fenotipicas con respecto a las plantas
control sin transformar, sugiriendo la ausencia de potenciales efectos
deletéreos del gen GFP sobre las células de alcornoque. La
fluorescencia fue mas intensa en las hojas més pequenas y jovenes que
en las maduras de mayor tamafio, y también fue mas facil de observar
en el nervio principal, nervios secundarios y en el peciolo de las hojas
(Figura 31 B y C). Esas diferencias en los niveles de expresion GFP
no se detectaron en las raices donde la expresion fue siempre uniforme

Figura 31. Expresion de GFP en plantas obtenidas a partir de la conversion de
embriones somaticos de alcornoque. A: Expresion GFP en una raiz procedente de
una planta no transgénica (izquierda (flecha)) y de una planta transgénica
(derecha). B: Expresion GFP en un brote de una planta transgénica. C: Expresion
de GFP en hojas procedentes de una planta no transgénica (izquierda (flecha)) y
de plantas transgénicas (derecha).
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(Figura 31 A). No se detectd expresion de GFP en raices, tallos ni hojas
de las plantas no transformadas usadas como control negativo.

4.6.2.Encina

En encina, para la germinacion y regeneracion de plantas,
embriones somaticos en estado cotiledonar de las lineas transgénicas y
sus correspondientes no transformados, Q8-wt y Q10-16-wt, fueron
transferidos a placas de Petri sin medio de cultivo, almacenados a 4°C
en condiciones de semioscuridad durante dos meses, y cultivados en
medio de germinacion durante ocho semanas.

Al igual que sucedié en alcornoque, en encina se ha obtenido la
conversion a planta completa en todas lineas transgénicas en las que se
evalu6 la germinacion, pero los porcentajes variaron considerablemente
entre las diferentes lineas (Tablas 15 y 16). En este caso, también los
porcentajes de conversion fueron mayores en los embriones de las
lineas no transgénicas que en los embriones derivados de las lineas
transgénicas (Tablas 15 y 16).

En las lineas Q8, se observo el desarrollo de raiz, solo brote y planta
completa en todas las lineas evaluadas excepto en Q8-tau 4, que no
mostré desarrollo de solo raiz, y en la linea Q8-wt, que no tuvo
desarrollo de sdlo brote, probablemente por el elevado porcentaje de
conversion (Tabla 15). El porcentaje de solo raiz y solo brote no
estuvieron afectados significativamente por el genotipo de las lineas,
aunque los valores variaron entre las diferentes lineas. Por lo contrario,
si se observaron diferencias significativas (p<0,05) entre las lineas en
lo que se refiere al porcentaje de conversion.

Los mejores resultados de conversion se obtuvieron en las lineas
Q8-tau 38 y Q8-wt (66,7 y 75,0%, respectivamente), mientras que las
lineas Q8-tau 4 y tau 36 fueron las que obtuvieron los valores méas bajos
(2,9 y 2,8%, respectivamente), aunque en linea Q8-tau 4 se observo un
elevado porcentaje de s6lo brote (Tabla 15).

En cuanto a la longitud de las raices y de los brotes de las plantas,
no se observaron diferencias significativas entre lineas, aunque hay una
elevada variabilidad entre las diferentes lineas para ambos parametros
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Tabla 15. Germinacién de embriones somaticos de la linea Q8 de encina, tras 2
meses de almacenamiento en frio y 8 semanas en medio de germinacion.

(Tabla 15). La longitud de las raices fue elevada en todas las lineas
(valores comprendidos entre 60 y 131 mm) con excepcion de la linea
Q8-tau 4, en la que la longitud fue muy baja (10 mm). La longitud de
los brotes estuvo por encima de los 10 mm en todas las lineas menos en
las lineas Q8-tau 4 y Q8-tau 26. En el numero de hojas tampoco se
observaron diferencias significativas y los peores valores de nuevo se
observaron en la linea Q8-tau 4. En el resto de las lineas, incluida la
linea no transformada, el nimero de hojas fue relativamente alto,
oscilando entre 8 y 25, lo que es indicativo de una buena calidad de las
plantas.

En la linea Q10-16-wt no se observaron diferencias significativas
entre la linea transgénica y no transgénica ni en los parametros de
desarrollo de solo raiz y de s6lo brote, ni en el de conversion a planta
(Tabla 16). Los porcentajes de raiz y de conversion a planta completa
fueron mayores en la linea no transformada (53,3% y 26,7%,
respectivamente) que en la linea transformada (43,3% y 16,7 %,
respectivamente). En las plantas, la longitud de la raiz y del brote fue
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significativamente mayor (p<0,05) en las plantas no transformadas. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en el numero
hojas, obteniéndose valores similares en ambas lineas (Tabla 16).

Tabla 16. Germinaciéon de embriones somaticos de la linea Q10-16 de encina, tras
2 meses de almacenamiento en frio y 8 semanas en medio de germinacioén.

La morfologia de las plantas fue similar en las plantas transgénicas
y no transgénicas, tanto en las lineas transgénicas derivadas de Q8 como
de las lineas transgénicas derivadas de Q10-16 (Figura 32). Los datos
de los parametros longitud de raiz y brote y el nlimero de hojas indican
que la calidad de las plantas transgénicas es buena. Por norma general,
también se aprecia que las encinas germinadas tenian un aspecto mas
vigoroso que los alcornoques (Figura 29 versus Figura 32), aunque esta
tendencia se invertia una vez que dichos brotes se establecian in vitro
mediante la multiplicacién de brotes axilares.

Figura 32. Plantas obtenidas a partir de la germinacion de embriones somaticos
de encina. A: Planta derivada de la germinacion de un embrion somatico de la
linea Q8-wt. B: Planta derivada de la germinacion de un embrion somatico de la
linea Q8-tau 36 transformada con el gen CsTL1.
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Por tltimo, también se comprobd la expresion GFP en las plantas
transgénicas obtenidas de la germinaciéon de los embriones. La
fluorescencia se observd en las raices, brotes y hojas de las plantas
transgénicas germinadas (Figura 33). Al igual que sucedid en
alcornoque, la fluorescencia fue mas intensa en las hojas mas pequenas
y jovenes que en las de mayor tamafo y maduras. De igual manera, el
gen GFP se expresa mas en el nervio principal, nervios secundarios y
en el peciolo de las hojas (Figura 33 C). Tampoco se detectd expresion
de GFP en raices, tallos ni hojas de las plantas usadas como control
negativo. No se encontraron diferencias fenotipicas en comparacion con
las plantas control, sugiriéndose la ausencia de potenciales efectos
negativos del gen GFP sobre las células de encina.

Figura 33. Expresion de GFP en plantas obtenidas a partir de la conversion de
embriones somaticos de encina. A: Expresion GFP en una raiz procedente de una
planta no transgénica (izquierda (flecha)) y de una planta transgénica (derecha).
B: Expresion GFP en un brote de una planta transgénica. C: Expresion GFP en
hojas procedentes de plantas transgénicas (izquierda) y de una planta no
transgénica (derecha (flecha)).
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4.7. PROLIFERACION DE BROTES AXILARES

Los datos obtenidos de la germinacion de los embriones somaticos de
las diferentes lineas transgénicas de encina y alcornoque indicaban una
gran variabilidad con respecto a la longitud de la raiz y de los brotes de
las plantas. Con el objeto de disponer de un suministro de plantas
continuo y con mayor homogeneidad en términos de la longitud del
brote y la raiz, se procedi6 al establecimiento de cultivos axilares de
esas lineas transgénicas y sus correspondientes lineas no transformadas.
Para ello, un brote derivado de la germinacion de un ES de cada una de
las lineas transgénicas y no transgénicas fue aislado y transferido a
medio de cultivo para ser multiplicado.

4.7.1.Alcornoque

En el genotipo ALMG6 se establecieron todas las lineas
transgénicas generadas (ALM6-wt, ALM6-tau 1, ALM6-tau 6, y
ALMG6-tau 12) y su correspondiente no transformada, pero la linea
ALMG6-tau 12 no proliferd bien, y los brotes que estaban en medio de
proliferacion se secaron y murieron. Esta linea se conserva mediante
embriones somaticos crioconservados en NL. En ALMS8O0 se trato de
establecer las lineas Alm80-wt, ALMS80-tau 19, ALMS80-tau 20 y
ALMS-tau 13, pero la linea ALMS80-tau 13 no proliferd bien, y los
brotes que estaban en medio de proliferacion se secaron y murieron.
Esta linea se conserva mediante embriones somaticos crioconservados
en NL. Para la linea TGR3 se establecieron TGR3-wt, TGR3-tau 2,
TGR3-tau 4, TGR3-tau 5, TGR3-tau 6, TGR3-tau 9, TGR3-tau 18,
TGR3-tau 21, TGR3-tau 23, TGR3-tau 34, TGR3-tau 36, TGR3-tau 42
y TGR3-tau 45. Todas estas lineas se establecieron sin problemas.

En total, se logro establecer mediante la via de proliferacion de
yemas axilares 16 lineas transgénicas y 3 lineas no transformadas. Los
brotes axilares se proliferaron mediante el subcultivo de segmentos
nodales y apicales de acuerdo a lo descrito en el apartado 3.10.2.1. de
Material y Métodos. Las tasas de proliferacion fueron similares en las
lineas transgénicas y no transgénicas (datos no mostrados) y el aspecto
de los brotes fue vigoroso en todas las lineas en las que se logré el
establecimiento (Figura 34).
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Figura 34. Aspecto de los brotes axilares de alcornoque establecidos a partir de
un brote obtenido de un embrion con conversion a planta completa. A, B: Brote
derivado de ALMé6-wt (A) y una linea de ALMé6 transformada (B). C, D: Brote
derivado de ALM80-wt (C) y de una linea ALM80 transformada (D). E, F: Brote
derivado de TGR3-wt (E) y de una linea TGR3 transformada (F). El diametro del
tubo es 15mm.

Las lineas de brotes axilares de alcornoque que no fueron
utilizadas en los experimentos de tolerancia al oomiceto fueron
conservadas sin problemas mediante el almacenamiento en frio de los
brotes axilares. Cada afio, los brotes se cultivaban en medio fresco y
condiciones estandar durante 6 semanas para volver a ser almacenadas
en frio durante otro afo. Este procedimiento supuso un ahorro

considerable de tiempo y medios de cultivo.

4.7.2.Encina

Igualmente, en encina con el objetivo de obtener un nimero
constante de plantas y mas uniformes para utilizar en los ensayos de
tolerancia, se establecieron cultivos axilares de las 7 lineas transgénicas
del genotipo Q8 evaluadas en el experimento de germinacion y de la
correspondiente linea Q8-wt sin transformar. Un brote de cada linea se
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aislo de un embridn con conversion a planta y se cultivaron en medio
de proliferacién de encina tal y como se describe en el apartado
3.10.2.2. de Material y Métodos para multiplicarlos mediante la
proliferacion de yemas axilares. El procedimiento utilizado permitio
establecer in vitro de las 8 lineas de encina de manera satisfactorita. Los
brotes una vez estabilizados proliferaron rapidamente (Figura 35), lo
que permitid obtener material suficiente para ser utilizado en los
ensayos de tolerancia. Las tasas de proliferacion fueron similares en los
cultivos derivados de lineas transgénicas y no transgénicas (datos no
mostrados).

Figura 35. Aspecto de un cultivo de brotes axilares de encina derivados de un
brote obtenido a partir de la germinacion de un embrién somatico transformado.

Las lineas de axilares de encina que no fueron utilizadas en los
experimentos de tolerancia al oomiceto se conservaron sin problemas
mediante el almacenamiento en frio de los brotes axilares. Cada afio,
los brotes se cultivaban en medio fresco y condiciones estandar durante
6 semanas para volver a ser almacenadas en frio durante otro afio. Como
ya se mencion6 en alcornoque, este procedimiento supuso un ahorro
considerable de tiempo y medios de cultivo. No se establecieron
cultivos de brotes axilares de la linea Q10-16-tau 1 y su correspondiente
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linea sin transformar porque sus niveles de expresion del gen Cs7L 1
eran similares al control sin transformar.

4.8. ENRAIZAMIENTO DE BROTES AXILARES

Una vez establecidos los brotes y optimizada su proliferacion se
procedid al enraizamiento de los mismos. El enraizamiento se realiz6
en los brotes de las lineas con los valores de expresion del gen CsTL 1
mas elevados y de sus respectivos controles sin transformar.

4.8.1.Alcornoque

Los brotes de alcornoque fueron enraizados mediante un
tratamiento de 24h en medio GD con los macronutrientes reducidos a
un 1/3, suplementado con 25 mg/L AIB, y posterior transferencia a un
medio GD 1/3 sin auxinas. Tras seis semanas de cultivo, se observo el
desarrollo de raiz en todas las lineas transgénicas y no transformadas
evaluadas, obteniéndose un porcentaje de enraizamiento que oscilo
entre el 51,7 y el 98,3% (Tabla 17).

En el genotipo ALMS6, se enraizaron dos de las tres lineas
transformadas, ALM6-tau 1 y ALM6-tau 6, puesto que estas lineas
mostraban sobre-expresion del gen Cs7LI. El porcentaje de
enraizamiento esta afectado significativamente (p<0,05) por la linea,
obteniéndose los mejores resultados en la linea ALM6-tau 6 (93,3%) y
en el control sin transformar (86,7%). El nimero de raices también esta
afectado significativamente (p<0,05) por la linea, observandose
también un mayor niimero en la linea ALM6-tau 6 (4,6) (Tabla 17).

En el genotipo ALMS80, se enraizaron dos de las tres lineas
transformadas: ALM80-taul9 y ALM80-tau 20. Estas lineas mostraban
mayor sobre-expresion del gen CsTLI. El porcentaje de enraizamiento
esta afectado significativamente (p<0,05) por la linea, obteniéndose los
mejores resultados en la linea ALM80-tau 20 (86,7%) y en el control
sin transformar (75,0%). El niimero de raices también esta afectado
significativamente (p<0,05) por la linea, observandose un mayor
numero en la linea ALM80-tau 20 (2,4) (Tabla 17).
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Tabla 17. Porcentaje de enraizamiento y numero de raices por brote de las lineas
transformadas y no transformadas de alcornoque.

En el genotipo TGR3, se enraizaron las cuatro lineas que
mostraban mayor expresion del gen Cs7LI, de las doce lineas
transformadas: TGR3-tau 5, TGR3-tau 6, TGR3-tau 18 y TGR3-tau 21.
En este genotipo, el porcentaje de enraizamiento también estuvo
influenciado significativamente (p<0,05) por la linea, observandose los
mayores valores en las lineas TGR3-tau 21 y TGR3-tau 6 (98,3% y
91,7%, respectivamente), mientras que la linea sin transformar presento
el menor porcentaje de enraizamiento (76,7%) (Tabla 17). Sin embargo,
el nimero de raices no se vio afectado significativamente por la linea,
oscilando entre 4,7 y 5,6 (Tabla 17).
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Comparando los tres genotipos se observa que las frecuencias de
enraizamiento de las plantas transgénicas fueron mayores en el genotipo
TGR3 (80,0-98,3%) frente a ALM6 (65,0-93,3%) y ALMS8O0 (51,7-
86,7%). El nimero de raices por brote varid entre genotipos, aunque fue
mayor en las lineas transformadas de TGR3 (4,7-5,6%) que en las lineas
transformadas de ALM6 (2,3-4,6%) y ALMS8O (1,6-2,4%) (Tabla 17).
No se observaron diferencias fenotipicas entre las lineas transformadas
y sin transformar (Figura 36).

Figura 36. Plantas enraizadas de alcornoque, sobre puente de papel, preparadas
para ser usadas en los ensayos de tolerancia al oomiceto P. cinnamomi. A, B:
Plantas de la linea ALM6 sin transformar (A) y una linea transformada (B). C, D:
Plantas de la linea ALM80 sin transformar (C) y una linea transformada (D). E, F:
Plantas de la linea TGR3 sin transformar (E) y una linea transformada (F).
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4.8.2.Encina

Los brotes de encina de las lineas transformadas y no
transformada del genotipo Q8 una vez estabilizados in vitro fueron
enraizados mediante un tratamiento de 48h en medio GD con los
macronutrientes reducidos a 1/3 suplementado con 25 mg/L AIB, y
posterior transferencia a un medio GD 1/3 sin auxinas. Tras seis
semanas, se logr6 el enraizamiento de los brotes de todas las lineas
evaluadas, aunque el porcentaje de enraizamiento se vio afectado
significativamente (p<0,05) por la linea (Tabla 18).

Tabla 18. Porcentaje de enraizamiento y nimero de raices por brote de las lineas
transformadas y no transformadas de encina (genotipo Q8).

En el genotipo Q8, los mejores porcentajes de enraizamiento se
obtuvieron en las lineas Q8-tau 4 (81,7%) y QS8-tau 14 (88,3%),
mientras que las lineas Q8-tau 35 y Q8-tau 36 son las que muestran los
menores porcentajes de enraizamiento, siendo incluso inferiores al
control sin transformar (Tabla 18). El nimero de raices también esta
afectado significativamente (p<0,05) por la linea, observandose un
mayor numero en las lineas Q8-tau 4, Q8-tau 14 y Q8-tau 35 (Tabla
18).

En cuanto al aspecto morfoldgico, no se observaron diferencias
entre la linea Q8-wt y las lineas transformadas (Figura 37).
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Figura 37. Aspecto de brotes axilares de encina enraizados. A: Brote enraizado
de la linea Q8-wt. B, C: Brotes enraizados de lineas transformadas.

Si se comparan los resultados obtenidos en las dos especies, se
puede ver que, generalmente, las lineas de alcornoque muestran mayor
porcentaje de enraizamiento que las lineas de encina (Tablas 17 y 18).
Con respecto al numero de raices generadas, en las lineas de encina los
numeros son semejantes (1,6-2,5) a los obtenidos en el genotipo
ALMBSO0 de alcornoque (entre 1,6 y 2,4 raices), pero inferiores al nimero
de raices generados por las lineas ALM6 (2,3-4,6) y TGR3 (4,7-5,6).

4.9. EVALUACION DE LA TOLERANCIA A P. CINNAMOMI EN PLANTAS
CULTIVADAS IN VITRO

Para evaluar la tolerancia a P. cinnamomi de las plantas transformadas
con el gen CsTLI se utilizaron plantas de alcornoque y encina
procedentes del enraizamiento de brotes axilares y dispuestas sobre un
puente de papel en tubos con medio liquido, tal y como se muestra en
la Figura 36. Las plantas de alcornoque y encina asi cultivadas fueron
infectadas con zoosporas del oomiceto. Las zoosporas fueron obtenidas
de acuerdo con el método descrito por Cuenca et al. (2010) (apartados
3.11.1. y 3.11.2. de Material y M¢étodos). Brevemente, la cepa de
P.cinnamomi, que habia sido aislada a partir de las raices infectadas de
encinas procedentes de Valverde de Mérida (Badajoz) (Corcobado et
al. 2016), fue reactivada y las zoosporas se obtuvieron tras 24h de
incubacion en la solucion de sales de Chen y Zentmyer (1970) bajo luz
negra, se comprobd que los indculos de micelio habian producido
esporangios, y que estos estaban lo suficientemente maduros como para
inducir la esporulacion (ver Figura 6 de Material y Métodos). Se eligio
este método de inoculacion porque de esta manera la infeccion se
realizaria mediante el enquistamiento de las zoosporas en las raices, tal
y como ocurre en la naturaleza (Ruiz-Gomez ef al. 2012). También era
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un proceso facil y rdpido que permitia infectar a un gran numero de
plantas a la vez.

Una vez infectadas las plantas de alcornoque y encina se realizaron
dos tipos de experimentos para evaluar su grado de tolerancia al
oomiceto, por un lado, se estudi6 la incidencia del oomiceto en
diferentes organos de las plantas infectadas, y por otro lado se
cuantificaron los dias de supervivencia de las plantas infectadas.

4.9.1.Evaluacion de la tolerancia en alcornoque

En los ensayos de tolerancia en alcornoque se utilizaron plantas
derivadas de las lineas que tenian los mayores niveles de expresion del
gen CsTLI. En la Tabla 19, se resumen las lineas utilizadas en la
evaluacion de la tolerancia al oomiceto junto con sus correspondientes
niveles de expresion para el gen CsTL 1.

En el primer experimento se evaluo la incidencia del oomiceto
en raiz, tallo y hojas de las plantas infectadas y aislados a los 7 y 15 dias
desde el inicio de la infeccion. Estos resultados podrian ayudar a
comprender como se comportan las plantas frente a la infeccion del
oomiceto. Tras el correspondiente tiempo de infeccion, se recuperaron
los organos, con independencia de si mostraban sintomas de necrosis o

Tabla 19. Lineas de alcornoque utilizadas en los ensayos de tolerancia in vitroy
sus niveles de expresion para el gen CsTL1.
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no, y se inocularon en medio V8-agar, para recuperar el oomiceto
(Figura 38).

Figura 38. Recuperacion del oomiceto a partir de los 6rganos de las plantas
infectadas. A: ALM6-wt; B: ALM6 transformada. C: ALM80-wt; D: ALMS8O0
transformada. E: TGR3-wt; F: TGR3 transformada. El halo blanco indica el
crecimiento del micelio a partir del érgano aislado.

En general, se observo que el primer sintoma de la infeccion
aparecia en las raices. Dependiendo de la planta, las raices podian
adquirir una tonalidad mas amarilla, dorada o marrén, en toda su
superficie o en la seccion de la raiz cercana al tallo de la planta. Los
siguientes sintomas se observaban en el tallo, con la aparicion de una
mancha marrén oscura o negra que ascendia gradualmente por el tallo
(Figuras 39, 40 y 41). Esta mancha podia penetrar en las hojas a través
del peciolo. Los sintomas de infeccion en las hojas eran muy diversos.
En muchos casos, tan sélo se percibia un leve amarilleamiento de la
superficie de la hoja, en especial si estas se encontraban en la parte mas
apical del tallo y no habian sido alcanzadas por la necrosis principal. En
los casos de infeccidn mdas severa, las hojas mostraban manchas
marrones o negras que crecian desde el peciolo y que podian colonizar
tan s6lo una parte de la hoja (la parte basal o la superficie cercana a la
nervadura), o en los casos de infeccion mas severa, toda su superficie.
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Se consideraba que una planta estaba muerta cuando el 100% de sus
organos estaban afectados por la necrosis y no se observaban signos de
crecimiento en la planta.

En las plantas ALM®6, tras aislar sus 6rganos 7 dias después de
la infeccion (Tabla 20), se obtuvieron porcentajes de reaislamiento muy
similares entre las plantas transgénicas y no transgénicas en tallos y
hojas. Sin embargo, las raices de ALM6-tau 6 presentan un porcentaje
significativamente menor (p<0,05) de reaislamiento (65,8%) que la
linea ALM6-tau 1 (91,6%) y la linea sin transformar (90,0%) (Tabla
20). No se obtuvieron diferencias significativas entre el porcentaje de
reaislamiento en tallo y en hojas, siendo estos porcentajes superiores al
90% en todos los casos, aunque de nuevo la linea ALM6-tau 6 mostro
un porcentaje de reaislamiento ligeramente menor que las otras lineas
evaluadas (Tabla 20).

Tabla 20. Porcentaje de recuperacion del oomiceto P. cinnamomi en los drganos
(raiz, tallo y hojas) de las plantas infectadas del genotipo ALMé.

En los organos aislados a los 15 dias (Figura 38 A y B; Tabla 20),
se obtuvieron porcentajes de reaislamiento mas bajos en los érganos de
todas las lineas, especialmente en el tallo. El porcentaje de
reaislamiento del oomiceto en las lineas transformadas fue menor que
en la linea sin transformar, pero sin diferencias significativas.
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De las dos lineas transgénicas de ALM6 evaluadas, la linea ALM6-
tau 6, que mostraba mayor expresion del gen CsTL 1 (Tabla 19), obtuvo
un menor porcentaje de reaislamiento del oomiceto, lo que podria
indicar que la expresion de la taumatina podria estar frenando el avance
de la infeccion. En la Figura 39 se muestran plantas transgénicas y no

Figura 39. Evolucién en el tiempo de la infeccion en plantas del genotipo ALM6
de alcornoque. A, B: Aspecto de una planta ALM6-wt el dia de la infeccion (t0, A)
y 15 dias después de la infeccion (B). C, D: Aspecto de una planta de una linea
transformada en el dia de la infeccion (t0, C) y 15 dias después de la infeccion
(D). E-H: Diferencias en la resistencia frente a P. cinnamomi 15 dias después de
la infeccion. Sélo raices y tallo afectados (E); Raices, tallos y hojas basales
infectadas (F, G); Planta totalmente infectada (H).
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transgénicas con diferentes grados de infeccion después de 15 dias de
infeccion.

En los 6rganos de las plantas de ALMSO0 aislados después de 7 dias
de infeccion se observo en todas las lineas que los porcentajes de
reaislamiento eran menores en las raices, en comparacion con los
valores de reaislamiento obtenidos en el tallo o las hojas (Tabla 21). En
las raices, las plantas de la linea ALM80-tau 19 presentaron menor
porcentaje de reaislamiento que las otras lineas (56,7%), pero sin
diferencias significativas. En tallo y hojas no se apreciaron diferencias
significativas entre las lineas transformadas y sin transformar, y los
valores obtenidos son similares para todas las lineas (Tabla 21).

Tabla 21. Porcentaje de recuperacién del oomiceto P. cinnamomi en los 6rganos
(raiz, tallo y hojas) de las plantas infectadas del genotipo ALM80.

En los o6rganos aislados a los 15 dias, no se hallaron diferencias
significativas entre las lineas transformadas y sin transformar, aunque
se puede apreciar que el porcentaje de reaislamiento es ligeramente
menor en las lineas transformadas que en la linea control (Tabla 21).
Los porcentajes mas bajos de recuperacion del oomiceto se obtuvieron
con la linea ALM80-tau 20, especialmente en tallo (68,2%).

En ALMS80, aunque era mas frecuente recuperar el oomiceto de los
organos necrosados, también podia obtenerse a partir de 6rganos que
aparentaban estar sanos (Figura 38 C, D). En la Figura 40, pueden

149



VANESA CANO

observarse plantas transgénicas y no transgénicas con diferentes grados
de infeccion del genotipo ALMSO.

Figura 40. Evoluciéon en el tiempo de la infeccién en plantas del genotipo ALM80
de alcornoque. A, B: Aspecto de una planta ALM80-wt el dia de la infeccién (tO,
A) y 15 dias después de la infeccion (B). C, D: Aspecto de una planta de una linea
transformada en el dia de la infeccion (t0, C) y 15 dias después de la infeccion
(D). E-H: Diferencias en la resistencia frente a P. cinnamomi 15 dias después de
la infeccion. Solo raices y tallo afectados (E); Raices, tallos y hojas basales
infectadas (F, G); Planta totalmente infectada (H).

En los organos aislados de las plantas de TGR3 después de 7 dias
de infeccion, se comprobo que no existian diferencias significativas en
los porcentajes de reaislamiento del patdgeno a partir de las raices y
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tallos (Tabla 22). En las raices, las lineas TGR3-tau 5 (84,8%) y TGR3-
tau 18 (86,1%) presentaban porcentajes de reaislamiento menores que
la linea sin transformar (89,8%), mientras que las lineas TGR3-tau 6
(91,0%) y TGR3-tau 21 (97,7%) mostraron mayor porcentaje de
reaislamiento que el control (Tabla 22). En el tallo, las lineas TGR3-tau
6 y TGR3-tau 21 presentaron menor porcentaje de reaislamiento que la
linea sin transformar. En hojas si se observaron diferencias
significativas (p<0,05), obteniéndose los menores porcentajes de
reaislamiento en la linea TGR3-tau 6 (77,7%).

Tabla 22. Porcentaje de recuperacion del oomiceto P. cinnamomi en los 6rganos
(raiz, tallo y hojas) de las plantas infectadas del genotipoTGR3.

En los 6rganos aislados a los 15 dias (Figura 38 E, F), no se hallaron
diferencias significativas entre las lineas transformadas y sin
transformar, en los porcentajes de reaislamiento medidos en raiz (Tabla
22). Solo la linea TGR3-tau 21 presentd mayor porcentaje de
reaislamiento del micelio a partir de raiz (88,6%) que la linea sin
transformar. En los porcentajes de reaislamiento medidos en tallo,
tampoco se hallaron diferencias significativas entre las lineas, aunque
en este caso fue la linea TGR3-tau 21 la que menor porcentaje de
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reaislamiento presento (88,9%), mientras que la linea TGR3-tau 18 tuvo
una infeccion del 100%. Si se apreciaron diferencias significativas
(p=0,05) entre las lineas al comparar los porcentajes de reaislamiento a
partir de hojas (Tabla 22). En este o6rgano, las lineas TGR3-tau 21
(72,8%) y TGR3-tau 6 (76,8%) mostraron porcentajes de reaislamiento
mas bajos que la linea sin transformar (87,5%), mientras que en TGR3-
tau 18 (90,0%) y TGR3-tau 5 (95,8%) los porcentajes de reaislamiento
fueron maés altos (Tabla 22). En las hojas los porcentajes de
reaislamiento mas bajos se obtuvieron en la linea transformada que
tenia mayor expresion del gen CsTLI lo que podria indicar que la
expresion de la taumatina podria intervenir en el avance de la infeccion.
En la Figura 41, se muestran plantas transformadas y no transformadas
del genotipo TGR3 con diferentes grados de infeccion.

En un segundo experimento, las lineas transformadas de
alcornoque y sus correspondientes no transformadas fueron infectadas
con el objetivo de determinar si la sobre-expresion de la taumatina
podria afectar a la supervivencia de las lineas transgénicas y no
transformadas. El tiempo de supervivencia se evaluo desde el momento
de la infeccion hasta que la planta mostraba signos de infeccion en todos
sus organos (necrosis en raices, tallo y hojas, y pérdida de hojas). Se
tomaron datos todos los dias hasta alcanzar 31 dias, momento en el que
se dio por finalizado el experimento.

En todas las plantas se observo primero un ligero oscurecimiento
de las raices, seguido por necrosamiento del tallo y de las hojas
inferiores. Se observo que las hojas mas bajas tendian a necrosarse en
cuanto el micelio crecia y colonizaba el puente de papel. Sin embargo,
la infeccion avanzaba mas despacio en la parte superior del tallo, en
especial en las plantas transformadas. El avance de la infeccion en las
hojas se observo mediante el crecimiento de las manchas de necrosis
desde el pedunculo de la hoja hasta la punta. S6lo se necrosaron
aquellas hojas que estaban en contacto con la seccion de tallo infectado.

En el genotipo ALMG6, las lineas ALM6-tau 6 y tau 1 sobrevivieron
significativamente (p<0,05) mas tiempo (19,9 y 19,2 dias,
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Figura 41. Evolucién en el tiempo de la infecciéon en plantas del genotipo TGR3
de alcornoque. A, B: Aspecto de una planta TGR3-wt el dia de la infeccion (t0, A)
y 15 dias después de la infeccion (B). C, D: Aspecto de una planta de una linea
transformada en el dia de la infeccion (t0, C) y 15 dias después de la infeccion
(D). E-H: Diferencias en la resistencia frente a P. cinnamomi 15 dias después de
la infeccion. Solo raices y tallo afectados (E); Raices, tallos y hojas basales
infectadas (F, G); Planta totalmente infectada (H).

respectivamente) que la linea ALM6-wt (11,1 dias) (Figura 42). La
infeccion tard6 mas en avanzar en las lineas transformadas, y las plantas
wt mostraban mayor grado de necrosis y decaimiento que las
transformadas (Figura 39 B y D, respectivamente). Estos resultados se
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corresponden con los datos de expresion del gen CsTL 1 observados en
estas lineas (Tabla 19), de tal forma que las lineas transgénicas con
mayor expresion del gen de la taumatina son también las que sobreviven
mas dias frente a la infeccion del patdgeno, en comparacion con la linea
control.

Figura 42. Supervivencia de las lineas ALMé de alcornoque infectadas con P.
cinnamomi durante un periodo de 31 dias. Por cada linea se evaluaron 18 plantas
en total. Datos analizados mediante ANOVA | (p<0,05). Cada valor representa la
media + error estandar de 3 repeticiones. Las semibarras representan el error
estandar. Las columnas con la misma letra no difieren significativamente para
una p=0,05 (test Duncan).

En el genotipo ALMS80, ambas lineas transformadas sobrevivieron
de forma significativa (p<0,05) mdas dias frente a la infeccién del
oomiceto (23,2 dias en ALM80-tau 20 y 18,1 dias en ALM80-tau 19)
que la linea sin transformar (11,5 dias) (Figura 43).

El avance de los signos de la infeccion era mucho mas evidente y
rapido en las plantas sin transformar que en las transformadas (Figura
40 B y D, respectivamente). Esto se corresponde con los niveles de
expresion de CsTL 1 observados en estas lineas (Tabla 19), de tal forma
que las lineas transgénicas en las que la expresion del gen CsTL1 es
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mayor son las que sobreviven mdas dias frente a la infeccion del
patégeno, en comparacion con la linea control.

Figura 43. Supervivencia de las lineas ALM80 de alcornoque infectadas con P.
cinnamomi durante un periodo de 31 dias. Por cada linea se evaluaron 18 plantas
en total. Datos analizados mediante ANOVA | (p<0,05). Cada valor representa la
media + error estandar de 3 repeticiones. Las semibarras representan el error
estandar. Las columnas con la misma letra no difieren significativamente para
una p=0,05 (test Duncan).

En el genotipo TGR3, las plantas de la linea TGR3-tau 18
sobrevivieron menos tiempo frente a la infeccion (10,2 dias) que la linea
control (13,1 dias) (Figura 44). Las otras tres lineas transgénicas
evaluadas mostraron significativamente (p<0,05) mayor capacidad de
supervivencia (22,3, 25,2 y 29,5 dias en las lineas TGR3-tau 5, tau 6 y
tau 21, respectivamente) que la linea control (Figura 44).

Los datos obtenidos en la linea TGR3-tau 21 se correlacionan
claramente con una mayor sobre-expresion del gen Cs7L/. Por otro
lado, aunque las lineas TGR3-tau 5, tau 6 y tau 18 muestran niveles de
expresion del gen de la taumatina similares, los dias de supervivencia
son significativamente mayores en las lineas TGR3-tau 5 y tau 6.

Si se comparan las lineas ALM6, ALM80 y TGR3 entre si, se
puede apreciar que los dias de supervivencia estan afectados de forma
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Figura 44. Supervivencia de las lineas TGR3 de alcornoque infectadas con P.
cinnamomi durante un periodo de 31 dias. Por cada linea se evaluaron 18 plantas
en total. Datos analizados mediante ANOVA | (p<0,05). Cada valor representa la
media + error estandar de 3 repeticiones. Las semibarras representan el error
estandar. Las columnas con la misma letra no difieren significativamente para
una p=0,05 (test Duncan).

significativa (p<0,05) por la linea (Figura 45). Los controles sin
transformar muestran periodos de supervivencia similares (ALM6-wt
11,05 dias, ALMS80-wt 11,5 dias y TGR3-wt 13,1 dias
respectivamente). De los tres genotipos, las lineas transgénicas TGR3-
tau 21, tau 6 y tau 5, y la linea ALMS80-tau 20 son las que
significativamente (p<0,05) sobreviven mas dias (Figura 45). En medio
de cultivo liquido se observd un menor crecimiento del micelio en el
medio de los tubos en los que estaban incubadas las plantas con mayor
expresion de taumatina. Se observod todo lo contrario en los tubos de las
plantas wt, en los cuales el micelio crecidé con mayor virulencia.

Al finalizar los 31 dias del experimento, se recuperaron con vida el
11,1% (2 de 18 plantas infectadas) de las plantas de la linea ALM6-tau
6, y el 22,2% (4 de 18 plantas infectadas) de las plantas de la linea
ALMG6-tau 1, pero todas las plantas sin transformar murieron antes de
finalizar el experimento. En el genotipo ALMS0, se rescataron con vida
el 22,2% (4 de 18 plantas infectadas) de las plantas de la linea ALM80-
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Figura 45. Dias de supervivencia de las lineas de alcornoque infectadas con P.
cinnamomi durante un periodo de 31 dias. Por cada linea se evaluaron 18 plantas
en total. Datos analizados mediante el andlisis de Kruskal-Wallis (p<0,05). Las
semibarras representan el error estandar. Los asteriscos representan las lineas
que mostraron significativamente (p<0,05) mas dias de supervivencia.

tau 19, y el 11,1% (2 de 18 plantas infectadas) de las plantas de la linea
ALMS80-tau 20, pero ninguna planta de la linea ALM80-wt sobrevivid
hasta el final del experimento. Para el genotipo TGR3 tampoco se
recuperd ninguna planta de las linecas TGR3-wt y TGR3-tau 18 al
finalizar el experimento, pero se consiguio6 recuperar el 33,3% (6 de 18
plantas infectadas) de las plantas de la linea TGR3-tau 5, 44,4% (8 de
18 plantas infectadas) de TGR3-tau 6, y 88,8% (16 de 18 plantas
infectadas) de TGR3-tau 21. Las plantas supervivientes se recuperaron
y se proliferaron normalmente (datos no mostrados).

4.9.2.Evaluacion de la tolerancia en encina

En general, la calidad de las plantas de encina en términos de
longitud de brote fue peor que en alcornoque. Los brotes eran de por si
mas pequefios en longitud, por lo que la infeccion avanzaba mas
rapidamente. En la Tabla 23, se resumen las lineas utilizadas en el
ensayo de infeccion y sus correspondientes niveles de expresion para el
gen CsTL1.
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Tabla 23. Nivel de expresion del gen CsTL1 en cada una de las lineas
transformadas y no transformadas de encina usadas en los ensayos de tolerancia.

Al igual que en el alcornoque, en el primer experimento se
evaluo la incidencia del oomiceto en los drganos (raiz, tallo y hojas).
Para ello se aislaron dichos 6rganos después de 7 y 15 dias de infeccion.

Al aislar los 6rganos de las plantas Q8 infectadas durante 7 dias
se observd que el porcentaje de reaislamiento del oomiceto era
ligeramente menor en raices que en tallos o en hojas (Tabla 23). Sin
embargo, estas diferencias no fueron significativas. Si se comparan las
lineas entre si, se puede apreciar que las lineas con menor porcentaje de
reaislamiento son Q8-tau 7 y Q8-tau 14 (Tabla 24). La menor incidencia
de la infeccion en la raiz podria explicarse por la colocacion de la planta
Figura 46. Recuperacion del oomiceto a partir de los 6rganos de las plantas

infectadas tras 15 dias de infeccion. A: Q8-wt; B: Q8-tau 36. El halo blanco indica
el crecimiento del micelio a partir del 6rgano aislado.
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en el experimento. El bloque de agar sobre el que crece el micelio tendia
a flotar, situdndose debajo del puente de papel, ocasionando el
crecimiento del micelio sobre el papel, y pudiendo facilitar la infeccion
a través del callo o del tallo, en lugar de por la parte apical de la raiz.
Estas diferencias desaparecian segin aumentaba el tiempo de infeccion,
ya que la infeccion avanzaba igualmente por todos los 6rganos de la
planta (Tabla 24).

En los 6rganos aislados a los 15 dias, se obtuvieron porcentajes
de reaislamiento del 100% en los 6rganos de todas las lineas (Tabla 24,
Figura 46).

Tabla 24. Porcentajes de infeccién en raices, tallos y hojas obtenidos a partir de
plantas enraizadas de encina.

En un segundo experimento, las mismas lineas fueron infectadas
con el objetivo de determinar los dias de supervivencia de cada linea
frente al patogeno. Este experimento se desarrolld durante un periodo
de 31 dias. Se observd que el nimero de dias de supervivencia frente al
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patdgeno esta afectado significativamente (p<0,05) por la linea. Las
lineas que mostraron un mayor numero de dias de supervivencia fueron
Q8-tau 4, Q8-tau 14 y QS8-tau 7, las cuales tenian unos niveles
intermedios de expresion del gen CsTLI. Por el contrario, Q8- tau 36,
que era la linea con mayor expresion del gen, sobrevivié menos dias
que la linea sin transformar y que la linea Q8-tau 35, que era la linea
transformada con menor expresion (Figura 47). Con la excepcion de la
linea Q8-tau 14, no hay relacion directa entre los dias de supervivencia
frente a P. cinnamomi y el nivel de expresion del gen CsTL I por parte
de las lineas transgénicas de encina (Tabla 23).

Figura 47. Dias de supervivencia de las lineas enraizadas de encina, infectadas
con P. cinnamomi durante un periodo de 31 dias. Por cada linea se evaluaron 18
plantas en total. Datos analizados mediante ANOVA | (p<0,05). Las semibarras
representan el error estandar. Las columnas con la misma letra no difieren
significativamente para una p=0,05 (test de Duncan).

El avance de la infeccion en encina fue muy rapido, tanto en plantas
transformadas como en los controles sin transformar (Figura 48). Las
raices de las plantas se volvieron totalmente negras en menos de una
semana, y la infeccion paso rapidamente al tallo. Debido a su escaso
tamano, los tallos fueron rapidamente infectados, adquiriendo un color
marrdn oscuro o negro. Las hojas, debido a su gran niumero y cercania,
también fueron infectadas con la misma rapidez. En general, una planta
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de encina podia estar totalmente infectada dos dias después de que el
tallo mostrase los primeros sintomas de necrosis, sin encontrarse
diferencias entre las lineas transformadas y sin transformar,
probablemente debido a las caracteristicas intrinsecas de las plantas de
encina, con raices y brotes de menor longitud que en alcornoque. El
micelio crecid con igual virulencia en los tubos de todas las plantas,
tanto transformadas como controles, colonizando rapidamente el medio
liquido y los puentes de papel.

Figura 48. Evolucion de la infeccion en plantas del genotipo Q8 de encina. A, B:
plantas de Q8-wt en el dia de la infeccion (A) y 7 dias después de la infeccion (B).
C, D: Planta de una linea transformada en el dia de la infeccion (C) y 7 dias
después de la infeccion (D).
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En conclusion, los resultados obtenidos a partir de los dos test
utilizados para estudiar la tolerancia de las plantas transformadas
indican que el numero de dias que sobreviven las plantas puede ser un
buen indicador de la tolerancia al oomiceto. En alcornoque, los datos
obtenidos a partir de este experimento son coherentes con los datos de
expresion del gen CsTLI, de manera que, en general, las plantas con
mayor expresion sobreviven mas dias que los controles. En encina, los
datos de supervivencia no son tan concluyentes, aunque probablemente
se deba a la calidad de las plantas usadas en el ensayo. La evaluacion
mediante la incidencia del oomiceto en diferentes 6rganos ofrecid
resultados menos concluyentes en ambas especies. Unicamente en las
lineas ALMG6 se observa claramente una mayor tolerancia en las plantas
transgénicas que no transgénicas.
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DISCUSION

Los estudios realizados en esta tesis tuvieron como principal objetivo
determinar si la sobre-expresion del gen Cs7L1I, que codifica una
proteina tipo taumatina, puede inducir la tolerancia/resistencia a P.
cinnamomi en plantas transgénicas de alcornoque y encina. En otras
especies, se ha comprobado que la sobre-expresion de genes que
codifican proteinas de este tipo aumentan la resistencia frente a
enfermedades causadas por hongos y oomicetos, como por ejemplo
contra P. cinnamomi en naranjo (Fagoaga et al. 2001), Rhizoctonia
solani y Sclorotinia homoeocarpa en Agrostis (Fu et al. 2005),
Fusarium graminearum en trigo (Mackintosh et al. 2007), Verticillium
dahliae en tabaco (Munis et al. 2010), Erysiphe necator en vid
(Dhekney et al. 2011), Fusarium oxysporum en platano (Mahdavi et al.
2012) o contra C. gloeosporioides f. sp. manihotis en yuca (Odeny
Ojola et al. 2018).

El paso previo a evaluar el efecto de la sobre-expresion del gen
CsTL1 fue definir por primera vez un protocolo de transformacion
genética en encina, mientras que en alcornoque el objetivo fue obtener
un protocolo eficiente de transformacion, puesto que los protocolos
previamente descritos en la bibliografia para esta especie eran altamente
dependientes del genotipo de las lineas embriogénicas. Para ello ha sido
clave disponer de sistemas eficientes de embriogénesis somatica en
ambas especies (Hernandez et al. 2003a, b; Toribio et al. 2005;
Martinez et al. 2017a), dado que el principal problema de la aplicacion
de la transformacioén genética u otros métodos biotecnologicos a la
mejora de especies lefiosas es la ausencia, en muchos casos, de métodos
de regeneracion in vitro adecuados. En este sentido, se considera que el
sistema ideal para abordar la transformacion genética en lefiosas,
especialmente en especies altamente recalcitrantes como la encina, es
mediante embriogénesis somatica (Ellis 1995; Giri et al. 2004;
Hazubska-Przybyt et al. 2016).

5.1. SELECCION DE ANTIBIOTICOS

5.1.1.Seleccion de la dosis letal kanamicina

La transformacion genética mediada por Agrobacterium
tumefaciens es el principal método utilizado para obtener plantas
transgénicas. En la mayoria de los casos, ademés del gen de interés,
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también se insertan uno o varios genes con resistencia a antibidticos o
herbicidas para facilitar la identificacion del material transgénico, ya
que no todo el explanto diana es transformado. Uno de los genes mas
utilizados por razones historicas es el gen de la neomicina
fosfotransferasa (NPTII), que confiere resistencia al antibidtico
kanamicina (Miki y McHugh 2004; Hwang et al. 2017).

La kanamicina se ha utilizado como agente de seleccion en la
transformacion de cultivos embriogénicos de especies lefiosas como el
castafio (Corredoira et al. 2004), nogal (Leslie et al. 2006) olivo
(Torreblanca et al. 2010), vid (Dhekney et al. 2011) o castafio chino
(Sun et al. 2020). En el género Quercus, hasta el momento, se ha
descrito unicamente la transformacion de cultivos embriogénicos de
alcornoque (Alvarez et al. 2004, 2008; Alvarez y Ordas 2012) y roble
pedunculado (Vidal et al. 2010), y en ambas especies el antibiotico mas
utilizado es la kanamicina.

La tolerancia al antibiotico elegido varia ampliamente
(Srinivasan y Scorza 1999), y depende de la especie, del genotipo, del
tipo de explanto y de la concentracion del mismo (Padilla y Burgos
2010). Por ello, el primer paso cuando se define un protocolo de
transformacion genética es determinar la dosis letal del antibidtico
utilizado para la seleccion del material transformado. En el caso de la
kanamicina, en la bibliografia se aplica un rango de concentraciones
muy amplio, y que generalmente oscila entre 25 y 200 mg/L. Existen
especies con una elevada tolerancia a la kanamicina, como por ejemplo
el nogal (Leslie et al. 2006) o el olivo (Pérez-Barranco et al. 2009)
donde concentraciones de 200 mg/L son necesarias para inhibir el
crecimiento de los cultivos embriogénicos. Estos valores elevados
contrastan con las bajas concentraciones utilizadas, por ejemplo, en la
transformacion de cultivos embriogénicos de aguacate, donde la dosis
letal se situa en 50 mg/L (Palomo-Rios ef al. 2012) o en el té, donde
una concentracion de kanamicina de 75 mg/L es téxica para los
embriones somaticos (Mondal ez al. 2001).

En nuestro caso, la prueba de toxicidad mostré que el
alcornoque y la encina tienen una tolerancia moderada a la kanamicina,
siendo mayor en el primero. Asi, la proliferacion de los embriones
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somaticos de alcornoque se inhibe con concentraciones de kanamicina
superiores a 125 mg/L, mientras que en encina concentraciones de 100
mg/L son suficientes para suprimir la proliferacion de las PEMs.
Trabajos previos en alcornoque utilizaron en la transformacion una
concentracion de kan ligeramente inferior (100 mg/L) a la seleccionada
en la presente tesis (Alvarez et al. 2004). Igualmente, Vidal ez al. (2010)
comprobaron que esa concentracion de kanamicina inhibe la
proliferacion de embriones somaticos de roble comun. Sin embargo, en
otras especies de la familia de las Fagaceas la concentracion de
kanamicina utilizada en la transformacion de embriones somaticos es
incluso superior, asi para castafio europeo se utilizan medios de
seleccion con concentraciones de kan de 150 mg/L (Corredoira et al.
2014), mientras que en el castaiio chino la seleccion se realiza con kan
180 mg/L (Sun et al. 2020).

Todos estos datos nos permiten afirmar que la tolerancia a la
kanamicina de las especies de la familia de las Fagaceas, en general, es
elevada.

5.1.2. Seleccion de antibidticos bactericidas

Los antibioticos bactericidas seleccionados para eliminar el
crecimiento de Agrobacterium después del cocultivo no deben afectar
negativamente al crecimiento, organogénesis o embriogénesis somatica
del explanto diana (Nauerby ef al. 1997). Ademas, estos antibidticos
deben ser estables, solubles, baratos y no deben ser alterados por el pH
o los componentes del medio.

Los antibidticos bactericidas -lactanos son los mas utilizados para
erradicar el crecimiento de Agrobacterium en el medio de cultivo tras
la infeccion (Bernal et al. 2013). Los mas populares son la carbenicilina
y la cefotaxima, pertenecientes al grupo de la penicilina y cefalosporina,
respectivamente (Tang et al. 2000; Wiebke et al. 2006; Bernal et al.
2013). Al igual que sucede con la kanamicina, es necesario evaluar si
tienen un efecto negativo sobre la proliferacion de los cultivos
embriogénicos. Este efecto depende fundamentalmente del tipo y
concentracion del agente bactericida, de la especie y del tipo de
explanto (Haddadi et al. 2015).
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En esta tesis, los experimentos realizados para evaluar el efecto de
la CB y CF, bien solas o combinadas, en la proliferacion de los
embriones somaticos de alcornoque y encina indicaron que 300 mg/L
de carbenicilina era la concentracién y el tipo de bactericida mas
adecuados, mejorando incluso los porcentajes de multiplicacion
obtenidos en medio de proliferacion sin antibioticos. Sin embargo, se
descartd el uso de la cefotaxima, pues afectaba negativamente al
crecimiento de los embriones de ambas especies. La presencia de este
antibiotico bactericida en el medio de proliferacion provocaba que los
embriones adquiriesen color amarillento o/y marrén, y se redujera su
proliferacion. Nuestros resultados contrastan con los obtenidos en
alcornoque en trabajos previos, que emplean 500 mg/LL de CF para
eliminar Agrobacterium, aunque estos autores no realizaron una
evaluacion del efecto de diferentes bactericidas (Alvarez et al. 2004;
Alvarez y Ordas 2007).

La bibliografia indica que el efecto positivo o negativo de la
cefotaxima en la proliferacion de los explantos depende de la especie.
Elevadas concentraciones de cefotaxima causan necrosis en arroz
(Priya et al. 2012; Bernal et al. 2013) y papaya (Yu et al. 2001),
mientras que en tomate (Gerszberg y Grzegorczyk-Karolak 2019), en
crisantemo (Silva y Fukai 2001; Naing et al. 2014) o en aguacate
(Palomo-Rios et al. 2012) reducen la regeneracion. En contraste, 200
mg/L de cefotaxima combinada con 300 mg/L de carbenicilina inhiben
el crecimiento de Agrobacterium después de la transformacion genética
y mejora la proliferacion de los embriones somaticos de roble comun
(Vidal et al. 2010, Mallon et al. 2013, 2014) y de castafio europeo
(Corredoira et al. 2004, 2012, 2015 y 2016). En otras especies, como el
castafio chino, se utiliza CF, pero en bajas concentraciones (50 mg/L),
y combinada con otros antibioticos, como la timetina (Sun et al. 2020).
Ademas de la variabilidad entre especies, otro inconveniente que
presenta la cefotaxima es que es termolabil y fotolabil, siendo
conveniente mantener los cultivos en oscuridad para evitar su
degradacién (Alvarez y Ordas 2007, 2008), lo que perjudica el
crecimiento normal de los embriones somaticos.

168



DISCUSION

El uso de carbenicilina también muestra efectos dispares
dependiendo de la especie y del material utilizado como explanto diana
(Nauerby et al. 1997; Naing et al. 2014). En tabaco, Lin et al. (1995)
describen que la presencia de CB en el medio inhibe el crecimiento de
los embriones y aumenta la proporciéon de embriones con morfologia
andémala. Sin embargo, otros estudios reflejan un efecto beneficioso de
la carbenicilina. En papaya (Yu ef al. 2001) y en crisantemo (Naing et
al. 2014) se observo una mayor proliferacion de los embriones en
medios suplementados con CB en comparacion con los suplementados
con CF. En soja, la presencia de CB incremento6 la proliferacion de los
embriones, mientras que CF causaba su muerte (Wiebke et al. 2006).

Se cree que el efecto positivo de la carbenicilina en la regeneracion
embriogénica de algunas especies se debe a que su estructura es andloga
a la de auxinas, como el 2,4-D o el ANA (Lin et al. 1995; Wiebke et al.
2006; Bernal et al. 2013). Esa actividad auxinica podria estar
favoreciendo el crecimiento y proliferacion de los explantos (Nauerby
et al. 1997; Tang et al. 2004; Priya et al. 2012). Esto coincide con lo
observado en los experimentos de esta tesis, ya que como ya se ha
mencionado anteriormente, la presencia de carbenicilina en el medio
incremento la proliferacion de los ES, tanto en alcornoque como en
encina.

En conclusion, cuando de define un protocolo de transformacion,
es importante, no solo determinar la concentracion toxica del
antibiotico de seleccion (en este caso kan), sino también evaluar el
efecto que ejercen diferentes bactericidas sobre el explanto diana.

5.2. SELECCION MEDIANTE GFP

En la transformaciéon genética de plantas, es muy importante utilizar,
ademas de un gen marcador de seleccion que confiera resistencia a un
antibidtico/herbicida, un gen marcador delator o chivato, pues esto
aumenta la eficiencia de transformacion, reduciendo a la vez el tiempo
invertido y el material utilizado y permitiendo el disefio de protocolos
mas rapidos, sencillos y reproducibles (Malabadi et al. 2008). En los
primeros estudios de transformacion en especies forestales, el método
utilizado para eliminar el material no transformado era el subcultivo de
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los embriones en sucesivos medios selectivos con dosis toxicas de
antibidticos (Merkle 1990). Sin embargo, la doble seleccion realizada
mediante la resistencia a un antibidtico/herbicida y la expresion de un
gen delator han mejorado el proceso de seleccion, disminuyendo el
numero de escapes, el tiempo de seleccion y la concentracion del agente
de seleccion (Yancheva et al. 2006). El gen delator mas utilizado
histoéricamente es el gen de la B-glucuronidasa (GUS), aunque en los
ultimos afos estd siendo sustituido por genes que confieren
fluorescencia a los tejidos, como el gen de la proteina verde
fluorescente (GF'P) (Hwang et al. 2017). Esto es debido a que expresion
de GFP simplifica y mejora la evaluacion de los eventos de
transformacion (Hraska et al. 2006).

En primer lugar, la visualizacion de la actividad GUS requiere de
la adicion de sustratos exdgenos (Malabadi et al. 2008) y no permite
monitorizar la expresion transgénica en tejidos vivos (Hraska et al.
2006), ya que los explantos evaluados deben sacrificarse. Sin embargo,
la GFP no requiere de la adicion de sustratos exdgenos o enzimas para
su expresion, ni la fijacion o tincion de los tejidos para su visualizacion
(Hwang et al. 2017), permitiendo la monitorizacién de la expresion
transgénica desde las primeras etapas de la transformacion hasta la fase
de plantas (Malabadi et al. 2008; Sun et al. 2020), con la misma eficacia
que el GUS (Alvarez y Ordas 2008; Corredoira et al. 2012; Mallon et
al. 2014).

En segundo lugar, en la evaluacion la expresion de GUS en plantas
transgénicas es frecuente observar interferencias debido a la presencia
de clorofila o de tejidos necrosados, haciendo necesario para su
visualizacién la utilizacion de mayores periodos de incubacion, el
mantenimiento de las plantas en oscuridad para evitar que desarrollen
color verde o la aplicacion de tratamientos de eliminacion de la
clorofila, como en hipoclorito o etanol, problemas que no se presentan
con la evaluacion mediante GFP. Ademas, las plantas y brotes
fluorescentes también pueden observarse en condiciones estériles
dentro del contenedor donde crecen.

En la transformacién de encina y alcornoque con el gen Cs7L1 el
uso del gen GFP permitid la observacion de los embriones resistentes a
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la kanamicina directamente dentro de la placa Petri donde estaban
creciendo, evitando asi su contaminacién y/o su pérdida durante la
evaluacion. Ademas, como es necesario obtener cada linea
putativamente transformada a partir de un unico evento de
transformacion, la evaluacion mediante GFP permite aislar embriones
totalmente transformados, pudiéndose incluso seleccionar tejidos
transformados dentro de una quimera. Las lineas transgénicas obtenidas
en esta tesis se establecieron a partir de embriones cotiledonares que
eran totalmente fluorescentes. La fluorescencia de dichas lineas se
comprobo varias veces para comprobar que la seleccion se habia hecho
de forma correcta y descartar los posibles escapes.

Las plantas de las lineas transformadas generadas tanto en
alcornoque como en encina en la presente tesis también mostraron
expresion GFP tanto en raices y tallo como en hojas. Sin embargo, se
observo que la intensidad de la fluorescencia podia verse atenuada en
algunas zonas de los tejidos mas maduros. Este hecho también ha sido
mencionado en otras especies, siendo la presencia de pigmentos
florales, el cambio en la densidad citoplasmatica de los tejidos maduros
y el aumento de tamafio de las vacuolas posibles explicaciones a esa
reduccion expresion de GFP (Hraska et al. 2006).

Existe en la bibliografia algiin caso en que la expresion del gen
GFP puede causar un efecto citotoxico en las células vegetales
(Haseloff y Amos 1995), pero los datos obtenidos en la proliferacion de
los embriones y regeneracion de plantas, asi como la apariencia visual
de las plantas transgénicas y las no transgénicas, sugiere que el gen GFP
no es toxico para el material de alcornoque y encina. Igualmente,
tampoco se observaron esos efectos negativos en la transformacion
genética con GFP de embriones somaticos de nogal (Escobar et al.
2000), de caucho (Leclercq et al. 2010), de castafio europeo (Corredoira
etal 2012, 2016), de roble (Mallon et al. 2014), de varios cultivares de
citricos (Dutt y Grosser 2010), de aguacate (Palomo-Rios ef al. 2017),
o de castafio chino (Sun et al. 2020).
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5.3. TRANSFORMACION GENETICA

La transformacion genética de muchas especies lefiosas es dificil,
debido sobre todo a que muchas son recalcitrantes a la regeneracion in
vitro (Nehra et al. 2005; Piqueras et al. 2010). A pesar de ello, en la
presente tesis se ha logrado definir protocolos para transformacion
genética de dos especies forestales como son el alcornoque y la encina.

5.3.1.Transformacion genética en alcornoque

Aunque en alcornoque la transformacion genética de embriones
somaticos ya habia sido descrita en la bibliografia (Alvarez et al. 2004;
Sanchez et al. 2005; Alvarez y Ordas 2007, 2009), en esta tesis se ha
aplicado el protocolo de transformacion definido para la transformacion
de ES de castafio con el gen CsTL1 (Corredoira et al. 2012, 2015) pues
la efectividad de los protocolos previamente definidos en alcornoque
dependia del genotipo de la linea embriogénica. En primer término,
Alvarez et al. (2004) propusieron un método en el que grupos de ES o
ES individuales de la linea embriogénica M10 eran pinchados con un
bisturi y, sin pre-cultivo, eran co-cultivados durante 2 dias para luego
ser transferidos a medio de seleccion con CF 500 mg/L. En esas
condiciones obtuvieron un porcentaje de transformacion del 4%.
Posteriormente, Alvarez y Ordas (2007) optimizaron este protocolo
aplicando un periodo de pre-cultivo de 20 dias e incrementando la
densidad optica del cultivo bacteriano. Para la transformacion utilizaron
ES de seis lineas embriogénicas (M10, ALM1, ALM3, ALM5, ALM6,
y ALMS0), aunque transformacion solo fue posible en 3 de las 6 lineas
evaluadas. La mayor frecuencia de transformacion se obtuvo en la linea
M10 (43%), pero las lineas ALM6 y ALMS80, las mismas que se han
utilizado en esta tesis, no fueron transformadas.

En nuestro caso, la aplicacion del protocolo de transformacion de
castafio con la cepa EHA105pK7WG2D-TAU, un dia de pre-cultivo, 5
dias de co-cultivo con la bacteria y un medio de seleccion con 125 mg/L
de kan y 300 mg/L de CB permiti6 la transformacion genética de las
tres lineas embriogénicas de alcornoque utilizadas. Probablemente, el
incremento en el periodo de co-cultivo sea la causa de la transformaciéon
de las lineas ALM6 y ALM80, ademas del uso de carbenicilina en lugar
de cefotaxima, que como hemos mencionado, afectaba negativamente
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al crecimiento de los ES de alcornoque. Estos resultados concuerdan
con lo mencionado por Chaugan et al. (2015), que afirman que el tipo
de antibidtico bactericida utilizado en la transformacién afecta a la
eficiencia de misma. Por otro lado, el tiempo de co-cultivo es un factor
que afecta significativamente a la frecuencia de transformacion (Khan
et al. 2012). Generalmente, un incremento en el tiempo en que los
explantos estan en contacto con la bacteria mejora la eficiencia de
transformacion (Petri y Burgos 2005). En camelia, Mondal et al. (2001)
también recomiendan la aplicaciéon de un periodo de co-cultivo de 5
dias en la transformacion de ES. El mismo tiempo de co-cultivo ha sido
utilizado con éxito en la transformacion genética de arroz (Shri et al.
2012), castaio europeo (Corredoira et al. 2016), eucalipto (Oliveira-
Cauduro et al. 2017) y soja (Li et al. 2017).

Aunque se logro la transformacion de las tres lineas evaluadas, la
eficiencia de transformacion se vio afectada por el genotipo, siendo esta
mayor en la linea TGR3 (17%) que en las lineas ALMS80 (4,5%) y
ALMBS6 (2%). En la bibliografia hay diversos ejemplos acerca del efecto
del genotipo en transformacion genética. En Q. robur se consiguid
transformar genéticamente con genes marcadores ES de 5 lineas
embriogénicas pero los porcentajes de transformacidon oscilaron en
funcion de la linea embriogénica entre el 2-6%. En esta misma especie
y con la misma construccion utilizada en esta tesis, Mallon et al. (2014)
también observaron un efecto del genotipo en la transformacion
genética de 4 lineas embriogénicas, obteniendo eficiencias de
transformacion que varian entre 1,4-9,6% en funcion de la linea. En
castafio europeo, los porcentajes de transformacion también estuvieron
afectados por el genotipo cuando ES de tres lineas embriogénicas
fueron transformados con el gen CsTL 1, observandose que eficiencia
de transformacién oscil6 entre el 7,1-32,5% (Corredoira et al. 2012).
Fuera de la familia de las Fagidceas también se han mencionado
diferencias en los porcentajes de transformacion debidas al genotipo
como en pino (Alvarez y Ordas 2013), chopo (Fladung et al. 1997),
arroz (Lin y Zhang 2005), o Prunus salicina (Tian et al. 2007).

Teniendo en cuenta estas variaciones, para compensar el efecto que
el genotipo tiene en la transformacion genética es recomendable usar el
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mayor numero de lineas embriogénicas posible en los experimentos de
transformacion.

5.3.2.Transformacion genética en encina

En encina, a diferencia de alcornoque, no existen hasta la fecha
referencias bibliograficas sobre su transformacion genética. Sin
embargo, los resultados obtenidos en esta tesis demuestran que es
posible la transformacion de embriones somaticos de esta especie
mediante Agrobacterium tumefaciens.

Del mismo modo que en la transformacion genética de alcornoque,
en encina se aplico inicialmente el protocolo de transformacion definido
para embriones somaticos de castaiio (Corredoira et al. 2012, 2015),
debido a su simplicidad y efectividad, pero en este caso los resultados
fueron negativos.

Con el objetivo de lograr la transformacion genética en encina se
evaluo el efecto del régimen de seleccion en kan y la inclusion de un
periodo de pre-cultivo del explanto mas largo, puesto que ambos
elementos han sido mencionados en la bibliografia como factores
importantes para optimizacion de la transformacion genética en
especies lenosas (Petri y Burgos 2005; Urtubia ef al. 2008). Existen
numerosas observaciones que indican que la seleccion con altas
concentraciones del antibiotico inhibe la regeneracion de las células
transformadas (Miguel y Oliveira 1999; Motioike et al. 2002;
Szankowski et al. 2003). Es por ello frecuente que, para incrementar la
frecuencia de transformacion, los explantos se cultiven en un medio de
seleccion suplementado con una baja concentracion de kan durante las
primeras semanas de cultivo, con el objeto de que la presion selectiva
del antibidtico no sea tan fuerte, y posteriormente, se aumenta la
concentracion de los antibidticos hasta alcanzar la dosis toxica, para
evitar los escapes (Alvarez y Ordas 2008). En caso de la encina, los
explantos se cultivaron las dos primeras semanas en 75 mg/L de kan,
para posteriormente ser cultivados durante 8§ semanas mas en kan 100
mg/L. Este procedimiento también se utilizé en roble comun, donde la
concentracion de kan se increment6 desde 75 mg/L a 150 mg/L (Vidal
et al. 2010). Asimismo, se ha aplicado un procedimiento similar, de

174



DISCUSION

seleccion en dos pasos, con una reduccion inicial de la kan, en otras
especies lefiosas, como son el t¢ (Mondal et al. 2001) y el caucho
(Leclercq et al. 2010).

Otro factor que se utiliza para mejorar la eficiencia de
transformacion es la aplicacion de un periodo de pre-cultivo a los
explantos diana antes de ser infectados con Agrobacterium. En
alcornoque, las mejores frecuencias de transformacion fueron obtenidas
con ES que habian experimentado 20 dias de pre-cultivo (Alvarez y
Ordas 2007). Igualmente, en Prunus dulcis el pre-cultivo de las hojas
durante 3-4 dias incrementa el porcentaje de explantos GUS positivos
(Miguel y Oliveira 1999). En encina, la transformacion sélo se observé
en los explantos que habian sido pre-cultivados una o dos semanas.
Estos resultados parecen estar relacionados con el estado fisiologico del
explanto diana. En la transformacién de embriones somaticos es
preferible utilizar embriones en estados iniciales del desarrollo
embriogénico (globular-torpedo) que embriones en estado cotiledonar,
porque en estos estados mas avanzados del desarrollo embriogénico la
division celular se reduce considerablemente (Yeung et al. 1996), y la
transformacion es mas dificil (Corredoira e al. 2007; Alvarez y Ordés
2007; Vidal et al. 2010). En encina, se utilizaron PEMs como explanto
inicial puesto que es el tipo explanto més adecuado para mantener la
capacidad embriogénica en esta especie (Martinez et al. 2017a).
Estudios histoldgicos realizados en otras especies del género Quercus
mostraron que durante el cultivo de las PEMs en medio de proliferacion
las células de sus capas superficiales se dividen activamente
(Corredoira et al. 2014; Martinez et al. 2015; Corredoira et al. 2017b),
produciéndose la duplicaciéon del ADN, lo que facilita la infeccion
bacteriana y la transferencia del ADN-T (Han ef al. 1996; Pena et al.
2004; Sharma et al. 2005). De acuerdo con Sangwan et al. (1992) las
células en division activa son mas susceptibles de ser infectadas por
Agrobacterium.

Los resultados obtenidos indican que la reduccion de la
concentracion de kan durante las dos primeras semanas de cultivo y pre-
cultivo de explantos durante una o dos semanas son pasos necesarios
para la transformacion de cultivos embriogénicos de encina.
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Al igual que sucedid con la transformacion de alcornoque, la
eficiencia de transformacion en encina estuvo afectada por el genotipo
de las lineas. En encina, el protocolo definido permitié Ila
transformacion de 2 de las 3 lineas embriogénicas evaluadas,
corroborando, como ya se ha discutido en el apartado anterior, el
importante papel del genotipo en la transformacion genética.

Los porcentajes de transformacion en encina (1,66-3,33%) son
inferiores a los obtenidos en alcornoque (2-17%) en la presente tesis. Si
bien las frecuencias de transformacién obtenidas en encina son
inferiores a las descritas para otras especies del género Quercus, éstas
no difieren de las mencionadas para otras especies lefiosas. En la
transformacion de un cultivar recalcitrante de peral la frecuencia de
transformacion oscilé entre el 0,3-4% en funcién del plasmido
empleado en la transformacion (Yancheva et al. 2006). En aguacate,
otra especie considerada recalcitrante a la transformacion, Palomo-Rios
et al. (2017) obtuvieron un porcentaje de transformacion del 10%.

5.3.3.Confirmacion de la transformacion genética

La presencia de los tres transgenes fue confirmada mediante
PCR en todas las lineas alcornoque (18 lineas) y de encina (11 lineas)
evaluadas, lo que indica que el sistema de dos genes marcadores y la
dosis letal de kan utilizados fueron adecuados para evitar los escapes.
La sobre-expresion del gen CsTL1 fue confirmada mediante qPCRrt en
15 de las 18 lineas analizadas de alcornoque y 4 de las 6 lineas
analizadas de encina. Es importante resaltar el alto nimero de lineas
analizadas en ambas especies, y el uso de tres genes de referencia
(Actina, Tubulina y el Factor de Elongacion), ya que habitualmente
suele usarse solo uno.

Se encontraron diferencias en los niveles de expresion del gen
entre las diferentes lineas transgénicas evaluadas, a pesar de que la
transcripcion del gen estd regulada por el promotor constitutivo
CaMV35S y de utilizar siempre embriones cotiledonares en el mismo
estado de desarrollo para el andlisis. En general, es frecuente observar
diferencias de expresion entre las lineas transgénicas. Al igual que en
nuestro caso, Malléon ef al. (2014) observaron variaciones tras
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evaluarlos niveles de expresion del gen Cs7L 1 en lineas embriogénicas
transgénicas de roble comun. En castafio americano, Zhang et al. (2013)
también encontraron notables diferencias en la expresion del gen que
codifica para una oxalato oxidasa entre las diferentes lineas
transgénicas generadas a partir de la transformacion de ES. Se piensa
que estas diferencias de expresion entre las lineas transgénicas pueden
ser debidas a la posicion que el transgén ocupa en el genoma de la planta
(Bandopadhyay et al. 2010), al tamafio y organizacién del transgén
(Amoah et al. 2001), a la presencia de copias invertidas o a la
incorporacidn de copias incompletas del ADN-T (Meyer 1995; Cervera
et al. 2000; Fu et al. 2005; Raveendar et al. 2007), o incluso por la
inactivacion de la expresion del transgén (Odeny Ojola et al. 2018).

Estos resultados nos permiten concluir que es necesario evaluar los
niveles de expresion de los genes que se introducen en las plantas a fin
de seleccionar las lineas con mayor expresion para los ensayos de
tolerancia al oomiceto.

5.4. REGENERACION DE LAS PLANTAS TRANSGENICAS

5.4.1.Germinacion y conversion de los embriones somaticos

La regeneracion de plantas a través de los procesos de
maduracion y germinacion de los embriones somaticos es un paso
limitante en muchas especies lefiosas en la aplicacion de la
embriogénesis somatica para su propagacion a gran escala (Corredoira
et al. 2019). Es frecuente que los porcentajes de conversion sean bajos
0 que se obtenga una germinacion precoz, desarrollandose la raiz sin la
correspondiente formacion de brote (Ballester ef al. 2016). Esto se debe
fundamentalmente a anormalidades morfoldgicas de los embriones
somaticos o a que los tratamientos de maduracion no son los
apropiados, lo que provoca una maduracion incompleta de los mismos
(Mallén et al. 2012).

En el caso de los embriones transgénicos la regeneracion de plantas
suele ser aun mas dificil (Raharjo et al. 2008; Urtubia et al. 2008;
Palomo-Rios et al. 2012; Chetty et al. 2013), generalmente debido a su
cultivo continuado en un medio con antibioticos (Maynard et al. 2008).
Sin embargo, en los embriones somdticos de encina y alcornoque
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transformados con el gen Cs7LI se obtuvo el desarrollo de planta
completa en todas las lineas transgénicas evaluadas. Es importante
resaltar el elevado numero de lineas evaluadas en los experimentos de
germinacion, 18 lineas en alcornoque y 8 lineas en encina. Para ello los
embriones transgénicos se sometieron a los protocolos previamente
descritos para embriones somaticos no transformados genéticamente de
alcornoque (Toribio et al. 2005) y de encina (Martinez et al. 2017b). En
ambas especies, los embriones transgénicos fueron almacenados a 4°C
durante 2 meses para posteriormente ser transferidos al medio de
germinacion. La frecuencia de conversion vario considerablemente en
funcion del genotipo de las lineas embriogénicas tanto en alcornoque
(ALMG6: 13,9-41,7%; ALMS80: 2,8-16,7%; TGR3: 5,6-36,1%) como en
encina (Q8: 2,8-75%; QI10-16: 16,7-26,7%), lo que indica que la
conversion en embriones transgénicos también esta afectada por
genotipo. El efecto del genotipo en la regeneracion de plantas ha sido
mencionado en la bibliografia tanto en la germinacién de embriones no
transformados (Sanchez et al. 2003a; Hernandez et al. 2003b;
Corredoira et al. 2004, 2008; Andrade y Merkle 2005; Martinez et al.
2017b) como en embriones transgénicos (Corredoira et al. 2012;
Mallon et al. 2014; Palomo-Rios et al. 2017). Ademaés del genotipo,
durante la transformacion genética mediante A. fumefaciens no es
posible controlar ni el nimero de copias que se inserta y ni su posicion
en el genoma de la planta (De Buck et al. 2000). Esto explicaria las
diferencias observadas en la conversion de las diferentes lineas
transgénicas obtenidas, incluso dentro del mismo genotipo.

Las plantas transgénicas no mostraron diferencias morfoldgicas
con respecto a las plantas no transgénicas de ambas especies. Por otro
lado, la calidad de las plantas en términos de longitud de la raiz y el
brote y nimero de hojas, en general, fue elevada, aunque se encontraron
diferencias importantes en esos parametros entre las distintas lineas
transgénicas tanto en encina como en alcornoque.

5.4.2.Regeneracion de plantas mediante la proliferacion de
brotes axilares

Debido a las bajas frecuencias de conversion que presentaban

algunas lineas transgénicas y a las variaciones en la longitud de la raiz
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y/o los brotes, tanto en encina como en alcornoque, se decidid
establecer cultivos de brotes axilares a partir de un brote de un ES
germinado de cada una de las lineas transformadas y sin transformar
utilizadas. Ballester et al. (2016) sefialan que esta estrategia puede ser
un método complementario a la germinacién y regeneracion de plantas
a partir de embriones somaticos, permitiendo de la obtencién de un
modo mas rapido de una mayor cantidad de plantas y con una mayor
uniformidad en términos de longitud de la raiz y del brote. Esta
uniformidad es necesaria a la hora de afrontar los ensayos de tolerancia
a P. cinnamomi, puesto que de esta forma se evitan las desviaciones de
los resultados debido a diferencias en el estado fisioldgico y
morfologico de las plantas.

En total, se establecieron 16 lineas de brotes axilares de alcornoque
y 7 lineas de brotes axilares de encina a partir de sus correspondientes
lineas embriogénicas transgénicas, ademas de sus correspondientes
controles sin transformar. Una vez se logré la estabilizacion de los
cultivos axilares se procedio al enraizamiento de los mismos para la
obtencion de plantas para ser utilizadas en los ensayos de tolerancia al
oomiceto. Para inducir el enraizamiento de los brotes axilares de encina
y alcornoque, brotes de la misma longitud se cultivaron en un medio
GD con los macronutrientes reducidos un tercio y 25 mg/L de AIB. El
AIB es la auxina mas utilizada para inducir el enraizamiento de brotes
axilares en el género Quercus, ya sea mediante el cultivo de los brotes
en medios suplementados con ella o mediante “dipping” (Vieitez et al.
2012). El porcentaje de enraizamiento de los brotes axilares de
alcornoque estuvo por encima del 50% en todas las lineas axilares
sometidas a enraizamiento (ALM6: 65-93,3%; ALMS80: 51,7-86,7%:;
TGR3: 76,7-98,3%). Estos porcentajes fueron similares a los obtenidos
en el enraizamiento de brotes axilares no transformados de alcornoque
(60-100%) (Romano et al. 1992, 1995).

En el caso de la encina, el establecimiento de cultivos de brotes
axilares transgénicos es por si mismo un resultado, dado que el
establecimiento in vitro y la proliferacion de brotes axilares es dificil,
prueba de ello es el reducido nimero de trabajos en la bibliografia sobre
esta via de la regeneracion en encina (Martinez et al. 2019). Linan et al.
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(2011) y Cernadas et al. (2018) definieron protocolos para establecer
cultivos in vitro a partir de brotes aislados de bellotas germinadas,
mientras que Martinez et al. (2017b) establecieron cultivos axilares a
partir de arboles adultos. Ademas de las dificultades para el
establecimiento in vitro, estos autores también sefialan que el
enraizamiento de los brotes es dificil debido a que la encina es
considerada una especie altamente recalcitrante. En la presente tesis, el
porcentaje de enraizamiento de los brotes axilares transgénicos de la
linea Q8 y su control sin transformar mostr6 una mayor variabilidad
que en alcornoque (31,7%-88,3%), pero los resultados obtenidos fueron
similares a los mencionados previamente en la bibliografia a partir de
material no transformado de origen juvenil, (18%-40%) (Lifian et al.
2011), (20,8%-62,5%) (Cernadas et al. 2018) y mejores que los
obtenidos a partir de material adulto (17,8%-18,8%) (Martinez et al.
2017a) de encina.

Estos resultados avalan la efectividad de este procedimiento para
la obtencion de plantas a partir de embriones transgénicos de
alcornoque y encina. Esta estrategia también ha sido aplicada con éxito
en la regeneracion de plantas transgénicas en otras especies lefiosas
como castafio europeo (Corredoira et al. 2004, 2012) y roble comun
(Mallon et al. 2013, 2014).

5.5. CONSERVACION DEL MATERIAL TRANSGENICO GENERADO

Dado el elevado ntimero de lineas embriogénicas y de cultivos de brotes
axilares establecidos, fue necesario definir estrategias para la
conservacion del material transgénico generado en esta tesis. Para ello
se han utilizado dos procedimientos, la reduccion del crecimiento
mediante almacenamiento en frio y el almacenamiento en NL
(crioconservacion).

El almacenamiento en frio se aplicd para la conservacion a medio
plazo de los cultivos de brotes axilares transgénicos de alcornoque y
encina. Los brotes se pre-cultivaron durante 12-15 dias antes de ser
almacenados a 4°C en oscuridad (alcornoque) o semioscuridad (encina).
Bajo estas condiciones es posible mantener los cultivos transgénicos de
ambas especies durante al menos un afio sin que sea necesario su
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transferencia a medio fresco. Se considera que el almacenamiento en
frio es un método muy simple que permite reducir la mano de obra, los
costes en medios de cultivo y la induccion de variacidon somaclonal
(Lambardi y De Carlo 2003). Este método de conservacion se ha
utilizado ampliamente en el mantenimiento a medio plazo de muchas
especies forestales (Corredoira et al. 2017a). Por ejemplo, cultivos
axilares de aliso (Corredoira et al. 2015) o de haya (Vieitez et al. 2003)
pueden ser conservados, sin pérdida de viabilidad, durante mas de 18
meses en frio.

El almacenamiento en NL se ha utilizado para conservacion a largo
plazo de las lineas embriogénicas transgénicas de alcornoque y encina
obtenidas. El desarrollo de protocolos robustos de crioconservacion
para material transformado ha sido esencial pues nos han permitido el
almacenamiento a largo plazo de las lineas transgénicas mientras se
llevan a cabo los ensayos de tolerancia al oomiceto. Esto supone un
ahorro considerable en mano de obra y medios de cultivo y reduce las
posibilidades de pérdidas de las lineas transgénicas por contaminacion
(Corredoira et al. 2007).

Para la crioconservacion de ES en especies lefiosas el método mas
utilizado es el de la vitrificacion (Corredoira et al. 2017a). Los
protocolos de vitritificacion basicamente consisten en el pre-cultivo de
los explantos en medios con elevadas concentraciones de azucares y el
posterior tratamiento con soluciones vitrificadoras, generalmente la
soluciéon PVS2 (Sakai et al. 1990), como paso previo a una rapida
congelacion en nitrogeno liquido (Sakai 2000). En alcornoque se aplico
el protocolo previamente definido por Valladares et al. (2004). Los
embriones en estado globular-torpedo fueron pre-cultivados en un
medio con sacarosa 0,3M durante tres dias y tratados con la solucion
PVS2 a 0°C durante 60 min. Los resultados obtenidos fueron similares
a los mencionados inicialmente por Valladares et al. (2004) y el proceso
de crioconservacion no afectd negativamente al porcentaje de
supervivencia y recuperacion de las lineas transformadas. En la mayoria
de las lineas de alcornoque el porcentaje de supervivencia y el de
recuperacion embriogénica fue superior a los controles sin transformar.

181



VANESA CANO

En encina, también, se crioconservaron con éxito todas las lineas
transgénicas utilizando el protocolo definido por Martinez et al. (2019),
en el cual las PEMs eran pre-cultivadas en un medio con sacarosa 0,3M
durante tres dias y tratadas con la solucion PVS2 a 25°C durante 15 min
antes de ser almacenadas en NL. Este método es preferido al definido
por Barra-Jiménez et al. (2015), en el cual se aislaban embriones en fase
globular y se sometian a una incubacion de 30 min con PVS2. Con este
protocolo se conseguian recuperar embriones tras 24 horas de
almacenamiento en NL, pero cuando éstos se almacenaban durante un
mes sO0lo se observaba el crecimiento de callo después del
almacenamiento en NL.

Estos resultados confirman la efectividad de la crioconservacion
como herramienta de almacenamiento de lineas transgénicas de
alcornoque y de encina. Sin embargo, y a pesar de las ventajas que
ofrece la crioconservacion para el almacenamiento de material
transgénico, en la bibliografia son escasos los trabajos en los que se
apliquen protocolos de crioconservacion de este tipo de material. Se
pueden mencionar los métodos descritos para crioconservacion de
yemas aisladas de brotes transgénicos de abedul (Ryyénen et al. 2002),
de chopo (Jokippi et al. 2004), papaya (Tsai et al. 2009), o los aplicados
a la crioconservacion de ES transgénicos de castafio europeo
(Corredoira et al. 2007, 2012, 2016) o de roble comun (Mallon et al.
2013).

5.6. EVALUACION DE LA TOLERANCIA A P. CINNAMOMI

Resulta dificil comparar los resultados de tolerancia a P. cinnamomi
obtenidos con las plantas transgénicas de alcornoque y encina con los
resultados publicados en la bibliografia debido a las importantes
diferencias en los procedimientos experimentales empleados (Anexo
1). Estos procedimientos difieren en las especies, los patogenos, la edad
de la planta, o en el tipo de ensayo (in vitro o ex vitro, en 6rganos
escindidos de la planta o en la planta entera). No obstante, en la mayoria
de esas publicaciones en las que se ha sobre-expresado proteinas tipo
taumatina se ha observado una mejora sustancial en la tolerancia a los
patogenos que las atacan (Anexo 1). Por ejemplo, en zanahoria, Chen y
Punja (2002) observaron que las plantas que sobre-expresaban una
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proteina tipo taumatina aislada en arroz tenian mayor tolerancia a
Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum. El ensayo de tolerancia se
realiz6 con hojas de las plantas transformadas en las que se deposit6 en
la base del peciolo un inoculo de los patdégenos. Las lesiones producidas
por ambos patdgenos fueron de menor tamafio en las hojas aisladas de
plantas transformadas que sin transformar. Una TLP identificada en
arroz también se utiliz6 en la transformacion genética de platano para
inducir mayor tolerancia frente a Fusarium oxysporum sp. cubensec
(Mahdavi ef al. 2012). En este estudio se bafiaron durante una hora las
raices de plantas de 60 dias con una suspension de esporas, y
posteriormente las plantas se trasplantaron a un contenedor con
vermiculita. Adicionalmente, las plantas fueron regadas con 1 ml de la
misma suspension. El avance de la infeccion se evalud durante 4
semanas, mediante el nimero de hojas que mostraban clorosis. Después
de 28 dias desde la infeccion, las plantas transformadas mostraron un
porcentaje de incidencia de la enfermedad significativamente mas bajo
(29,4%) que las plantas sin transformar (89,1%).

En tabaco, Munis et al. (2010) sobre-expresaron un gen que
codifica una TLP aislada en algodon y llevaron a cabo dos tipos de
ensayos de resistencia. Por un lado, se seleccionaron hojas de plantas
transformadas y, tras realizarles una incision, se les inoculé 30 puL de
una solucion de esporas de Verticillium dahliae y Fusarium oxysporum.
Tras 7 dias, el area necrosada de las lineas transgénicas fue
significativamente menor que en las plantas sin transformar, para los
dos hongos evaluados. En un segundo ensayo, plantas aclimatadas en
suelo, fueron regadas semanalmente con 100 mL de la misma solucién
de esporas mencionada antes. Tras 6 semanas se analiz6 el nimero de
hojas infectadas por planta, y se observd un menor porcentaje de
enfermedad en las lineas transformadas que en las no transformadas.

Especificamente, la transformacion con genes que codifican TLPs
también se han empleado para inducir tolerancia frente a diferentes
especies Phytophthora. Por ejemplo, plantas de naranja dulce (Citrus
sinensis L. Osb. cv. Pineapple) transformadas con el gen PRS, que
codifica una proteina tipo taumatina identificada en tomate, mostraron
una mayor tolerancia frente a Phytophthora citrophthora, en
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comparacion con las plantas control (Fagoaga et al. 2001). Para el
ensayo de tolerancia las plantas de naranja dulce de 9-12 meses fueron
inoculadas con un disco de micelio sobre una herida realizada en el tallo
de la planta. Después del experimento se observo que una de las lineas
transformadas mostraba significativamente mayor tolerancia frente al
patogeno, incluso cuando el ensayo alargd durante un afio. En patata,
Acharya et al. (2013) transformaron diferentes cepas de esta especie
con una TLP aislada en Camellia sinensis para inducir tolerancia frente
a Macrophomina phaseolina y Phytophthora infestans. La infeccion se
realizd en hojas y tubérculos, y después de 3 semanas de la infeccion se
observo que las lineas transformadas mostraban una menor incidencia
de esos patdogenos que las lineas control tanto en tubérculos como en
hojas. En tabaco, Liu et al. (2012) sobre-expresaron una TLP, aislada
en Pyrus pyrifolia Nakai cv Huobali, y posteriormente, con
extracciones de proteina pura obtenidas a partir de las hojas del tabaco
transgénicas, inhibieron el crecimiento de las hifas de Phytophthora
parasitica var. Nicotianae, Sclerotinia sclerotiorum, Phomopsis sp., y
Alternaria sp. La transformacion con proteinas tipo taumatina también
se ha utilizado para promover tolerancia frente a otros oomicetos como
por ejemplo en vid frente a Plasmopara viticola (He et al. 2017). En
este caso, se evalud la resistencia de las lineas transgénicas contra el
patogeno mediante la inoculacion de discos de hojas y de plantas
enteras. En ambos ensayos se observd que las plantas transformadas
inhibian el crecimiento de las hifas y la reproduccion asexual de P.
viticola.

Los resultados de esta tesis coinciden con esas observaciones, ya
que las plantas de alcornoque, y en menor medida, las de encina
transformadas con el gen CsTLI, que codifica una proteina tipo
taumatina, mostraron mayor tolerancia a la infeccioén con P. cinnamomi.
En los estudios de tolerancia de en esta tesis se emplearon dos
metodologias distintas, por un lado, se evalu6 la incidencia a lo largo
del tiempo del oomiceto en diferentes drganos aislados de las plantas
infectadas (Rial et al. 2008), y por otro lado se contabilizé el nimero
de dias que las plantas sobreviven después de la infeccion (Cuenca et
al. 2010). De los dos, el nimero de dias de supervivencia frente al
patogeno ha sido el parametro que ha resultado més adecuado para
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estudiar la posible tolerancia de las plantas transformadas obtenidas en
esta tesis. Este método también fue utilizado por Garcia-Martinez
(2016) para evaluar la tolerancia a P. cinnamomi, en plantas no
transformadas de alcornoque, observando que habia diferencias en el
nimero de dias que sobrevivian los diferentes genotipos testados.
Igualmente, en estudios realizados en castafio para identificar hibridos
resistentes a P. cinnamomi, se utilizd6 como pardmetro de control el
numero de dias de supervivencia de plantas cultivadas en medio liquido
y que fueron infectadas con el oomiceto, considerandose resistentes
aquellas plantas que sobrevivian mas de 50 dias frente al ataque del
oomiceto (Cuenca et al. 2010). En abeto de Douglas, Almaraz-Sanchez
(2016) también evalud la tolerancia frente a diferentes cepas de P.
cinnamomi recogidas de diferentes huéspedes, en funcion del nimero
de dias que tardaban en detectarse los primeros sintomas de infeccion,
y los dias de supervivencia de las plantas. Estos autores inocularon
arboles de tres afios de edad mediante la aplicacion de un disco de
micelio en el tallo. Tras 8 meses se vieron diferencias significativas en
la variacion de la patogenicidad por parte de las diferentes cepas del
oomiceto. El parametro dias de supervivencia también se ha utilizado
para evaluar la tolerancia en plantas transformadas con proteinas tipo
taumatina a enfermedades causadas por oomicetos (Dhekney et al.
2011).

De las 8 lineas transgénicas de alcornoque analizadas, 7
sobrevivieron mas dias después de la infeccion que los controles, 4 de
ellas de forma significativa. Las plantas transformadas de los genotipos
ALMG6 y ALMSO0 sobrevivieron como minimo una semana mas que sus
homdlogas no transformadas. En el genotipo TGR3 las plantas
transgénicas de las lineas tau 5, 6 y 21 sobrevivieron el doble de dias
que las plantas control sin transformar. De todas las lineas transgénicas
analizadas, solo la linea TRG3-tau 18 mostr6 una supervivencia similar
o inferior a los controles sin transformar. Algunas plantas transgénicas
fueron incluso capaces de sobrevivir una vez finalizado el experimento
(es decir por encima de los 31 dias), de tal manera que la parte apical
del brote pudo ser recuperada y cultivada de nuevo sin que se produjese
reaislamiento del oomiceto.
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Ninguna de las plantas de las lineas sin transformar utilizadas como
control (ALM6-wt, ALM80-wt, TGR3-wt) sobrevivio mas de 13 dias.
Estos resultados coinciden con las observaciones de Garcia-Martinez
(2016) en su evaluacion de resistencia en plantas de alcornoque
aclimatadas sin transformar, que observaron que ninguna de las plantas
infectadas sobrevivia mas de 15 dias a la infeccion.

En encina, los resultados de tolerancia obtenidos no fueron tan
buenos como los de las lineas transgénicas de alcornoque. En esta
especie se evaluo la tolerancia de 5 lineas transformadas, de las cuales
3 (Q8-tau 4, tau 7 y tau 14) sobrevivieron sélo unos dias mas que el
control. Ademas, la linea que mostr6 los mayores niveles de expresion
de CsTL1 (Q8-tau 36) fue la que tenia menos tolerancia frente al
patdgeno. Estos resultados pueden ser debidos a las caracteristicas
propias de las plantas de encina, ya que su menor altura y el pequefio
tamano de sus hojas propiciaba que la infeccidon avanzase con rapidez,
incluso en las lineas mas tolerantes. De esta manera, era dificil discernir
si las plantas sucumbian debido a sus propias caracteristicas fisiologicas
o porque la expresion de la taumatina no era suficiente para combatir la
infeccion. Sin embargo, los resultados presentados en esta tesis abren
la puerta a la posibilidad de obtener plantas de encina tolerantes frente
a la infeccion de P. cinnamomi. Quizas en el futuro se consigan
optimizar los protocolos para obtener plantas de encina con mayor
tamafio, o la aclimatacion de las mismas, para asi obtener plantas ex
vitro y realizar analisis de tolerancia que permitan validar la actividad
antifingica de forma mas fiable.

Las plantas sin transformar de ambas especies mostraron, sin lugar
a dudas, todos los sintomas tipicos de una infeccidon causada por P.
cinnamomi y descritos por diferentes autores, como es la pérdida del
color de las hojas, detencion del crecimiento, marchitamiento,
defoliacion y muerte (Tuset et al. 2001; Lopez et al. 2007; Rial et al.
2008; Almaraz-Sanchez et al. 2016). Por el contrario, las lineas
transformadas no mostraban signos de decaimiento en la parte apical
del tallo, especialmente las lineas TGR3-tau 5, tau 6 y tau 21, que
continuaron creciendo a pesar de la infeccion. Si se observaron signos
se necrosis en la parte basal del tallo y en el callo, pero se sospecha que
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esos sintomas eran provocados por el contacto directo con el micelio
que crecia en la superficie del medio liquido o el puente de papel, y no
por la infeccién en si.

La seleccion de las lineas transgénicas para los ensayos de
tolerancia se realizé en funcidén de los niveles de expresion del gen
CsTL1, de tal manera que se seleccionaron aquellas lineas con mayores
niveles de expresion del mismo. En los experimentos de tolerancia con
plantas de alcornoque transformadas con el gen CsTL1 se ha visto que,
en general, hay correlacion entre el nivel de expresion de la proteina
tipo taumatina y la tolerancia frente a P. cinnamomi. Por el contrario, la
linea de encina Q8-tau 36 que es la que tenia mayor expresion y la linea
TGR3-tau 18 que tenia una expresion similar a las lineas TGR3-tau 5 y
6 fueron las que significativamente sobrevivieron menos dias. Ambos
resultados han sido mencionados en la bibliografia. Algunos trabajos
coinciden en que la seleccion de las lineas transgénicas con mayor
expresion de las proteinas aumenta la probabilidad de obtener un
fenotipo tolerante frente al patdogeno (Chen y Punja 2002; Mahdavi et
al. 2012; Acharya et al. 2012). Sin embargo, otros autores no
observaron dicha correlacion entre la tolerancia y los niveles de
expresion de la taumatina (Fagoaga ef al. 2001; Dhekney et al. 2011).

En la bibliografia y a lo largo de la discusién se han descrito
métodos muy diversos a la hora de afrontar los ensayos de infeccion,
tanto en plantas transformadas con proteinas tipo taumatina como con
otros tipos de proteinas PR. El material para los ensayos de tolerancia
es muy variado desde plantas (Munis et al. 2010; Naseri et al. 2012), a
hojas (Dhekney et al. 2011; Oden y Ojola 2018), espigas (Chen et al.
1999; Anand et al. 2003), o bulbos (Acharga et al. 2013).

A menudo, el factor limitante en especies lefiosas es el material
vegetal, debido, como ya se ha mencionado, a las dificultades que
entrafia la maduracion, germinacion y aclimatacion de las plantas a
partir de los embriones somaticos. De forma ideal, los ensayos de
tolerancia deberian imitar en todo lo posible las condiciones que se dan
en la naturaleza. Esto conllevaria obtener plantas aclimatadas de varios
meses o anos de edad antes de realizar la infeccion. Sin embargo, esto
es muy complicado de conseguir en lefiosas y requiere de mucho tiempo

187



VANESA CANO

para la obtencion de un buen niimero de plantas. La obtencion de
plantas aclimatadas es particularmente dificultoso en el caso de la
encina, pues este proceso, tanto a partir de plantas derivadas de brotes
axilares enraizados como a partir de embriones somaticos convertidos
en plantas, es extremadamente dificil, mencionandose en la bibliografia
porcentajes de aclimatacion inferiores al 10% (Martinez et al. 2019).
En este sentido, las técnicas de testado in vitro tienen un gran interés en
la busqueda o seleccion de cultivares tolerantes o resistentes a la
presencia de un determinado patdégeno, porque es un método mas rapido
y econdmico que si esos ensayos se realizaran directamente en campo
(Cuenca et al. 2010; Garcia-Martinez 2016). El testado in vitro se ha
utilizado con éxito, por ejemplo, para determinar la tolerancia de
portainjertos de aguacate a P. cinnamomi (Lopez et al. 2007).

A la hora de abordar un ensayo de tolerancia in vitro hay que tener
en cuenta el medio en el que se establecen los cultivos de la especie
vegetal para ser infectados, la metodologia a seguir para la correcta
infeccion de las plantas con el patdgeno, la seleccion de los parametros
adecuados que reflejen las diferencias en las respuestas de los distintos
genotipos de la especie vegetal frente al patdogeno, y la reproducibilidad
de los resultados una vez que los genotipos seleccionados son
cultivados en condiciones ex vitro (Garcia-Martinez 2016). Para la
evaluacion de la tolerancia de las plantas de alcornoque y encina de esta
tesis se adapto el método de cultivo liquido propuesto por Cuenca et al.
(2010) para evaluar la tolerancia de castafio a P. cinnamomi. Los
ensayos en vermiculita o en tierra fueron descartados, como ya se ha
mencionado, debido a la dificultad que supuso la aclimatacion de
plantas de ambas especies, de tal forma que no se pudo tener un nimero
de plantas significativo de plantas aclimatadas en el marco de la tesis
para poder llevar a cabo la infeccion ex vitro.

Entre las ventajas de este sistema se encuentran que es un protocolo
mucho mas rapido que requiere tan sélo del enraizamiento de las plantas
y permite realizar varias repeticiones del ensayo en un periodo mas
corto de tiempo. También se asegura que todas las plantas tengan la
misma edad, sean fisiologicamente mas homogéneas y se evitan las
diferencias ambientales. Es posible adaptar el volumen del medio
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liquido al tamafio de la planta y sus raices, facilitando la adicion de
medio fresco, si fuese necesario, y permite monitorizar en todo
momento el avance de la infecciéon en las raices. En el caso de
alcornoque y encina, ninguna de las plantas utilizadas durante la
evaluacion de resistencia, ni sus controles, se vieron afectados
negativamente por las condiciones de cultivo. La infeccion en medio
liquido podria solventar las diferencias de sensibilidad a la infeccion
mencionadas por Tuset et al. (2001). Este autor describe una serie de
factores que pueden alterar la infeccidén ex vitro en sustrato: primero
posibles interferencias producidas entre las zoosporas enquistadas,
debido a que las zoosporas se acumulan masivamente en zonas
puntuales de la corteza radical y entorpecen o impiden a los tubos
germinativos alcanzar los tejidos superficiales. En segundo lugar,
problemas de sensibilidad a la infeccidon, que pueden ser originadas por
la escasa atraccion que los tejidos radicales de algunas especies de
Quercus ejercen sobre las zoosporas. Por ultimo, también puede
producirse la formacidon precoz de tejido suberigeno en las raices
absorbentes, lo cual obstaculizaria la penetracion de los tubos
germinativos. Estos problemas pueden solventarse mediante la
infeccion en medio liquido dentro de tubos de vidrio ya que, siendo un
espacio tan reducido, se facilitaria la atraccion de las zoosporas por toda
la superficie de la raiz. Para retrasar la suberificacion de las raices, se
cubrio la parte inferior de cada tubo con papel de aluminio, desde el
inicio del enraizamiento, hasta que se produjo la infeccion. Ademas,
este protocolo de infeccion permite sellar los tubos de vidrio,
solucionando de esta manera el riesgo de escapes del oomiceto,
permitiendo mantener los cultivos en camaras de cultivo de nivel 1y 2
de contencidn bioldgica, y facilitando la posterior esterilizacion de todo
el material.

Se puede concluir que el método de infeccion en medio liquido
resulta muy util en el caso de querer evaluar diferentes lineas
transformadas de forma réapida, permitiendo realizar una primera
seleccion de aquellas lineas que presenten mayor tolerancia frente al
patogeno. En el futuro, s6lo las lineas transgénicas con mejores
resultados podran multiplicarse y ser aclimatadas, reduciendo de esta
manera el tiempo y material utilizado.
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Podemos concluir que, los resultados obtenidos en la presente
investigacion y en las anteriormente mencionadas (ver Anexo 1) avalan
la estrategia de incrementar la tolerancia de las plantas, incluso en
lefosas, a hongos y oomicetos mediante la transformacidn genética con
proteinas tipo taumatina.
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ALCORNOQUE

1. El antibiotico kanamicina, en una concentracion de 125 mg/L,
resultd ser el agente selectivo adecuado para discriminar los embriones
transformados genéticamente, mientras que el antibidtico bactericida
carbenicilina, en una concentracion de 300 mg/L, fue efectivo para
inhibir el crecimiento de Agrobacterium tumefaciens tras los ensayos
de transformacion.

2. La transformaciéon genética de alcornoque con el gen CsTL]1,
que codifica una taumatina, se logré con embriones somaticos en estado
globular-torpedo pre-cultivados durante un dia y co-cultivados con la
bacteria durante 5 dias. Aplicando esas condiciones, se obtuvo la
transformacion genética de las tres lineas evaluadas, aunque la
eficiencia de la transformacion esta afectada significativamente por el
genotipo, con frecuencias que oscilaron entre el 2% y el 17%. Con ese
protocolo se han establecido de 30 lineas transformadas, 19 lineas a
partir del genotipo TGR3, 7 lineas a partir del genotipo ALM80 y 4
lineas a partir del genotipo ALM6.

3. El gen marcador GFP es un método de evaluacion de la
transformacion genética no destructivo, que simplifico el proceso de
transformacion, permitiendo la evaluacion de los eventos de
transformacion en tiempo real y una discriminacién mas eficiente de las
quimeras.

4. La presencia del gen CsTL! fue confirmada en todas las lineas
transgénicas obtenidas mediante PCR, mientras que la expresion del
gen fue analizada mediante qPCRrt. Dicho andlisis demostro la
expresion del gen de la taumatina, si bien los niveles de expresion del
mismo variaron notablemente entre las diferentes lineas transformadas
obtenidas. Se observd que en las tres lineas transgénicas analizadas de
los genotipos ALM6 y en ALMSO0, el gen de la taumatina se sobre-
expresaba de manera significativa. En el genotipo TGR3 la expresion
fue significativamente mayor en 4 de las 12 lineas analizadas.
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5. La crioconservacion mediante la aplicacion de un tratamiento de
vitrificacion permitié el almacenamiento a largo plazo de todas las
lineas embriogénicas transgénicas de alcornoque, con porcentajes de
recuperacion embriogénica después del almacenamiento en NL por
encima del 50% en todas las lineas, y llegando a alcanzar el 90-100%
en algunas lineas.

6. Durante el proceso de germinaciéon de los embriones
transgénicos se obtuvo el desarrollo de plantas completas en todas las
lineas transgénicas evaluadas, aunque los porcentajes de regeneracion
variaron en funcion de la linea (ALM6: 13,9-41,7%; ALMSO0: 2,8-
16,7%; TGR3: 5,6-36,1%). Brotes derivados de la conversion de los
embriones somadticos fueron micropropagados mediante la
proliferacion de yemas axilares y posteriormente enraizados; de esta
forma se puede incrementar el nimero total de plantas y generar plantas
con morfologia mas uniforme para los ensayos de tolerancia al
oomiceto P. cinnamomi.

7. En los estudios de tolerancia al oomiceto realizados in vitro se
observo que en plantas de 7 de las 8 lineas transgénicas estudiadas el
numero de dias de supervivencia tras la infeccion era mayor que en los
controles sin transformar, en 4 de ellas de manera significativa.
Asimismo, en la mayoria de las lineas estudiadas se encontrdé una
correlacion entre los niveles de expresion del gen de la taumatina en las
plantas transgénicas y su tolerancia al ataque del oomiceto.

ENCINA

1. Se ha obtenido por primera vez la transformacion genética de
encina, utilizando para ello cultivos embriogénicos y la cepa
EHA105pK7WG2D-TAU de Agrobacterium tumefaciens.

2. Aligual que en la transformacion de alcornoque, los antibioticos
seleccionados para la transformacion fueron la carbenicilina (300
mg/L) como antibidtico bactericida y la kanamicina como agente
selectivo, pero en una concentracion de 100 mg/L.
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3. La inclusion de un periodo de pre-cultivo de 1 0 2 semanas y la
modificacion del régimen de aplicacion de kanamicina fueron
esenciales para lograr la transformacion de las masas proembriogénicas
utilizadas como explanto diana. El genotipo de las lineas embriogénicas
de encina también afecto a la eficiencia de transformacion,
obteniéndose la transformacion de 2 de las 3 lineas evaluadas (QS:
3,33% y Q10-16:1,66%). Con el protocolo definido, se han obtenido 11
lineas transgénicas: 10 lineas a partir del genotipo QS8 y una a partir del
genotipo Q10-16.

4. Se comprobo que los niveles de expresion del gen CsTLI en
embriones somadticos de encina variaban entre las diferentes lineas
transgénicas obtenidas y que el gen se sobre-expresa significativamente
mas en 4 de las 6 lineas transgénicas evaluadas.

5. La crioconservacion de los embriones somaticos, previamente
crioprotegidos con un tratamiento de vitrificacion, demostrd ser un
método eficiente para la conservacion a largo plazo de las lineas
transgénicas de encina, obteniéndose porcentajes de recuperacion
embriogénica después del almacenamiento en NL del 43,3%-76,7%.

6. El desarrollo de plantas completas se obtuvo a partir de todas las
lineas transgénicas evaluadas, aunque el porcentaje de conversion
también depende de la linea transgénica (2,8%-75%). Adicionalmente,
la micropropagacion mediante proliferacion de yemas axilares de los
brotes aislados de embriones con conversion completa y su posterior
enraizamiento, permitid la obtenciéon de plantas mas uniformes en
términos de raiz y brote y de una forma continuada.

7. En el ensayo de tolerancia al oomiceto el nimero de dias de
supervivencia fue inferior al obtenido con las plantas de transgénicas de
alcornoque y la correlacion entre la tolerancia y los niveles de expresion
del gen no es evidente.
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Anexo 2. Secuencia del gen Cs7LI (amarillo), y del promotor
(verde) y terminador del gen CaM V35S (rosa).

CCTGCAGGCGGCCGCACTAGTGATATCACAAGTTT
GTACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGCCGCCCCCTTCACCATGA
TGAAAACCCTGGCACTCTACGGCCTTACCTTGGCTCTCTTTT
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TCTTATCTGGTGCGCACTCTGCTAAAATAACTTTCACAAACA
ACTGTCCAAGAACCATCTGGCCAGGAACCCTAACTTCAGAT
CAAAAACCTCAACTACCGAACACTGGATTTGTGTTAGCATC
CAAAGCATCTTTAACACTGGGTGTTCAAGCTCCATGGAAAG
GCCGGTTCTGGGCCCGAACCCGATGCACCACCAACTCAGGA
AAGTTCACTTGCGAGACTGCTGATTGTAGCACCGGTCAGGT
TGCATGCAACGGTAATGGTGCAATCCCACCAGCATCTTTAG
TAGAAATCAACATAGCAGCCAATCGCGGGATGGACTTTTAC
GATGTTAGCCTTGTAGATGGCTACAACTTGCCTGTTTCTGTA
GCCACCAGAGGCGGCACAGGTGATTGCAAGGCCACAAGCT
GTCGAGCCAACGTGAACGCGGTTTGCCCAGCGGAATTGCAA
GTGAAAGGGTCTGATGCGAGCGTGCTTGCTTGCAAGAGCGC
TTGTACTGCTTTCAATCAACCACAATACTGTTGCACTGGTGC
ATTTGACACCGCGAGAACATGTCCAGCCACAAAATATTCTC
GCATCTTTAAGCAACAATGTCCTCAAGCTTATAGCTATGCTT
ATGATGATTCTACCAGCACCTTTACCTGCTCTGGTGCACCCG
ACTATGTTATCACTTTTTGTCCATGAATTATAGAGAGGAAG
GGTGGGCGCGCCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGAT
ATCCCG

**Sin color regiones attR1 y attR2.
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Abstract

An efficient protocol for the genetic transformation of cork oak and holm oak somatic embryos (SEs) with the CsTL1
gene that encodes a thaumatin-like protein is described. Cork oak SEs at the globular or early torpedo stages, isolated
from three embryogenic lines, were pre-cultured for one day and co-cultured for 5 days with Agrobacterium
tumefaciens strain EHA105 harbouring the pK7WG2D-tau plasmid. Genetic transformation was successfully
achieved in all three embryogenic lines studied. Transformation efficiency was clearly genotype dependant, and the
highest rate (17%) was obtained with SEs of line TGR3. Successful transformation of holm oak SEs was not achieved
under the above-described conditions; transgenic SEs were only obtained, and at a lower frequency (2%), when the
original SEs were pre-cultured for 2-3 weeks with the Agrobacterium strain. At present, 30 GFP-positive cork oak
embryogenic lines and 10 GFP-positive holm oak embryogenic lines are being maintained in our laboratory by
secondary embryogenesis. The presence of different transgenes in the SEs was confirmed by PCR analysis.

Keywords: Agrobacterium tumefaciens, cork oak, holm oak, embryogenic cultures, genetic transformation

Abbreviations: GFP, Green Fluorescent Protein; kan, kanamycin; SEs, Somatic Embryos

Introduction

Cork oak (Quercus suber L.) and holm oak (Quercus ilex L.) are widely distributed in the Mediterranean
ecosystem. The economic importance of these tree species in the region is mainly due to production of cork
and acorns respectively. However, populations of both species have been decimated over the last few
decades by a syndrome denominated as oak decline, which is mainly caused by Phytophthora cinnamomi,
Diplodia mutila and Biscogniauxia mediterranea (Mufioz L6pez et al. 1992; Vannini et al. 1996; Sanchez
et al. 2002).

Phytophthora cinnamomi Rands. is an oomycete belonging to the family Pythiaceae (European and
Mediterranean Plant Protection Organization 2004). This pathogen infects more than 3,000 potential hosts
(Hardham 2005). It invades the root by the spread of primary hyphae from the cortex to parenchymal tissues
via apoplast and symplast pathways (Ruiz-Goémez et al. 2012). Quercus ilex is more susceptible to P.
cinnamomi than Q. suber, although both trees undergo a decrease in stomatal conductance when infected,
due to root loss and root lesions (Robin et al. 2001). Other symptoms caused by Phytophthora include
bleeding cankers on trunks, crown symptoms, chronic decline and death (Robin et al.1992). Although in
nature some trees show tolerance to oak decline, their distribution and breeding by traditional means are
constrained by a long juvenile period and reproductive cycle, complex reproductive characteristics (such
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as self-incompatibility and a high degree of heterozygosis) and recalcitrance to conventional vegetative
propagation methods.

Genetic transformation can be used to produce individual trees that are tolerant to oak decline. Over-
expression of genes conferring resistance is not yet possible, because specific genes for resistance to oak
decline have not been identified. Tolerance to fungal pathogens can occur via expression of heterologous
genes whose products, including pathogenesis-related (PR) proteins, display in vitro antifungal activity
(Van Loon 1997; Lorito et al. 1998). Such proteins are expressed in response to pathogen attack, abiotic
stress and developmental signals (Veluthakkal and Dasgupta 2010). Among these, the PR-5 family of
proteins (thaumatin-like proteins) are generally of low molecular weight (below 35 kDa) and may produce
transmembrane pores on fungal plasma membranes, thus promoting osmotic rupture and inhibition of
hyphal growth and spore germination.

The isolation of PR-proteins from chestnut seeds provides an opportunity to produce transgenic cork oak
and holm oak trees with genes encoding these proteins isolated from a species in the same family
(Fagaceae). The CsTL1 gene, which encodes a thaumatin-like protein, has been isolated from mature
European chestnut cotyledons (Garcia-Casado et al. 2000). Moreover, this protein exerts in vitro antifungal
activity against Trichoderma viride and Fusarium oxysporum (Garcia-Casado et al.2000).

The objective of this study was to develop a protocol for the genetic transformation of cork oak and holm
oak somatic embryos (SEs) with the CsTL1 gene, in a first step towards producing cork and holm oak trees
tolerant to oak decline.

Material and methods

Plant material

Three different embryogenic lines of Quercus suber (ALM6, ALM80 and TGR3) were used as sources of
target explants. All were initiated from leaves of adult trees selected for the high quality and yield of cork
produced (Toribio et al. 2005). One embryogenic line of Quercus ilex, named Q8, was used as the source
of explants. In this case, SEs were induced from adult trees selected for their high fruit yield (Barra-Jiménez
et al. 2014).

The embryogenic cultures were maintained by secondary embryogenesis with sequential subculture at 6-
week intervals on proliferation medium consisting of SH medium (Schenk and Hildebrant 1972)
supplemented with 3% (w/v) sucrose and 0.6% (w/v) Vitro-agar (Pronadisa, Spain). The pH of the medium
was adjusted to 5.6 before sterilization by autoclaving at 120°C for 20 min. The embryogenic cultures were
subjected to a 16 h 25°C light/8h 20°C dark photoperiod (provided by cool-white fluorescent lamps at a
photon flux density of 50-60 mmol m?s?).

Agrobacterium strain and plasmid

The chestnut gene encoding the thaumatin-like protein CsTL1 was cloned using the Gateway cloning
system (Invitrogen, USA) into plasmid pK7WG2D (VIB, Ghent University, Belgium) under control of the
CaMV35S promoter.

The CsTL1 coding region was mobilized into the pENTRTY/D-TOPO intermediate vector, and the
resulting pPENTRY/D-TOPO-CsTL1 was transferred into the Gateway-compatible plasmid pK7WG2D by
the LR clonase reaction (Invitrogen, USA). The vector, pK7WG2D-TAU (Fig. 1), was introduced into
Agrobacterium tumefaciens strain EHA105 (Hood et al. 1993) by the freeze-thaw method (Xu and Li 2008).
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This plasmid also includes the green fluorescence protein (EGFP) as a reporter gene, driven by the rol root
loci D (rolD) promoter, and neomycin phosphotransferase (NPTII) as selectable marker gene, driven by the
nopaline synthase (nos) promoter.

Figure 1. Representation of the T-DNA region of plasmid pK7WG2D-TAU used for the genetic
transformation of cork oak and holm oak somatic embryos.

Transformation procedures

Explants consisting of small groups of two-three SEs at globular and early torpedo stages were used for the
cork oak transformation experiments, whereas in holm oak the target explants consisted of one-two isolated
pro-embryogenic masses (PEMs) (Fig. 2). The cork oak explants were pre-cultured for one day, whereas
holm oak explants were pre-cultured for different times (one day, one week and two weeks) prior to
transformation (Fig. 2).

Cultures of Agrobacterium were initiated from a glycerol stock and grown overnight in liquid Luria-Bertani
medium (LB: 1% tryptone, 0.5% yeast extract, and 1% NaCl, pH 7.0 (Sambrook et al. 1989) containing
kan (10 mg/l) at 28°C with shaking (200 rpm). A single colony of the bacterium was inoculated into 2 ml
of LB medium containing 10 mg/l kan, and the culture was incubated overnight at 28°C at 200 rpm in
darkness. One ml of the bacterial suspension was inoculated into 600 ml of LB liquid medium with the
appropriate antibiotics. The bacterial suspension was then incubated at 28°C at 90 rpm until an ODggo Of
0.6-0.7 was achieved. The bacterial culture was then centrifuged at 6500 rpm for 10 min at 10°C and re-
suspended in 200 ml of Murashige and Skoog (1962) liquid medium containing 5% sucrose, pH 5.6-5.7.

Pre-cultured SEs were transformed by immersion in bacterial suspension for 30 minutes, before being
blotted dry on sterile paper and transferred to proliferation medium. The SEs were co-cultured for 5 days
in darkness at 25°C. The SEs were then washed for 30 min with sterile water containing 300 mg/I
carbenicillin.

The explants were transferred to Petri dishes with selective medium consisting of proliferation medium
containing 300 mg/I carbenicillin plus 100 mg/l kan (for cork oak) or 75 mg/l kan (for holm oak). The
explants were incubated under standard conditions, with transfer to fresh medium every two weeks. After
10 weeks, kan-resistant embryos were transferred to fresh proliferation medium containing 300 mg/I
carbenicillin plus 150 mg/l kan (for cork oak) or 100 mg/l kan (for holm oak). Somatic embryos were
maintained for a further four weeks in this medium (14 weeks in total) and putative transformants identified
by growth on selection medium were then evaluated by the GFP-specific fluorescence technique (GFP+).

Genetic transformation was indicated by GFP-specific fluorescence observed under a Leica M205 FA epi-
fluorescence stereomicroscope equipped with a light source consisting of a 100-W mercury bulb and a filter
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set including a 470/40x nm excitation filter and a 525/50m nm long-pass emission filter. Images were taken
with a Leica DSC7000T camera. The transformation efficiency was defined as the percentage of initial
explants that are GFP-positive after culture for 14 weeks in selection medium.

For each cork oak embryogenic line, duplicate experimental set-ups comprising ten explants placed in each
of 10 Petri dishes were established. For holm oak, ten explants were placed in each of 10 Petri dishes for
each pre-culture treatment, and the experiment was duplicated. In each transformation experiment, 20 non-
inoculated (wild type, WT) embryogenic explants were cultured on proliferation medium with or without
antibiotics (negative and positive controls).

Figure 2. Morphological appearance of individual cork oak (A) and holm oak (B) somatic embryos after the pre-
culture period (upper row) and after the Agrobacterium cultivation period (bottom row). Scale bar 1 mm.

PCR analysis

We extracted genomic DNA from cork oak and holm oak SEs derived from untransformed and putative
transgenic embryo lines, by using the Real Plant and Fungi Extraction Kit according to the manufacturer’s
instructions (Durviz, Spain). The presence of the CsTL1 (in both transcriptional senses), NPTII and EGFP
transgenes was confirmed by PCR analysis. Reactions were carried out in a 50 pL volume containing 1x
supplied Taq buffer, 2.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0.6 uM each primer, 1 U Tag DNA polymerase
(Qiagen, Germany) and 100-200 ng of genomic DNA. PCR analysis was conducted with gene-specific
primers: CsTL1-F (forward: 5-AGGTCACTGGATTTTGGT-3’; reverse: 5’-CACCATGATGAAAACCCTG-3’;
including T-35S region (Fig. 1)), CsTL1-R (forward: 5-GGTAAGGCCGTAGAGT-3"; reverse: 5'-
GATCTAACAGAACTCGCC-3;  including p35S  region (Fig. 1)), NPTIl  (forward: 5'-
GTCATCTCACCTTGCTCCTGCC-3’; reverse: 5-AAGAAGGCGATAGAAGGCGA-3’) and EGFP (forward:
5’-CACCGGGGTGGTGCCCAT-3’; reverse: 5’-CTAGTGGATCCCCCGGGC-3’). The expected sizes of PCR
fragments were 981 bp for CsTL1-F, 658 bp for CsTL1-R, 472 bp for NPTII, and 740 bp for EGFP.
Amplifications were carried out in a MJ Mini™ thermal cycler (Bio-Rad, Hercules, CA) by applying the
following programs after initial polymerase activation: 40 cycles at 94°C for 15s, 60°C for 30s and 72°C
for 1 min for CsTL1 gene, 35 cycles at 94°C for 50s, 60°C for 50 s and 72°C for 70 s for the NPTII gene,
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and 40 cycles at 94°C for 15s, 56°C for 30s and 72°C for 1 min for EGFP gene. The amplified products
were resolved on 1.2% (w/v) agarose gel and confirmed by the presence of a single band of expected size.

Maturation and germination

Cotyledonary-stage somatic embryos (>5mm) were isolated from transgenic lines of both species. Cork oak
somatic embryos were transferred to baby food jars with 30 ml of SH medium and stored at 4°C in total
darkness for two months according to Toribio et al. (2005). Somatic embryos were then transferred to jars
with 70 ml of SH medium supplemented with 0.025 mg/l 6-benzyladenine (BA) plus 0.05 mg/l indole-3-
butyric acid. Holm oak somatic embryos were transferred to empty Petri dishes and stored at 4°C in semi-
darkness for two months. The explants were then transferred to jars containing 70 ml of Gresshoff and Doy
(1972) medium with 0.1 mg/I BA. In both cases, SEs were cultured under standard conditions for 6 weeks.

Results

Evaluation of GFP fluorescence and development of transformants

Following the co-cultivation period, the explants gradually turned brown and many showed signs of
necrosis. Newly emerging somatic embryos or embryogenic structures were observed in necrotic explants
after culture for 6 (cork oak) or 8 weeks (holm oak). Kan-resistant explants were observed in all four
embryogenic lines after 10 weeks of culture on selective medium, although the highest rate of production
was achieved with line TGR3 (Fig. 3A, B). Only kan-resistant explants were isolated after 10 weeks of
culture on selective medium. In both species, all explants cultured in the absence of the Agrobacterium
suspension but in the presence of antibiotics (selective medium) became necrotic and did not survive
(negative control). In both species, the transformation efficiency was determined on the basis of the
fluorescence of surviving explants (Fig. 4). In cork oak, this parameter was clearly genotype-dependent,
with rates of 17 %, 4.5% and 2 % obtained for lines TGR-3, ALM80 and ALMS, respectively (Fig. 3A).

In holm oak, no response was obtained when the SEs were pre-cultured for only one day; however, a
transformation frequency of 2% was obtained when the explants were pre-cultured for one or two weeks
(Fig. 3B). Although larger explants were obtained after two weeks and were easier to manipulate (Fig. 2B),
several of them were contaminated with Agrobacterium, probably due to the complex shapes of the
embryogenic forms, which may have impeded exposure of the surfaces to the bactericidal agent used during
the washing step. A total of 30 GFP-positive embryogenic lines of cork oak were obtained and 10 GFP-
positive lines of holm oak.

After GFP evaluation, new embryogenic transgenic lines of each genotype were established. One
cotyledonary-stage embryo was isolated from each GFP-positive line and subcultured on selective medium
for proliferation and establishment of different embryogenic transgenic lines. These lines were then
successfully maintained by secondary embryogenesis on proliferation medium.
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Figure 3. Kanamycin resistance frequency and transformation efficiency obtained for somatic embryos of cork oak
(A) and holm oak (B). In cork oak the three different embryogenic lines are specified. In holm oak are shown the three
pre-culture times.
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Figure 4. A, C, E, G. Kanamycin resistant explants of holm oak (A) and cork oak (C, E, G) observed under white
light after culture for 8 weeks in selection medium. B, D, F, H. The same somatic embryos as shown in A, C, E, G
observed under blue light and showing green fluorescence.

PCR analysis

The presence of the three transgenes was confirmed by PCR analysis in all putative transgenic lines
analysed, but not from untransformed somatic embryos. A single band of the expected size was obtained
in each embryogenic line. The presence of a thaumatin-like gene was confirmed in both transcriptional
senses (Fig. 5).
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Figure 5. PCR amplification obtained with primers specific for production of a
658-bp (A) and 981-bp (B) CsTL-F and CsTL-R fragments, respectively. M:
DNA ladder; W: non transgenic somatic embryos (negative control); P
corresponds to plasmid DNA (positive control); Lanes 1-12: cork oak transgenic
lines (lanes 1-9) and holm oak transgenic lines (lanes 10-12).

Figure 6. GFP expression on apex (A, B) and root (C) derived from
transgenic plants visualized in an epi-fluorescence stereomicroscope.
Untransformed leaf without GFP expression (D) visualized in an epi-
fluorescence stereomicroscope.
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Evaluation of GFP in plants

Transgenic plants were obtained after germination of SEs derived from cork oak and holm oak transgenic
lines. No phenotypic differences were found relative to control plants, suggesting no potential cytotoxic
effects of the GFP.

GFP expression was also verified in shoots, leaves and roots derived from plantlets obtained after somatic
embryo germination (Fig. 6A, B, C). Fluorescence was also more intense in young, small leaves than in
older, larger leaves, and it was easier to detect in veins, midrib and petioles than in blades. GFP expression
was not detected in roots, leaves (Fig. 6D) or shoots obtained from the non-transformed plants used as
negative control.

Discussion

This is the first report of the genetic transformation of cork oak and holm oak with a gene from the Fagaceae
family that describes attempts to improve the tolerance of the species to oak decline. Genes that encode
thaumatin-like protein have been tested in other species, such as European chestnut (Corredoira et al. 2012),
Citrus (Fagoaga et al. 2001; Zanek et al. 2008), wheat (Mackintosh et al. 2007) and pedunculate oak
(Mallén et al. 2014).

Genetic transformation has been achieved in several oak species, including cork oak. In Quercus robur,
successful transformation of SEs initiated from mature and juvenile pedunculate oak trees has been reported
with the Agrobacterium strain EHA 105 harbouring with p35SGUSINT plasmid containing a uidA reporter
gene and ntptll marker gene. Transformation efficiencies of 6% and 2% were achieved in juvenile material
and in the mature genotype respectively (Vidal et al. 2010; Mallén et al. 2013). Different strategies for
genetic transformation have been proposed for cork oak. Alvarez et al. (2004) reported a transformation
frequency of 4% when embryogenic clusters and isolated embryos derived from a single embryogenic line
were used in transformation experiments. These explants, without pre-culture, were infected with different
Agrobacterium strains harbouring pBINUbiGUSint, co-cultured for 2 days in darkness, washed with a
solution of cefatoxime (600 mg/l) for 2 hours, and cultured on proliferation medium supplemented with
500 mg/I cefatoxime and 100 mg/l kan. In a subsequent study using the same protocol, Alvarez and Ordéas
(2007) achieved successful transformation of only 3 of the 6 embryogenic lines evaluated using the
Agrobacterium strain AGL1 transformed with the plasmid pBINUbiGUSint. Later on, somatic embryos
isolated from an embryogenic line with a higher transformation capacity were subsequently transformed
with Agrobacterium strain AGL1 harbouring the plasmid pBINUbiBar, with the objective of producing
adult transgenic cork oak trees resistant to the herbicide phosphinothricin (Alvarez et al. 2009).

The protocol defined in this study differs in several aspects from those previously applied to cork oak. For
example, we used carbenicillin (300 mg/l) as the bactericidal agent, after earlier attempts using cefatoxime
proved unsuccessful (the embryos tended to acquire a dark yellowish colour and did not grow). Moreover,
as cefatoxime is thermolabile and photolabile, it is advisable to maintain the cultures in darkness (Alvarez
and Ordas 2007). We also used GFP rather than GUS as a selectable marker. The GFP assay greatly
simplified and improved evaluation of the transformation events in real time, relative to the GUS assay.
The presence of necrotic tissues or green spots may interfere in the GUS assay, thus necessitating longer
periods of incubation or maintenance of the embryos in darkness to avoid greening (Alvarez and Ordés
2007); however, these difficulties were precluded by the use of GFP. Detection of GFP fluorescence is
easy and non-destructive, whereas large numbers of explants must be sacrificed in the GUS assay (Wu et
al. 2015). As each putative transformed line is established from a single transformation event, GFP helps
to isolate only transformed embryogenic masses. In our study, only one fluorescent embryo at its
cotyledonary-stage was isolated in order to establish the putative transgenic lines.
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In all previous reports concerning genetic transformation of cork oak, the genotype was indicated to have
a strong influence. Alvarez and Ordas (2007) reported higher transformation efficiency with the M10 line
(43%) than with lines ALM6 and ALM80, which died after 4 months of culture in the presence of kan. In
the present study, genetic transformation of all three cork oak lines was achieved (17% in TGR3, 4.5% in
ALMB8O0 and 2% in ALM®), including the lines ALM6 and ALMB80 which were not transformed in previous
studies.

To our knowledge, this is the first report of the successful genetic transformation of holm oak. A similar
protocol was also applied to cork oak, although the procedure had to be modified as pre-culturing the
explants for only one day did not produce successful results. When the explants were pre-cultured for one
or two weeks, a comparable transformation efficiency (~2%) was achieved. Although low, this rate was
sufficient to establish ten transgenic embryogenic lines in holm oak. The same pre-culture time was
necessary for the genetic transformation of pedunculate oak somatic embryos (Vidal et al. 2010).
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Abstract

Here we describe for the first time a protocol for the genetic transformation of the holm
oak Quercus ilex. Holm oak populations are seriously affected by a disorder known as oak
decline syndrome. However, tolerant plants can be obtained by overexpression of patho-
genesis-related (PR) proteins. The aim of the present study was to define a protocol for
transforming somatic embryos (SEs) of holm oak with the gene CsTLI encoding a chest-
nut thaumatin-like protein (PR protein). Lethal concentrations of kanamycin (kan) were
determined in previous studies, in which SE formation was found to be inhibited by kan
concentrations of 100 mg/L and above. Genetic transformation was only achieved when
target explants were pre-cultured for one or 2 weeks, with a transformation efficiency of
2%. Transformation was also affected by genotype and was only successful in 2 of the 3
embryogenic lines evaluated. A total of 11 transformed lines (10 corresponding to line Q8
and 1 to line Q10-16) were obtained, all of which were maintained by secondary embryo-
genesis on proliferation medium (Schenk and Hildebrandt medium lacking plant growth
regulators). The transgenic embryogenic lines were successfully cryopreserved by a vitri-
fication-based procedure, thus enabling the lines to be preserved while tolerance tests were
performed. The presence of CsTLI in genomic DNA was confirmed by PCR, and expres-
sion of the gene was determined by qPCR. CsTLI expression was up to 5.93 times higher
in transgenic lines than in the corresponding untransformed line. Transgenic plants were
produced from transformed SEs, with embryo conversion rates ranging from 2.8 to 66.7%.
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Introduction

Quercus ilex L. (holm oak) is one of the main constituents of the Spanish agrosylvopas-
toral systems known as “dehesas”, reported to the most widespread type of agroforestry
system in Europe and covering a total area of 3.1 million hectares (Moreno and Pulido
2009). Holm oak acorns provide a rich source of nutrients for foraging animals, espe-
cially Iberian pigs (the meat of which is the basis of a high-quality food industry), as
well as sheep, cattle, horses and fighting bulls (Cafiellas et al. 2007). In addition, the
ectomycorrhizal fungus Tuber melanosporum develops a symbiotic relationship with
holm oak roots, producing the black truffle, one of the most expensive edible mush-
rooms in the world due to its use in international haute cuisine (Reyna-Domenech and
Garcia-Barreda 2009). This production system is at risk due to the high rate of mortality
of the trees across the southwest of Iberian Peninsula, caused by oak decline syndrome,
denominated “La seca” (in Spanish) and “A secca” (in Portuguese). Several research
groups indicate that the oomycete Phytophthora cinnamomi Rands may be the main
cause of the disease (Corcobado et al. 2013). P. cinnamomi invades the root system via
the spread of primary hyphae from the cortex to parenchymal tissues through apoplast
and symplast pathways (Ruiz-Gémez et al. 2012).

Plants, included trees, have an array of structural barriers and pre-formed antimicrobial
metabolites to prevent or attenuate invasion by potential attackers and to defend themselves
against all pathogens. These defence systems mainly include cell wall fortification through
the synthesis of callose and lignin, the production of antimicrobial secondary metabolites
(such as phytoalexins) and the accumulation of pathogenesis-related (PR) proteins (Dumas
et al. 2008; Kovalchuk et al. 2013; Ali et al. 2018). Recognition of pathogen-specific effec-
tors through the effector-triggered immunity system is particularly effective, as it is fol-
lowed by production of reactive oxygen species and culminates in programmed hypersen-
sitive cell death at the site of pathogen invasion, thus isolating the pathogen from the rest
of the plant and preventing further damage (Pieterse et al. 2009). In addition, a systemic
acquired response (SAR) is induced in different parts of the plant in order to protect live
tissues (Vlot et al. 2008). SAR response is characterized by accumulation of the salicylic
acid and activation of PR genes (Fu and Dong 2013). PR proteins constitute a diverse
group of proteins which not only accumulate during SAR response but also were triggered
by abiotic stress, pathogen attack, and hypersensitive response (Van Loon et al. 2006).
They play a major role in natural defence against pests and pathogens, and they form an
intersection point for various response networks by reacting with different inducers such
as phytohormones, salicylic acid, and jasmonic acid. The currently recognized PR proteins
comprise 17 families of induced proteins (Veluthakkal and Dasgupta 2010); however, for
the purpose of the present study, we focused on the PR-5 families. The PR-5 family of pro-
teins includes permatins, osmotins, zeamatins and thaumatin-like proteins (TLPs). TLPs
are the proteins of a large, highly complex gene family involved in host defense and a broad
range of developmental routes in animals, fungi and plants (Liu et al. 2010). It seems that
high concentrations of TLPs can form transmembrane pores on fungal plasma membranes,
causing osmotic rupture, inhibition of spore germination and inhibition of hyphal exten-
sion (Velazhahan et al. 1999). A major 23-kDa TLP, termed CsTLI, purified from mature
Castanea sativa cotyledons, has been shown to possess in vitro antifungal activity against
Trichoderma viride and Fusarium oxysporum. It also interacts synergistically with endo-
chitinase and endoglucanase and forms a complex seed defensive system against microbial
growth in Castanea (Garcia-Casado et al. 2000).
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No effective treatments have yet been developed to control oak decline. Moreover, con-
ventional breeding programs including backcross steps have not been carried out to pro-
duce disease-resistant plants (Martinez et al. 2019). Such programs will probably not be
carried out with holm oak, as the completion of improvement cycles is very time-consum-
ing. Genetic transformation may represent a practical alternative, as they can be carried
out relatively quickly once in vitro plant regeneration procedures are available and genes
related to plant defence are identified. Genomic research on oaks has increased greatly
in recent years (http://www.hardwoodgenomics.com). The information obtained in this
research could be of great interest in identifying holm oak trees that are resistant or toler-
ant to disease. Furthermore, although the genes involved in the resistance of oak plants to
pathogens attacks are not yet known, isolation of PR proteins from chestnut seeds may lead
to the production of transgenic holm oak plants with genes encoding these proteins.

Despite the potential usefulness of genetic transformation, no research on holm oak
genetic transformation is available in the international databases. By contrast, genetic trans-
formation using marker genes has been reported in other species in the family Fagaceae,
such as cork oak (Alvarez et al. 2004), pedunculate oak (Vidal et al. 2010) and chestnut
(Corredoira et al. 2004, 2007; Andrade et al. 2009). In addition, somatic embryos of Amer-
ican chestnut (Kong et al. 2014; Newhouse et al. 2014), European chestnut (Corredoira
et al. 2012, 2016) and pedunculate oak (Mallén et al. 2014) have been transformed using
antifungal candidate genes.

The objective of the present study was to define a protocol for transforming holm oak
embryogenic lines with the thaumatin-like protein CsTLI gene to increase tolerance or
resistance to the pathogen causing oak decline.

Materials and methods
Plant material and culture conditions

Embryogenic cultures initiated from teguments (Lines Q8 and E2; Barra-Jiménez et al.
2014) or from leaf explants (Line Q10-16; Martinez et al. 2017a) were used in the trans-
formation experiments. Embryogenic lines have been maintained by secondary embryo-
genesis with subculture at 6-week intervals onto proliferation medium consisting of Schenk
and Hildebrandt macro- and micronutrients (SH 1972), Murashige and Skoog vitamins
(MS 1962), 3% sucrose (w/v) and 0.6% Vitro-agar (w/v) (Pronadisa, Spain). The medium
was sterilized by autoclaving at 121 °C for 20 min, after the pH was adjusted to 5.6. Cul-
tures were subjected to a 16-h photoperiod (provided by cool-white fluorescent lamps at
a photon flux density of 50-60 pmol m~2 s™') and 25 °C light/20 °C darkness (standard
conditions).

Determination of tolerance to antibiotics

The tolerance of somatic embryos (SEs) to kanamycin (kan) was tested in a preliminary
experiment. Two or three nodular embryogenic structures (NES) isolated from QS line
were cultured on proliferation medium augmented with different concentrations of kan
(0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, and 175 mg/L). The effects of the antibiotics carbenicil-
lin (300 mg/L) and cefotaxime (300 mg/L) on the somatic embryo proliferation were also
assessed. All antibiotics were added to autoclaved proliferation medium by filtration. For
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each concentration of antibiotic, four Petri dishes with eight NES per dish were used, and
the experiment was repeated twice. After 8 weeks of culture under standard conditions,
data were recorded by evaluating the percentage of explants forming secondary somatic
embryos and the number of somatic embryos per explant.

Agrobacterium strain, binary plasmid and preparation of bacteria culture

In the present study, we used the CsTL/ gene, which encodes the thaumatin-like protein
and which was first identified by Garcia-Casado et al. (2000) in mature European chest-
nut cotyledons. Briefly, the CsTLI gene was cloned into pK7WG2D vector (Karimi et al.
2002) under CaM V35S promoter and terminator. This vector also carries the green fluores-
cence protein (EGFP) scorable marker gene driven by the rol root loci D (rolD) promoter
and the neomycin phosphotransferase (NPTII) selectable marker gene driven by the nopa-
line synthase (nos) promoter and terminator (Supplementary information 1). The vector
resulting from cloning the CsTLI gene was denominated pK7TAU (Supplementary infor-
mation 1). Disarmed Agrobacterium tumefaciens strain EHA105 (Hood et al. 1993) was
transformed with pK7TAU by applying the freeze/thaw method (Xu and Li 2008). Cultures
of EHA105pK7TAU to use in the transformation experiments were done according Corre-
doira et al. (2015).

Transformation procedures

For the transformation experiments, explants consisting of 2-3 NES were isolated from
embryogenic cultures of line Q8, 6 weeks after the last subculture. Target explants
were pre-cultured on proliferation medium for 1 day, 1 week and 2 weeks (Fig. la—c).

Fig. 1 Genetic transformation of somatic embryos of holm oak mediated by Agrobacterium tumefaciens
strain EHA105pK7TAU. a—¢ Morphological aspect of target explants after pre-culture for 1 day (a), 1 week
(b) and 2 weeks (c) on proliferation medium. Bar: 1 mm. d Kanamycin resistant somatic embryos (arrow)
after culture for 10 weeks on selective medium. Bar: 1 mm. e Transformed somatic embryos observed
under white light. Bar: 5 mm. F. The same somatic embryos as in e showing green fluorescence under UV
light. Bar: 5 mm
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Pre-cultured explants were immersed in 20 mL of infection medium for 30 min, before
being filtered and finally transferred to proliferation medium and co-cultivated for 5 days at
25 °C in darkness. After the co-cultivation period, Agrobacterium was removed by washing
the explants in autoclaved water containing 300 mg/L carbenicillin, for 30 min with gen-
tle shaking. The explants were recovered by filtration and transferred to Petri dishes con-
taining proliferation medium supplemented with 300 mg/L carbenicillin and 75 mg/L kan.
Explants were cultured under standard conditions in this medium for 2 weeks and were
subsequently transferred every 2 weeks to selective medium consisting of proliferation
medium with 300 mg/L carbenicillin and 100 mg/L kan. After 10 weeks, kanamycin-resist-
ant embryos were isolated (Fig. 1d) and transferred to fresh selective medium for a further
4 weeks. At the end of this period (14 weeks in total), putative transformants (identified by
clear new growth on selective medium) were evaluated using GFP-specific fluorescence
(GFP+). In this experiment, 120 explants (12 Petri dishes with 10 explants per dish) were
used per pre-culture time evaluated, yielding a total of 360 explants.

To evaluate the effect of genotype, 2-3 NES of the embryogenic lines Q8, Q10-16 and
E2 were pre-cultured for 1 week on proliferation medium, infected with EHA105pK7TAU,
co-cultured for 5 days on proliferation medium, and transferred to selective medium for
10 weeks, as described above. In these experiments, 60 explants (6 Petri dishes with 10
explants per dish) were used per embryogenic line, yielding a total of 180 explants.

In addition, in each transformation experiment, twenty uninfected control NES (10
explants per Petri dish) were cultured on proliferation medium (positive control) and on
selective medium (negative control).

Analysis of putative transformants
Evaluation of transformation efficiency by GFP visualization

After culture of the somatic embryos for 14 weeks on selective medium, GFP-specific flu-
orescence of kan-resistant somatic embryos was visualized in a Leica M205FA epifluo-
rescence stereomicroscope (Leica, Germany). Images were taken with a Leica DSC7000T
camera (Leica, Germany). The transformation efficiency was calculated as the percentage
of initial explants that showed GFP fluorescence (GFP +).

From each GFP+ explant, one somatic embryo at cotyledonary-stage was isolated and
subcultured on selective medium to produce the different transformed embryogenic lines.
The transgenic lines were maintained by subculture of NES with sequential subculture at
5-6-week periods on selective medium.

Molecular analysis of transgenic embryogenic lines
PCR analysis

Genomic DNA was obtained from somatic embryos at early cotyledonary stage, isolated
from untransformed (wild type, wt) and putative transgenic embryogenic lines by using
the Realpure Spin Plants and Fungi Kit (Durviz, Spain) according to the manufacturer’s
instructions. Reactions were carried out in a total volume of 25 pL containing 200 pM
dNTPs, 0.5 pM each primer, 0.5-1 U Taq DNA polymerase (Qiagen, Germany), 1 X sup-
plied Taq buffer, and 150-250 ng of genomic DNA. PCR reactions were performed
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using gene-specific primers (Supplementary information 2) in a MJ Mini™ thermal
cycler (Bio-Rad, USA).

The amplified PCR products were observed and photographed using the UVP gel
documentation system (Bio-Rad, USA), after electrophoresis on a 1.5% (w/v) agarose
gel. The presence of transgenes was confirmed by detection of a single band of the
expected size (Supplementary information 2).

Real-time PCR quantification of CsTLT overexpression

Total RNA was obtained from early cotyledonary somatic embryos of 6 putatively
transgenic lines as well as of the untransformed embryogenic lines Q8 and Q10-16 by
using Qiagen RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Germany), following the manufacturer’s
instructions. Genomic DNA contamination was eliminated using the RNase-Free DNase
Set (Qiagen, Hamburg, Germany), and the quality of the RNA was checked in a Nan-
oDrop 3300 fluorometer (ThermoFisher, USA). cDNA was obtained from 1 ug total
RNA by using the Quanta cDNA synthesis kit (Quanta Biosciences, USA). Quantitative
real-time PCR (qPCR) was carried out in an optical 48-well plate with an Eco Real-
Time PCR System (Illumina, USA). Four independent biological replicate samples were
evaluated per line. The samples were processed in triplicate in a final reaction volume of
15 pL. These reactions contained 1 X SYBR Green Master Mix (ThermoFisher, USA),
400 mM of each primer and 1 pL. of cDNA template. The CsTLI primers used in the
gPCR analysis were designed with Primer 3 software (Supplementary information 2).

The expression values were normalized to those of three reference genes: polymerase
elongation factor (EF) (Soler et al. 2008), actin (ACT) and tubulin (TUB) (Porth et al.
2005) (Supplementary information 2). These reference genes were previously chosen
(using geNorm software) for their stability during somatic embryo histodifferentiation
(Vandesompele et al. 2002). Relative expression data for CsTLI were expressed as fold-
changes determined using the comparative Ct method (Livak and Schmittgen 2008). All
normalizations and calculations were performed applying EcoStudy™ v5.0.4890 soft-
ware (Illumina, USA).

Establishment of transgenic plants

Cotyledonary-stage somatic embryos (>5 mm) isolated from transformed lines and
untransformed lines (Q8 and Q10-16) were transferred to empty Petri dishes and stored
at 4 °C in dim light conditions for 2 months. The somatic embryos were then trans-
ferred to 500 mL-jars containing 70 mL of GD medium (Gresshoff and Doy 1972) sup-
plemented with 3% sucrose (w/v), 0.6% Vitro-agar (w/v) (Pronadisa, Spain), 0.1 mg/L
6-benzyladenine (BA) and 20 pM silver thiosulphate (Martinez et al. 2017a).

The embryos were cultured for 8 weeks under standard conditions. The percentages
of embryos with only roots (=5 mm) or only shoots (>5 mm) and the percentage of
somatic embryos that converted into plantlets (i.e. with simultaneous shoot and root
development > 5 mm) were then estimated. For each transgenic and wt line, six replicate
jars with six somatic embryos (36 embryos per line), were evaluated.
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Cryopreservation of transgenic lines

Cryopreservation experiments were performed using the vitrification-based procedure
described by Martinez et al. (2019). Briefly, explants for cryopreservation consisted of
individual NES (1-2) that were isolated from transgenic lines derived Q8 and Q10-16.
The NES were incubated on proliferation medium supplemented with 0.3 M sucrose for
3 days and were then placed in cryovials (10 NES per vial) with 1.8 ml of PVS2 solution
(Sakai et al. 1990) for 15 min at 25 °C. Half of the samples (cooled explants) were then
immediately immersed in liquid nitrogen (LN). The other half of the samples (uncooled
explants) were processed without cold storage. After 1 month in LN, the cooled explants
were warmed in a 40 °C water bath for 2 min. Uncooled and cooled NES were cultured in
proliferation medium for 5 weeks. A total of 30 NES were used for each transformed line
and treatment (cooled and un-cooled samples). Survival and embryo recovery rates were
evaluated after culture for 8 weeks. The presence of genes in transformed and cryopre-
served somatic embryos was confirmed by PCR analysis.

Statistical analysis

Any significant differences between pre-culture time and genotype were determined by Chi
squared test (Figs. 3 and 4). Statistically significant differences between transgenic lines
and their wild-type counterparts in CsTLI overexpression (as determined by qPCR; Fig. 6)
were evaluated by one-way analysis of variance (ANOVA I). All statistical analyses were
conducted using SPSS 21.0 statistical package for Windows (Chicago, USA).

Results

Effect of antibiotics on somatic embryo proliferation

The percentage of explants with secondary somatic embryos was gradually reduced by
increasing the concentration of kan (Fig. 2a). At toxic concentrations of kan, the embryo
explants gradually turned brown or remained white and did not proliferate further. On the
other hand, the number of SEs was strongly affected by the presence of kan, and forma-
tion of SEs was completely inhibited at concentrations of 100 mg/L or above (Fig. 2b).
This concentration was therefore used to select putative transgenic events. Carbenicillin
(300 mg/L), used to prevent overgrowth of Agrobacterium, had an apparently beneficial
effect on the proliferation of holm oak somatic embryos and its presence on proliferation
medium increased the number of SEs relative to the control without carbenicillin (Fig. 2a,
b). By contrast, as cefotaxime has a deleterious effect on the proliferation of somatic
embryos, its use as bactericidal agent on holm oak transformation was ruled out (data not
shown).

Genetic transformation

As transformations using kan 100 mg/L and 1 day of pre-culture were unsuccessful in the
preliminary experiments, the selective pressure of kan during explant culture was reduced
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Fig.2 Effect of different kanamycin concentrations and carbenicillin (C300 mg/L) on the percentage of
explants with secondary somatic embryos (a) and on the number of somatic embryos per explant (b). Data
recorded after culture of explants for 8 weeks. SEs: somatic embryos; SSEs: secondary somatic embryos.
Bar: standard error

to 75 mg/L the first 2 weeks of culture, and the effect of different pre-culture times of
explants was also evaluated. After 10 weeks, the percentage of kan-resistant explants was
significantly (p <0.05) influenced by the duration of the pre-culture step (Fig. 3). The high-
est percentages of kan-resistant explants were obtained with 1 week of pre-culture (8.5%;
Fig. 3), although with no significant differences for 2 weeks of pre-culture (5%). All nega-
tive control explants (un-transformed cultures) turned brown and died during culture on
selection medium, and neither calli- nor somatic embryos were obtained.

Kan-resistant explants (Fig. 1d) were isolated from the initial explants and sub-
cultured on selective medium to continue embryogenic growth. After subculture
for 4 weeks, the transformation efficiency (calculated as the percentage of ini-
tial explants that showed GFP+ embryogenic cultures) was recorded (Fig. 3). GFP+
explants (Fig. le—f) were only observed after one and 2 weeks of pre-culture, and the
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Fig. 3 Effect of length of the pre-culture step on the percentage of kan-resistant explants and on the trans-
formation efficiency of the embryogenic line Q8 transformed with Agrobacterium tumefaciens strain
EHA105pK7TAU. Bar: standard error
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Fig.4 Effect of genotype on the percentage of kan-resistant explants and on the transformation efficiency
of the three embryogenic lines of holm oak. Target explants isolated from three different embryogenic lines
were pre-cultured for 1 week and co-cultured for 5 days with Agrobacterium tumefaciens strain EHA105p-
K7TAU. Bar: standard error

transformation efficiency was 2% in both cases (Fig. 3). Although both pre-culture times
yielded the same transformation efficiency, the duration of the protocol was reduced by
pre-culturing the explants for 1 week only. A 1-week long pre-culture step was used to
evaluate the effect of genotype on the holm oak transformation. NES isolated from three
different embryogenic lines were pre-cultured for 1 week and co-cultured for 5 days
with EHA105pK7TAU. Transformation ability was affected by the genotype (Fig. 4).
After 10 weeks of culture in selective medium, kan-resistant explants were obseved
in the three embryogenic lines evaluated and the best percentages were obtained on
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embryogenic line E2 (Fig. 4). However, after 4 weeks in selection medium all isolated
explants in embryogenic line E2 turned dark-coloured and necrotic, with no signs of
new growth. GFP+ explants were only recorded in lines Q8 and Q10-16. The highest
transformation efficiency was achieved with line QS8, although the difference was not
significant (Fig. 4).

One cotyledonary embryo was isolated from each GFP+ explant and independently
proliferated by repetitive embryogenesis on selective medium to establish the differ-
ent transgenic lines. Embryo multiplication was successful in all of the transgenic lines
established. A total of 11 GFP+ transgenic lines were obtained. Ten of these transgenic
lines were derived from line Q8 and one was derived from line Q10-16.

Molecular analysis of transgenic lines

To confirm gene presence and expression of transgenes, holm oak transgenic lines
were analyzed by PCR and qPCR (Figs. 5 and 6). The presence of the three transgenes
(NPTII, EGFP and CsTLI) was confirmed by PCR analysis in all transgenic lines evalu-
ated and in the plasmid (positive control), but not in untransformed somatic embryos
(Fig. 5a—d). A single band of the expected size was obtained in every embryogenic
transgenic line analyzed. The presence of the CsTLI gene was confirmed in both tran-
scriptional senses (Fig. 5c, d; Supplementary information 1 and 2).

gPCR analysis of the total RNA from 6 PCR-positive transgenic lines (Q8-tau 4,
Q8-tau 7, Q8-tau 14, Q8-tau 35, Q8-tau 36, and Q10-16-tau 1) and the untransformed
counterparts (Q8-wt and Q10-16-wt) was carried out to verify CsTLI transgene
expression. The CsTLI transcripts were detected in all the transgenic lines tested, but
expression levels were variable (Fig. 6a, b). CsTLI expression was significantly lower
(»<0.05) in line Q8-tau 7 (1.7-fold), with similar expression to Q8-wt (Fig. 6a).

Fig.5 PCR-based detection of the presence of transgenes in putative transgenic lines of holm oak. a NPTII
product of 472-bp obtained by PCR using specific primers. b EGFP product of 740-bp obtained by PCR
using specific primers. ¢, d CsTLI products of 658-bp (C) and 981-bp (D) obtained by PCR using specific
primers CsTLI-F and CsTLI-R, respectively. M: DNA size marker; W: DNA from non-transgenic somatic
embryos (negative control); P: DNA from plasmid pK7TAU (positive control); Lanes 1-11: DNA from
embryogenic transgenic lines
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Fig.6 qPCR analysis of CsTLI gene overexpression in holm oak transgenic lines. Total RNA was extracted
from 6 independent transgenic lines and their counterpart non-transgenic lines (wt). a Transcript levels of
CsTL1 on transgenic lines derived from Q8 embryogenic line. b Transcript levels of CsTLI on transgenic
lines derived from Q10-16 embryogenic line. Values represent means + standard error of at least three inde-
pendent experiments and are normalized to the wt value (set at 1). Transcript levels of CsTLI were normal-
ized to ACT, EF and TUB transcript levels. *Indicates values which are significantly different from the wt
value (ANOVA, p<0.05)

Likewise, Q10-16-taul showed a similar level of expression (1.2-fold) to line Q10-16
(Fig. 6b). By contrast, CsTLI expression was significantly higher (p <0.05) in other
transgenic lines analyzed (Q8-tau 14 and Q8-tau 36 lines: 5.7- and 5.9-fold, and Q8-tau
35 and Q8-tau 4: 2.2- and 2.6-fold).

Plant regeneration

Cotyledonary-stage somatic embryos of transgenic lines and the corresponding untrans-
formed lines Q8-wt and Q10-16-wt were held in cold storage at 4 °C for 2 months before
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Table 1 Conversion performance with root only development, shoot only development and conversion into
plantlets (root and shoot development) of different holm oak transformed and untransformed lines after
8 weeks on germination medium

Root only Shoot only Conversion (shoot + root)

(%) (%) (%) RL (mm) SL (mm) NL
Lines Q8
Q8-wt 25.0+10.3 0.0+0.0 75.0+10.3 94.1+10.6 17.8+2.0 9.7+0.8
Q8-tau 4 0.0+0.0 25.0+8.6 29+2.6 10.0+0.0 6.0+0.0 5.0+0.0
Q8-tau 7 13.9+8.3 11.1+7.6 25.0+17.1 59.8+5.8 20.2+0.6 11.7+1.9
Q8-tau 14 13.9+12.7 19.4+8.3 27.8+5.1 98.9+26.9 11.8+1.5 7.8+0.9
Q8-tau 26 11.1+£7.6 11.1+3.2 11.1+£7.6 65.0+6.1 8.8+1.1 83+1.8
Q8-tau 35 5.6+5.1 11.1+6.4 25.0+5.2 68.9+19.4 13.3+23 122+1.9
Q8-tau 36 16.7+9.7 5.6+5.1 2.8+2.6 130.0+0.0 15.0+0.0 25.0+0.0
Q8-tau 38 16.7+7.9 2.8+2.6 66.7+7.9 131.8+16.2 12.1+1.7 8.8+04
Lines Q10-16
Q10-16-wt 53.3+9.1 0.0+0.0 26.7+12.7 84.7+74 12.1+1.0 44+1.1
Q10-16-tau 1 43.3+3.3 33+27 16.7+4.3 40.6+9.6 6.8+0.8 4.8+0.9

Each value represents the mean + standard error of 6 replications with 6 explants in each replicate
RL root length, SL shoot length, NL leaf number

Fig.7 Regeneration of plants
from transgenic somatic embryos
of holm oak and GFP visu-
alization of transformants. a, b
Transgenic plants derived from
somatic embryo germination. ¢
GFP expression on root of trans-
genic plant (left) and untrans-
formed plant (right) visualized
with blue light. Bar: 2 mm. d
GFP expression on leaf of trans-
genic plant (left) and untrans-
formed plant (right) visualized
with blue light. Bar: 2 mm

being germinated. Conversion performance (conversion into plantlets and/or shoot or root
only development) occurred in all transgenic lines evaluated (Table 1), although the con-
version frequencies were lower than in the untransformed lines. All transgenic lines pro-
duced plantlets of good quality in terms of shoot and root lengths and number of leaves
(Fig. 7a-b and Table 1), although the conversion frequencies were variable (2.8-66.7%).
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GFP expression was observed in roots, leaves and shoots derived from transgenic plant-
lets (Fig. 7c—d). No phenotypic differences were found relative to control plants, suggesting
no potential deleterious effects of the GFP gene in the cells. Fluorescence was more intense
in small, young leaves than in older, larger leaves, and it was easier to detect in veins, mid-
rib and petioles than in blades. GFP expression was not detected in roots, leaves and shoots
obtained from untransformed plants used as negative control (Fig. 7c—d). Plants derived
from transgenic embryogenic lines grew normally and were indistinguishable morphologi-
cally from untransformed line.

Cryopreservation of transgenic lines

Holm oak transgenic embryogenic lines were successfully cryopreserved using a vitrifica-
tion procedure, with survival and embryo recovery rates ranging from respectively 53-97%
and 43-77% (Supplementary information 3A and B). Treatment with only 0.3 M sucrose
and PVS2 for 15 min did not affect the survival or the recovery rates of transgenic holm
oak lines (Supplementary information 3A and B). The presence of the three transgenes
was confirmed by PCR analysis of DNA extracted from cryopreserved transgenic somatic
embryos (Supplementary information 4A and B), confirming that the integrity of the
transgene was not affected by the cryopreservation procedure.

Discussion

A reliable protocol for the Agrobacterium-mediated production of transgenic holm oak
somatic embryos is described for the first time. Biotechnological tools such as genetic
transformation and somatic embryogenesis should be incorporated in holm oak breeding
programs to produce individual trees with tolerance/resistance to oak decline. Overexpres-
sion of genes encoding PR proteins, such as thaumatin-like proteins, glucanases or chi-
tinases has commonly been used to improve the antifungal defence of plants (Ceasar and
Ignacimuthu 2012; Ali et al. 2018). Nowadays, the number of species that have been trans-
formed with PR-proteins to improve their fungal/oomycete resistance has increased consid-
erably. For example, genes that encode TLPs have been tested in bentgrass (Fu et al. 2005),
wheat (Mackintosh et al. 2007), grape (Dhekney et al. 2011) and rice (Naseri et al. 2012).
Orange plants transformed with a 23-kDa PR-5 protein isolated in tomato survived longer
than the control when it was infected with Phytophthora citrophthora (Fagoaga et al. 2001).
In European chestnut, a total of 126 independent transformed lines that overexpressed the
CsTL1 gene were obtained (Corredoira et al. 2012). The regenerated plantlets are currently
under evaluation for their resistance to P. cinnamomi, and the preliminary results are quite
encouraging (Corredoira and Vieitez 2014). In addition, an endochitinase has also been
isolated from chestnut seeds and is used in our laboratory to transform somatic embryos
of chestnut to produce plants resistant to blight disease caused by the fungus Cryphonec-
tria parasitica (Corredoira et al. 2016). Somatic embryos of American chestnut have been
transformed with a gene coding an antifungal enzyme oxalate oxidase (OxO) isolated
from wheat (Polin et al. 2006; Maynard et al. 2008). Production of the enzyme in plants
degrades the oxalic acid produced by fungal pathogens and produces hydrogen peroxide,
which induces the plant defence response. Preliminary results of resistance tests in plants
growing in the field are very promising and indicate that resistance to blight has been
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obtained (Newhouse et al. 2014). All of these findings indicate that the strategy used in the
present study may a good approach to producing tolerant holm oak trees.

As no previous reports on genetic transformation of holm oak were available for com-
parison, the first step in the present study was to define a selection medium. Kanamycin
is one of most widely used antibiotics for selecting transgenic plant cells and it is usually
applied at concentrations in the range of 30-150 mg/L (Mondal et al. 2001). In holm oak,
a kan concentration of 100 mg/L was found to be sufficient to inhibit the formation of
bipolar somatic embryos, and this concentration was therefore used to prevent regenera-
tion of non-transformed cells. A similar concentration has been used in somatic embryo-
genic systems of other woody species such as cork oak (Alvarez et al. 2004) and grape vine
(Dhekney et al. 2008). The antibiotics carbenicillin and cefotaxime are commonly used
to eliminate Agrobacterium tumefaciens on plant transformation. In holm oak, carbenicil-
lin has been used successfully to kill Agrobacterium after a co-cultivation period. Besides
its effective bacteriostatic activity, this antibiotic improved holm oak embryo proliferation
rates in somatic embryos cultured in proliferation medium supplemented with carbenicil-
lin, relative to somatic embryos cultured in medium without the antibiotic. This favourable
effect has also been reported for other species (Estopa et al. 2001; Corredoira et al. 2004).
Cefotaxime has also been used to enhance proliferation of embryogenic cultures and shoot
regeneration of many species such as olive (Rugini et al. 2016) and millet (Satish et al.
2016). However, in the present study, the addition of cefotaxime to the holm oak prolifera-
tion medium did not improve embryo multiplication. Hence, the sensitivity of embryogenic
tissues to antibiotics should be evaluated in individual species.

The simple protocol already tested in European chestnut somatic embryos transforma-
tion was initially applied (Corredoira et al. 2012). In this procedure, embryos were isolated
1 day before transformation and co-cultured 5 days with the bacteria. However, these first
attempts in holm oak failed because explants necrosed and did not show any signs of new
growth. The selection regime and kan concentration used during the selection step have
been identified as important factors in the optimization of genetic transformation in woody
plants (Petri and Burgos 2005). In holm oak, reduction of the kan concentration during the
first 2 weeks of culture and pre-culture of target explants for one or 2 weeks were impor-
tant for the successful transformation of this species. A two-step selection procedure with
an initial reduction of kanamycin to prevent the excessive antibiotic selective pressure has
also been used with other woody species, including tea (Mondal et al. 2001), rubber tree
(Leclercq et al. 2010) and pedunculate oak (Vidal et al. 2010). Together with the longer
pre-culture time, this yields a transformation efficiency of 2%. The transformation effi-
ciency may be related to the physiological state of the somatic embryo explants used as
target material (Vieitez et al. 2012). For holm oak proliferation, NES are the most effective
explants for maintaining embryogenic capacity (Martinez et al. 2017a). After pre-culture
for one or 2 weeks, these explants showed histodifferentiation, and globular and heart stage
somatic embryos were generated from the initial explants. These developmental stages are
considered more susceptible to Agrobacterium infection (Corredoira et al. 2007) as they
have greater numbers of actively embryogenic cells (Yeung 1995; Corredoira et al. 2006).
Consequently, pre-culture of initial explants is considered a key step in the genetic transfor-
mation of holm oak.

The transformation efficiency obtained in the present study was lower than that reported
in previous studies, in which chestnut or pedunculate oak somatic embryos were trans-
formed with a TLP (Corredoira et al. 2012; Mallén et al. 2014). As similar strains and vec-
tors were used, the differences in the transformation frequencies may be attributable to the
effect of the genotype or/and the low capacity for genetic transformation of holm oak, as
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this species is considered recalcitrant to in vitro culture (Martinez et al. 2017a, b). Recalci-
trance to genetic transformation can be attributed to the application of inappropriate trans-
formation procedures as well as the low embryogenic regeneration capacity of the puta-
tively transformed cells (Cervera et al. 2008). In addition, different reports corroborate the
importance of the genotype on genetic transformation of woody species (Polin et al. 2006;
Kong et al. 2014; Alvarez and Ordas 2007; Corredoira et al. 2016), suggesting the need to
define specific procedures for optimal somatic embryo proliferation and transformation and
the use of wide range of genotypes in the transformation experiments.

The results obtained in the present report demonstrate that GFP analysis is an efficient
and non-destructive method for identifying transgenic somatic embryos in holm oak. The
GFP assay clearly simplified and improved the evaluation of the transformation events in
real time relative to the GUS assay. The appearance of necrosed tissues or green spots may
interfere in the GUS assay, and longer periods of incubation or keeping the embryos in
darkness may be necessary to prevent greening (Alvarez and Ordas 2007); however, these
difficulties do not occur in GFP analysis. Detection of GFP fluorescence is straightforward
and non-destructive, while a high number of explants must be sacrificed for GUS assays
(Wu et al. 2015). As it is necessary to obtain all putative transformed lines from a single
transformation event, isolation of only transformed embryogenic masses is helpful (Esco-
bar et al. 2000; Corredoira et al. 2015; Palomo-Rios et al. 2017). In our study, only fluo-
rescent embryos at the cotyledonary stage were isolated for establishment of the putative
transgenic lines.

The low rate of plant regeneration from somatic embryos is a common problem in
somatic embryogenesis systems in hardwoods (Corredoira et al. 2018). Nevertheless,
regenerated plants were obtained in all transgenic lines of holm oaks evaluated, and accept-
able rates of plantlet conversion were also observed in some transgenic lines. The plantlets
were also vigorous and displayed good shoot and root development. These findings are
noteworthy in a recalcitrant woody species such as holm oak.

Although transformed holm oak embryogenic lines obtained from different transforma-
tion experiments can be successfully maintained by secondary embryogenesis, cryopreser-
vation may enable storage of transgenic embryogenic lines while tolerance tests are per-
formed (Corredoira et al. 2012). Indeed, cryopreservation procedures reduce the risk of
contamination, as well as labour and supply costs (Corredoira et al. 2012, 2017). In the
present study, all holm oak embryogenic lines evaluated were successfully preserved using
a vitrification-based protocol, and new somatic embryos were observed in explants stored
in LN for 1 month.

Molecular analyses involving PCR and qPCR demonstrated the presence and expression
of CsTLI gene in the holm oak genome. All holm oak transgenic lines evaluated expressed
the CsTLI gene and values obtained for transgenic lines varied depending on the embry-
ogenic line considered. Similar variation in levels in CsTLI gene expression have been
detected in transgenic somatic embryos of European chestnut (Corredoira et al. 2012) and
pedunculate oak (Mallén et al. 2014). These variable expression levels can be explained
by the chromosomal location of the transgene, transgene structure and co-suppression,
amongst other factors (Fu et al. 2005 and references therein).

In conclusion, the present report establishes, for the first time, a reliable protocol for the
genetic transformation of holm oak and regeneration of transgenic plantlets from embryo-
genic lines using a chestnut thaumatin-like gene. The study findings indicate that the kan
regime, pre-culture time and genotype are important factors determining successful trans-
formation. This protocol represents a significant advance towards producing holm oak trees
that are tolerant to oak decline. The availability of a transformation protocol is also an
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important for breeding programs and for functional genomic studies, leading to the identifi-
cation of holm oak genes involved in fungal resistance and/or tolerance.
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El alcornoque y la encina, dos de las especies mas representativas
de las dehesas, estan seriamente afectadas por la enfermedad de
“la seca”, causada principalmente, por el oomiceto Phytophthora
cinnamomi Rands.

Para incrementar la tolerancia frente a P. cinnamomi, se ha
sobre-expresado el gen CsTL1, aislado de castafio europeo y que
codifica una proteina tipo taumatina, mediante la transformacion
genética con Agrobacterium tumefaciens.

Los resultados obtenidos avalan esta estrategia para mejorar la

resistencia en especies vegetales.
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