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Resumen/Abstract

RESUMEN

Limonium sinuatum es una especie de la familia de las plumbaginaceas.
Esta especie es muy apreciada porque tiene buen mercado tanto para flor

seca como para flor en fresco.

Unos de los problemas que presenta esta especie es la obtencion masiva de
plantas. La propagacion convencional de muchos cultivares de Limonium se
hace por semilla o por esquejes, de manera que la obtencién de la planta
lleva entre 6 y 8 meses, con un rendimiento limitado (20-30 %) y en muchos
casos las plantas obtenidas no son homogéneas. Como alternativa se suele
utilizar la propagacién in vitro o micropropagacion, que se realiza en
laboratorio bajo condiciones controladas. A pesar de las indudables ventajas
gue ofrece este método, es necesario solventar una serie de problemas que
pueden aparecer y que limitarian el rendimiento del proceso. Ademas, la
explotacion comercial de estas técnicas requiere la optimizacion de una serie
de pardmetros que, en la mayor parte de los casos, debe hacerse cultivar
por cultivar. Entre los factores que se deben tener en cuenta destacan la
eleccion del método de multiplicacion, el ajuste de los medios de cultivo
(macro- y micronutrientes), reguladores del crecimiento o fitohormonas, la

aparicion de hiperhidricidad, etc.

La empresa Barberet & Blanc, S.A. by DUmmen Orange esta situada en
Puerto Lumbreras (Murcia) y se dedica, entre otras actividades, a la mejora
genética y obtencion de nuevas variedades de Limonium sinuatum. Como se
ha comentado anteriormente, es necesario depurar la técnica de cultivo in
vitro en todas las fases que comprende el proceso con el fin de conseguir
plantas de calidad, y por tanto una mejor rentabilidad. Por otra parte, desde
un punto de vista estratégico, la realizacion de este trabajo es muy
importante para dicha empresa, ya que afiade a su labor de investigacion y
mejora, la colaboracién con de la Universidad Politécnica de Cartagena
(UPCT), canalizada a través del Instituto de Biotecnologia Vegetal (IBV) de

esta institucion.



Resumen/Abstract

En este trabajo se describen los resultados de una serie de ensayos
planteados para conseguir una mejora del cultivo in vitro de cuatro
variedades comerciales de L. sinuatum de distintos colores. SN8946
(violeta), SN9013 (blanca), SN9000 (amarilla) y SN9001 (rosa). Se realizé
una seleccion de material vegetal para estudiar las cuatro etapas clasicas
del proceso de micropropagacion: establecimiento, multiplicacion,
enraizamiento y aclimatacion, intentado optimizar las condiciones de ciertos
parametros que afectaban a cada una de ellas. Asi, se establecié un
protocolo de establecimiento alternativo para la variedad de color amarillo a
partir de explantes conseguidos de hojas jévenes; también se vio que en la
fase de multiplicacion la reduccion de la distancia entre de las baldas de las
estanterias dentro de la camara de cultivo in vitro producia un ligero cambio
en la intensidad luminosa que no provocaba cambios en ninguno de los
pardmetros productivos. Ademas, en esta misma etapa, se pudo observar
que con la reducciébn de la temperatura durante la multiplicacion, se
conseguia alargar los periodos de subcultivo sin que esto tampoco afectara
a los parametros contemplados en la micropropagacién. En la fase de
enraizamiento el cambio del regulador de crecimiento utilizado no tuvo
consecuencias en el proceso productivo, aunque si mejord los porcentajes
de plantas con raices y de supervivencia en aclimatacién. En todos los
ensayos realizados se evalu6 la calidad del material vegetal obtenido tanto
a nivel bioquimico, donde se analizaron las concentraciones de diferentes
compuestos (pigmentos fotosintéticos, flavonoides, fenoles, etc.), como a
nivel agronémico, comparando los valores de produccién, longitud, nimero
de espigas y cantidad de ramificaciones de los ensayos, con los que se

obtenian de las producciones comerciales de la empresa.

Por ultimo, los resultados y conclusiones se completaron con un pequefio
estudio econdmico que se presento a la empresa, exponiendo los cambios
gue deberian realizarse en cada una de las fases de la micropropagacion de
Limonium sinuatum para conseguir una mejor rentabilidad, tanto en el
aprovechamiento de instalaciones (camara de cultivo) como en el ahorro de
mano de obra, todo ello con la correspondiente estimacion del impacto

presupuestario que conlleva la optimizacion de las etapas del proceso.
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Resumen/Abstract

ABSTRACT

Limonium sinuatum is a species of the Plumbaginaceae family. This species
is greatly appreciated because it has a good market both for dry and for fresh

flowers.

One of the problems presented by this species is the massive production of
plants. The conventional propagation of many cultures of Limonium is done
by seed or by cuttings, so that the productions of the plant takes between 6
and 8 months, with a limited yield (20-30 %) and in many cases the plants
obtained are not homogeneous. Alternatively, in vitro propagation or
micropropagation is used, which is carried out in the laboratory under
controlled conditions. Despite the undoubted advantages of this method, it is
necessary to solve a series of problems that may appear and that would limit
the performance of the process. In addition, the commercial exploitation of
these techniques requires the optimization of a series of parameters that, in
most cases, must be cultivated for cultivation. Among the factors that must
be taken into account are the choice of the multiplication methods, the
adjustment of the culture media (macro- and micronutrients), growth

regulators or phytohormones, the appearance of hyperhydricity, etc.

The company Barberet & Blanc, S.A. By Dimmen Orange is located in
Puerto Lumbreras (Murcia) and is dedicated, among other activities, to
breeding new varieties of Limonium sinuatum. Because of this, it is
necessary to purify the technique of in vitro culture in all the phases that the
process comprises in order to obtain quality plants, and therefore profitability.
For this reason, from a strategic point of view, the accomplishment of this
work is very important for this company, since it adds to its work of research
and improvement that realizes the collaboration with the Polytechnic
University of Cartagena, channeled through the Institute of Plant

Biotechnology of this institution.

This work consists of a series of trials aimed at improving the in vitro culture

of four commercial varieties of L. sinuatum of different colours, SN8946

3



Resumen/Abstract

(violet), SN9013 (white), SN900O0 (yellow) and SN9001 (pink). A selection of
plant material was made to study the four phases of the micropropagation
process: establishment, multiplication, rooting and acclimatization, trying to
optimize the conditions of some of the parameters that affected each one.
Thus, an alternative establishment protocol was established for the yellow
variety from explants obtained from young leaves; It was also observed that
in the multiplication phase the reduction of the distance between the shelves
within the in vitro culture chamber produced a small change in light intensity
that did not cause changes in any of the productive parameters. In addition,
this phase could be observed that if the temperature during the multiplication
is reduced, it was possible to lengthen the subculture periods without this
also affecting the parameters contemplated in the micropropagation. In the
rooting phase the growth regulator used was changed without this having
consequences in the productive process, improving the percentages of plants
with roots and survival in acclimatization. Finally, the quality of the plant
material obtained at the biochemical level, where the concentrations of
different compounds (photosynthetic pigments, flavonoids, phenols, etc.) and
agronomic values were analysed, comparing the values of production, length,
number of spikes and number of branches with which they were obtained

from commercial productions of the company.

Finally, the results and conclusions were completed with a small economic
study that was presented to the company, explaining the changes that should
be made in each of the phases of the micropropagation of Limonium
sinuatum to achieve a better profitability, both in the use of facilities
(cultivation chamber) as in saving labor, all with the corresponding estimation
of the budgetary impact that entails the optimization of the stages of the

process.



CAPITULO 1: INTRODUCCION






Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1. Laempresa Barberet & Blanc, S.A. by Dimmen Orange

La empresa Barberet & Blanc S.A. by Dummen Orange (Fig. 1.1.) esta
presente en el sector de la floricultura desde hace mas de 60 afos, y se
dedica, entre otras actividades, a la mejora genética y obtencidén de nuevas
variedades de clavel, miniclavel, clavel de maceta, gerbera y limonium. Esta
compafia esta situada en Puerto Lumbreras (Murcia) y opera en mas de
sesenta paises en los cinco continentes, a través de una red de agentes
cualificados, en las principales zonas productivas, mostrando su compromiso

a cada cliente, a través de una asistencia técnica a pie de invernadero.

PR At g

A e o’"i‘

Figura 1.1. Empresa Barberet & Blanc, S.A. by Dimmen Orange. (A) Panoramica aérea de
la empresa. (B) Entrada a la Finca Nicole. (C) Invernaderos de recolecciéon de esquejes. (D)

Estacion experimental.

Esta empresa es creadora de sus propias variedades. Se estima que de

cada cuatro claveles producidos a nivel mundial, uno es de origen suyo.



Introduccion

La empresa ofrece hoy a sus clientes mas de 150 variedades, todas ellas
con certificado de obtencidn vegetal. Asi, cada afio sacan al mercado unas
diez nuevas variedades, cuyas caracteristicas son diferentes en funcién del
mercado a que van dirigidas, abarcando desde el mercado mediterraneo

hasta el japonés.

Barberet & Blanc, S.A. by Dummen Orange es lider indiscutible en el sector
de la floricultura. La venta de esquejes o planta de sus variedades
representa la cuarta parte a nivel mundial, subiendo el porcentaje hasta un
60-70 % cuando se habla de Espafia y Portugal. También se debe destacar
que en el mercado japonés tienen un 35 % de cuota de mercado, siendo
esta proporcion bastante alta para un mercado tan lejano.

Las variedades comercializadas son exclusivas del grupo Dimmen Orange,
del que forma parte esta empresa. Se estima que para obtener una nueva
variedad de cada una de las especies con las que se trabaja, se necesitan
de cinco a seis afos, a lo que se le debe afadir entre tres y cinco afos para
establecerse en el mercado, y debido a que la vida de una variedad suele
estar entre diez y doce afios, muchas veces el proceso de obtencién y venta

de una variedad es tan largo como la vida de la misma.

Debido a que la produccion de esquejes para flor cortada es estacional, la
empresa ha debido diversificar los productos con los que trabaja, de manera
que hoy por hoy puede mantener las instalaciones a pleno rendimiento casi
todo el afio. Ademas, también distribuyen otras especies procedentes de
empresas del grupo. De hecho, el 50 % de la poinsettia que se vende en
mercado espafnol se produce en Puerto Lumbreras, pues en esta empresa
se lleva a cabo el enraizamiento gracias a que la climatologia es idonea para

esta planta.

Todo esto repercute directamente en el nimero de trabajadores que puede
emplear. Asi, llegan a trabajar en la empresa durante la campafia un niamero

de aproximadamente 300 personas, de las que casi el 90 % son del
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municipio, llegando a trabajar en la empresa trabajadores de la tercera

generacion de una familia.

Un aspecto importante en Barberet & Blanc by Dimmen Orange es el

aprovechamiento del agua. Esta empresa usa riegos localizados, cultivo

hidropénico..., lo tltimo en tecnologia al servicio de la floricultura.

En la empresa, dentro del Departamento I+D+i de la empresa y en lo que al

cultivo in vitro de material vegetal respecta, estimaron como posibles

objetivos para la realizacion de una investigacion los siguientes problemas

que tienen por resolver:

Conservacién del material vegetal in vitro, procedente de clavel, gerbera
y Limonium a baja temperatura, incluyendo su encapsulacion en geles de
alginato.

Alargamiento del periodo de tiempo entre subcultivos, ya fuera esto
conseguido a través de bajas temperaturas en las camaras de cultivo o
mediante un cambio en la composicion del medio de cultivo (uso de
retardantes de crecimiento), o con ambas cosas a la vez.

Blsqueda de nuevas variedades:

o Variacién somaclonal (a partir de callo).

o Fusion de protoplastos.

Mejora del protocolo de introduccién del material vegetal al cultivo in vitro
(algunas variedades presentan un porcentaje muy bajo de éxito):

o Mejora en el proceso de esterilizacion.

o Seleccion del explante a introducir (discos de hoja jévenes o
trozos de tallo).

o Tratamiento previo a la introduccion para aumentar el nimero de
brotes laterales en las planta (en gerbera las plantas son tratadas
con hormona tres o cuatro meses antes de la introduccion).

Mejora del medio de cultivo de la fase de enraizamiento de ciertas
variedades que son importantes comercialmente. Hay un porcentaje bajo
de enraizamiento en las variedades violeta de Limoniun sinuatum.
Utilizacién de medio de cultivo liquido en bandejas y tratamiento de CO,
durante la fase de multiplicacion.



Introduccion

e Uso de nuevos contenedores o recipientes, teniendo en cuenta aspectos
practicos en lo referido a su manipulacion previa a la multiplicacion.

o Puesta a punto de medios para el rescate de embriones.

e Busqueda de especies silvestres que puedan aportar alguna
caracteristica en el proceso de mejora de las variedades mediante fusion
de protoplastos.

¢ Busqueda de bibliografia referente a la tematica referida.

En este departamento existe un laboratorio (Fig. 1.2.) donde se dispone de
tres camaras cultivo que se encuentran a 4 °C, a 12 °C y a 22 °C, con
fotoperiodo de 16 horas de luz y con una intensidad de luz variable segun las
necesidades. Ademas, dispone de 6000 m? de invernaderos con sistema de
climatizacién con cooling system a disposicion del mismo para realizar los

cruzamientos y ensayar las variedades en las primeras fases.

Figura 1.2. Departamento de |+D de Barberet & Blanc, S.A. by Dimmen Orange. (A)
Edificio [+D. (B) Operacién en cabina de flujo. (C) Preparacién de medios. (D) Realizacion

del test de virus en clavel.
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Introduccion

1.2. El género Limonium

1.2.1. Taxonomia y morfologia

La familia de angiospermas Plumbaginaceae esta formada por
aproximadamente 27 géneros, de los cuales el mayor es el género
Limonium (Kubitzki, 1993). Este género comprende un nimero aproximado
de 400 especies distribuidas por todo el mundo (Bailey, 1978), pero es en el
Mediterraneo occidental donde se encuentran el mayor numero de
endemismos (Erben, 1993). Presenta halotipos que suelen estar distribuidos
por habitats salinos costeros (Adam, 1990; Ungar, 1995). Este género tiene
gran complejidad taxondmica, lo que plantea serios problemas para su
identificacion. A lo que se le debe afadir la elevada tasa de hibridacion que
se produce entre los individuos, llegando a tener hibridaciones entre los

hibridos y sus progenitores (Palacios et al., 2000).

La mayoria de las especies son plantas perennes y forman rosetas basales
cortamente diferencias (hemicriptéfitos rosulados). Solamente en ocasiones
presentan tallos robustos portadores de hojas esparcidas helicoidalmente
que pueden elevarse unos decimetros (caméfitos), y a veces pueden llegar a
alcanzar los tres metros (fanerdéfitos). Ademas, pueden hallarse plantas
anuales de ciclo estacional como L. echioides y L. lobatum. Destacar
también que la forma de las hojas puede variar entre las lobuladas y las

enteras.

En general son plantas totalmente glabras, carentes de indumento en todas
sus partes. A pesar de esto, algunas especies como Limonium furfuraceum y

Limonium dufourii si presentan cierta pilosidad (Lledo, 1996).

La forma de la inflorescencia es un aspecto a destacar, aunque en muy
pocas ocasiones es un factor determinante para poder identificar la especie.
Las flores estan agrupadas en forma de espigas, formadas por la reunién de
dos o mas flores. Las espiguillas estan rodeadas de tres bracteas: externa,

media e interna. Entre especies las flores se parecen bastante y el color de
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sus pétalos no suele ser significativo, pues la gran mayoria son de color

violaceo y en pocas ocasiones blancas o rosadas.

En la actualidad se complementa la sistemética tradicional del género, que
estaba basada en ciertos rasgos morfoldgicos, con un enfoque molecular y
citogenético. Asi, se han realizado estudios filogenéticos en la familia
Plumbaginaceae que se basaban en secuencias de ADN plastidial (Lled¢6 et
al., 2001). Lo que confirman estos estudios es que existen dos subfamilias
bien diferenciadas por caracteres morfolégicos, bioquimicos y moleculares,
qgue son Plumbaginoideae y Staticoideae. La primera de ellas comprende
cuatro géneros, de los cuales Plumbago es el que tiene mas especies con
20. Los géneros de la otra familia, Staticoideae son morfolégicamente mas
diversos, y mas del 85 % de las especies se reparten en tres géneros:

Limonium, Armeria y Acantholimon.

1.2.2. Especies de valor agronémico

Existen entre 15-20 especies cultivadas de Limonium, en las que se incluyen
L. sinuatum, L. bonduelli, L. degreanum, L. sinense, L. latifolium, L.
psylliostrachum, L. bellidifolium, L. gmelinni, L. perezzi, L. dumosum y L.
altaica (Sato, 1989).

Dentro de este género cabe destacar algunas especies de gran valor
ornamental (Tabla 1.1.), pues se pueden utilizar tanto para flor cortada,
como para flor seca o para cultivo en maceta (Harazy et al., 1985; Harada,
1992; Martin y Pérez, 1995). También es un cultivo apropiado para la
cobertura de paisaje urbano (Alarcon et al., 1999; Rizzotto, 1999; Mercuri et
al., 2003; Rodriguez et al., 2003; Burchi et al., 2006).
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Tabla 1.1. Caracteristicas agronémicas de diversas especies de Limonium cultivadas en

invernadero de plastico (Masvidal y Ruiz, 1992).

Especie Periodo  Produccién Longitud Color de Posibilidades de cultivo
de (tallos/planta) tallo la flor Flor Flor Maceta
floracion (cm) cortada  seca

L. catalaunicum Jun-Ago 26,7 60-110 Azul claro * *

L. cossonianum Jun-Ago 3,5 100-130 Blanco *

L. dichotomum May-Ago 10 40-50 Azul-violeta * *
L. ebusitianum  May-Jul 16,75 50-60 Lila * *

L. gougetianum  May-Jul 15,83 20-60 Violeta * *

L. grossii Jun-Ago 26,3 80-100 Violeta *

L. insigne May-Jul 12,5 50-80 Rojo/Fucsia * *
L. serotinum May-Oct 215 40-70 Azul/Lila * * *
L. sinuatum Feb-Jul 33,7 70-90 Azul/Blanco * *

L. carthaginense May-Jul 7,5 15-40 Lila *
L. binervosum  Abr-Jun 11,3 20-30 Azul-lila *
L. pectinatum  May-Jul 35,5 35-50 Rosado * *
L. imbricatum  May-Jul 30 40-55 Rosado * *

L. fruticans May-Jul 15 50-65 Morado/ * *
Blanco

L. pereziii May-Jul 45 50-80 Azul/Blanco * *

L. rumesifolium  May-Jul 13,5 50-65 Azul/Blanco * *

L. sinense Abr-Jul 16 60-80 Amarillo/ * *
Blanco

Se diferencian dos grupos de especies de Limonium en funciéon de su ciclo

biologico:

» Especies de ciclo anual:

e Limonium bonduelli (Fig. 1.3.). Especie bianual pero que se cultiva de

forma anual con fines ornamentales para flor seca y cortada. Las hojas son

de color verde palido, ovaladas y profundamente lobuladas. Crece en

forma de roseta, con tallos de porte erecto y solitario en algunas

variedades. Sus flores amarillas se agrupan en espigas de 8 cm de

diametro. Suele utilizarse como especie mejoradora de variedades de

otras especies, como L. sinuatum.
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Figura 1.3. Plantas en floracion de Limonium bonduelli.

e Limonium fruticans (Fig. 1.4.) Nativa de las Islas Canarias. Planta
arbustiva de tallo corto con hojas ovadas de 4-5 cm de longitud,
mucronadas. Paniculas de unos 15 cm de altura y aladas. Flores con el

caliz azul y la corola amarilla.

Figura 1.4. Planta en floracién de Limonium fruticans.

e Limonium sinuatum (Fig. 1.5.). Natural de la region mediterranea. Planta
de porte erguido y de lento desarrollo. Forma una roseta de hojas
profundamente lanceoladas, lobuladas y a menudo de bordes ondulados,
de color verde oscuro. Del centro emerge un penacho de tallos alados que
alcanzan 55-90 cm de altura cuando florecen (Zhao Hang, 2010). Cada
uno de ellos esta coronado por un denso racimo de 3-10 cm de longitud,

de flores tubulares, escariosas y de variopintos colores, que van de color
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crema al azul. Se emplea para la obtencion de flores secas, flor cortada y

en maceta. Existen numerosos cultivares.

Figura 1.5. Flores de Limonium sinuatum de la variedad Aqua Blue.

e Limonium insigne (Fig. 1.6.). Nativa del sureste de Espafa. Planta
perenne de hasta 60 cm de altura con hojas obovadas. Inflorescencia con
ramificacion dicotomica y numerosas ramas estériles. Espigas con 1-2

flores de corola rosa oscuro.

Figura 1.6. Planta en floracién de Limonium insigne.

e Limonium suworowii (Fig. 1.7.). Natural del oeste de Turquia. Se cultiva
como anual, es semi-rustica y llega a alcanzar 40 cm de altura. Empleada
para flor cortada y como ornamental en maceta. Sus hojas son
lanceoladas de color verde claro y con bordes ondulados dispuestas en
forma de roseta. Las flores son de color rosa palido, muy apretadas en

paniculas recubiertas de plumas, de 40 cm de largo.
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Figura 1.7. Planta en floracién de Limonium suworowii.

» Especies de ciclo vivaz:
e Limonium incanum (Fig. 1.8.). Originaria de Siberia, puede alcanzar
alturas de 30-40 cm. Es muy rastica de hojas lanceoladas, las flores son

pequefias de caliz blanco y corola roja.

Figura 1.8. Planta en floracién de Limonium incanum.

e Limonium latifolium (Fig. 1.9.). Procede de los paises del este de Europa
y el sureste de Rusia. Esta disponible todo el afio. Es una planta perenne
de floracion otofial y estival, pero se cultiva como anual. Su tronco lefioso
alcanza una altura maxima de 60 cm. Forma una roseta de hojas elipticas,
con pubescencia esparcida, de 20-60 cm de longitud. Flores de color azul
lavanda que aparecen en racimos sueltos de 25 cm de largo. Su
apariencia ligera y delicada, ademas de su larga vida en jarron, la hace

perfecta para trabajos de decoracion.
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Figura 1.9. Planta en floraciéon de Limonium latifolium.

e Limonium caspium (Fig. 1.10.). Planta bianual que durante el primer afio
produce pequeiios brotes florales, durante el segundo afio y mediante la
proteccion del penacho apical desarrolla de nuevo flores muy demandadas

en el mercado. Se recolecta en racimo.

Figura 1.10. Planta en floracién de Limonium caspium.

e Limonium perezii (Fig. 1.11.). Subarbusto de porte redondeado, con
hojas muy pecioladas, de forma entre oval y de diamante, de color verde
oscuro. En otofio produce compactos ramilletes de flores diminutas de

color azul. Requiere proteccion en zonas de heladas.
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Figura 1.11. Planta en floracién de Limonium perezii.

e Limonium pectinatum (Fig. 1.12.). Nativa de las Islas Canarias. Planta
subarbustiva, glabra, con hojas obovado-espatuladas de 4 cm de longitud,
dispuestas en roseta basal. Tallo floral de hasta 70 cm de altura. Espigas

de 3 flores con el céliz lavanda o violeta palido y la corola rosada.

Figura 1.12. Planta en floracion de Limonium pectinatum.

e Limonium peregrinum (Fig. 1.13.). Es una planta perenne que produce

inflorescencias de color rosa con excelentes atributos como flor cortada
(Seelye et al., 1994).

Figura 1.13. Inflorescencia de Limonium peregrinum.
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1.2.3. Requerimientos edafoclimaticos

La temperatura 6ptima de crecimiento y floracién durante el dia es de 22 a 27
°C (25°C) y de 12 a 16 °C (15 °C) por la noche. La planta deja de crecer por
debajo de 8 °C y por encima de 30 °C. Los habitats de desarrollo de este
género abarcan desde los saladares continentales y costeros (con altas
concentraciones de cloruros y sulfatos) (Heywood, 1978), hasta las zonas
peninsulares del interior con climatologia mas fria, por lo que se ha
considerado a la mayoria de especies como halofitos estrictos. Sin embargo,
debido a que crecen con la misma vitalidad en suelos ricos en nutrientes que
no son salinos, se podria decir que han desarrollado la capacidad de ser

resistentes a ambientes secos con halotolerancia.

Se cultiva preferentemente en suelos arenosos, pero en principio se puede
cultivar en todo tipo de suelos, siempre que sean permeables y con buen
drenaje. El pH adecuado para un buen desarrollo del cultivo estéd alrededor
de 6,5.

Para la induccion floral es necesaria una diferencia como minimo de 10 °C
entre el dia y la noche. Si esta diferencia es mayor de 25 °C la planta
tampoco inducird a flor, permaneciendo en estado vegetativo. Ademas, la
humedad relativa debe controlarse durante este periodo para evitar
enfermedades producidas por hongos, por lo que se necesita una buena

ventilacion en el invernadero.

En Europa occidental es comun plantar desde diciembre hasta abril, para
obtener flor en verano. Sin embargo, en la zona Mediterranea la plantacién se
realiza a finales de verano o principios de otofio, para favorecer la cosecha de
invierno. Asi, en Espafa, se planta a finales de agosto para comenzar a tener
produccion a finales de octubre o primeros de noviembre para vender en el dia
de “Todos los Santos”. Por otro lado, en la zona de Sudamérica se plantaria
desde junio hasta octubre para obtener flor en verano, o bien entre febrero y

marzo para comenzar a recoger la produccion en invierno.
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1.2.4. Multiplicacion y propagacion

El género Limonium comprende principalmente plantas con un amplio rango
de poliploidia (generalmente di-, tri, y tetraploide) y sistemas reproductivos

(sexual y asexual a través de apomixis) (Palop et al., 2000).

La propagacion comercial de Limonium se realizaba mediante semillas,
aplicando dos técnicas:

« Sembrado directo del fruto, surgiendo de uno a siete plantones.

« Semillas individuales escarificadas, para una germinacion mas rapida y

homogénea.

Normalmente la obtencion de la planta se realizaba en viveros
especializados. La mayor parte de las semillas se comercializaban limpias y
debidamente envasadas. Para favorecer la germinacion, las semillas se
debian sumergir en una disolucién con algun fungicida, durante media hora
con agua a unos 30 °C durante un primer momento y procurando mantener la

temperatura del agua en unos 20 °C durante otra media hora.

El sustrato para la siembra se preparaba a base de una mezcla de 1/3 de
turba de gran calidad, 1/3 de arena silicea limpia y 1/3 de tierra vegetal
(estiércol, tierra fina, turba y silice). Las semillas se depositaban en

pequefios surcos y se cubrian con turba muy fina, arena o vermiculita.

Las condiciones Optimas para la obtencion de las plantulas estan
establecidas, necesitan una humedad relativa del 70-80 % y una temperatura
de 15-25 °C. El sustrato debia mantenerse con un adecuado grado de
humedad, pero sin encharcamientos. Cuando las plantitas se habian
desarrollado, se trasplantaban a tiestos de 7,5 a 10 cm de diametro hasta el

momento del trasplante definitivo.

Las semillas de plantas adultas han sido usadas como fuente de material
para la conservacion de especies amenazadas de Limonium (Martin y Pérez,
1992; 1995; Fay, 1993; 1994; Lledd, 1996). Pero no permite obtener plantas

20



Introduccion

genéticamente iguales (Bienkowska y Norwa, 1994; Wicki, 1992). Ademas, la
temperatura interactia con la salinidad afectando a la germinacion (Khan et
al., 2001).

Posteriormente, la propagacion convencional de muchos cultivares se
realizaba por el corte de brotes con o sin raices, lo cual llevaba entre 6-8
meses para tener una planta completa, a lo se le afiadia s6lo un 20-30 % de
éxito del proceso (Fujita, 1993).

Actualmente, la técnica que se utiliza para el proceso de produccion de
Limonium es el cultivo in vitro, a través de procesos de micropropagacion,
pues la propagacion vegetativa convencional produce un rendimiento
limitado, necesita mas tiempo y, a veces, da como resultado plantas no

homogéneas.

Existen muchos los protocolos descritos para la produccion in vitro de
especies e hibridos de Limonium, pudiendo encontrarse entre la bibliografia
reciente diversas investigaciones sobre este tema. Esto hace conveniente
que ademdas del proceso de propagacion in vitro que se realice
rutinariamente, se disponga de la capacidad para poder investigar en la
mejora del proceso.

A pesar de las indudables ventajas que ofrecen las técnicas de
micropropagacion, su realizacion también conlleva la realizacion de una serie
de trabajo extra, como el control de la cantidad y calidad de las
inflorescencias. Esto se debe a la posible variabilidad que este proceso
puede generar en el comportamiento del material vegetal sometido al
tratamiento in vitro. De hecho, gran parte del proceso de mejora para la
obtencion de variedades comerciales estad encaminado a seleccionar el clon
gue presente el comportamiento mejor y mas estable durante todo el proceso

de multiplicacién y enraizamiento.
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1.3. El cultivo in vitro de tejidos vegetales

Las plantas se pueden multiplicar de dos maneras, vegetativamente (forma
asexual, también llamado clonacion) y de forma generativa (sexualmente,

por semillas).

La multiplicacion vegetativa in vivo ha jugado durante muchos afios un
importante papel en la agricultura, como en la produccion de bulbos y
también en la mejora vegetal, ya que las lineas parentales eran mantenidas
y propagadas de esta forma. Pero estos métodos de reproduccion resultan
insuficientes, por ser demasiado lentos, dificiles, caros o0 a veces
completamente inviables. Asi que, con la propagacion vegetativa in vitro o
micropropagacion, se salvaban muchos de estos problemas, por ello, se

planteé como una nueva herramienta para la multiplicacion vegetativa.

Existen diferentes métodos de propagacion vegetativa in vitro: esquejes de
segmentos nodales, ramas axilares, regeneracion de érganos adventicios
(raices o véastagos) sobre explantes, formacion de érganos adventicios y
embriogénesis somatica sobre callo, y regeneracion de plantas a partir de

suspensiones celulares y protoplastos.

Mediante éstas y otras técnicas de cultivo, es posible obtener plantas
libres de microbios en un medio nutritivo aséptico (estéril) en condiciones
ambientales controladas. También se lo conoce como “cultivo in vitro de
plantas” por realizarse en recipientes de vidrio, aunque en la actualidad

también se utilizan otros materiales como el polipropileno.

Para poder llevar a cabo la multiplicacién in vitro por formacién de érganos o
embriones adventicios es necesario que la especie tenga capacidad de
regeneracion, la cual viene determinada por el genotipo, las condiciones
ambientales (nutrientes, reguladores de crecimiento y condiciones fisicas del
medio de cultivo) y el estado de desarrollo de la planta. Esta capacidad se

denomina “totipotencia celular” y es caracteristica de las células
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meristematicas que estan presentes en distintos organos de la planta
(Haberlandt, 1902).

La regeneracion de érganos que no estuvieran presentes en el momento del
aislamiento supone un proceso complejo que puede dividirse en dos tipos de

respuestas:

1. Una desdiferenciacion celular acompafiada de crecimiento tumoral, que
da lugar a una masa de células indiferenciadas denominada callo, la
cual bajo las condiciones adecuadas es capaz de generar érganos o
embriones somaticos (llamados asi porque son estructuras similares a

un embrion, pero que no se originaron por union de gametos).

2. Una respuesta morfogenética por la cual se forman directamente

organos (organogeénesis) o embriones (embriones somaticos).

La primera respuesta se conoce como organogénesis o embriogénesis
indirecta (mediada por un estado de callo) mientras que la segunda
respuesta se considera organogénesis o embriogénesis directa. Las
plantas producidas siguiendo el segundo camino presentan mayor
estabilidad genética que las que son obtenidas a partir de callo (D"Amato,
1975, 1977; Lee y Phillips, 1998).

Por tanto, el éxito en la propagacion de una planta dependera de la
posibilidad de expresion de la potencialidad celular total, es decir, que
algunas células recuperen su condicion meristematica. A tal fin, debe

inducirse primero la desdiferenciacion y luego la rediferenciacion celular.

La micropropagacion presenta una serie de limitaciones debido al gran
namero de factores que intervienen durante todo el proceso: el material
vegetal, condiciones de crecimiento, posicion del explante, época del afio,
nivel endogeno de hormona, tamafo del explante, método de siembra,
nutrientes y reguladores de crecimiento en el medio, condiciones

ambientales y presencia de otras sustancias en el medio.

23



Introduccion

Generalmente los explantes obtenidos a partir de los brotes de las plantas
en roseta presentan un riesgo muy alto de contaminacion. Por tanto, se
deben elegir otros explantes que estén mas alejados de esta zona. Asi, se
sabe que se han producido establecimientos exitosos a partir de explantes
tomados de inflorescencias que han sufrido reversion a su funcion vegetativa
en Allium cepa L. (Dunstan y Short, 1979), Cybidium goeringii (Shimasaki y
Uemoto, 1991), Gerbera jamesonii (Topoonyanont y Dillen, 1988) y Solanum

lycopersicum Mill. (Compton y Veilleux, 1991).

En las plantas estan presentes ciertas sustancias quimicas naturales que
juegan un papel importante en su crecimiento y desarrollo. Estos
compuestos suelen ser activos a concentraciones muy bajas, y se conocen
como fitohormonas. Pueden controlar la forma de la planta e intervenir en el
crecimiento como respuesta a los factores externos como luz y temperatura.
Por otro lado, existen sustancias quimicas sintéticas que pueden actuar
fisiologicamente de forma similar a estas hormonas, 0 compuestos que
tienen la capacidad de modificar el crecimiento de la planta, estos son
denominados reguladores del crecimiento. Hasta hace relativamente poco
tiempo se reconocian cinco grupos de este tipo de compuestos: auxinas,

citoquininas, giberelinas, etileno y acido abcisico (George et al., 2008).

Las auxinas Yy las citoquininas son de lejos los reguladores del crecimiento
mas importantes usados en el cultivo de tejidos y érganos por su influencia

en la morfogénesis (Zhao Hang, 2010).

Las auxinas son muy utilizadas en el cultivo de tejidos, siendo necesarias
para la division celular, la elongacion de las células y la iniciacion de las
raices (de Klerk, 2009). De manera que, a un nivel celular, controlan
procesos basicos de division y elongacion. Son capaces de provocar el inicio
de la division celular por lo que desarrollan la formacién de meristemos (Barz
etal., 1977).

Las mas usadas son el AIA (acido indol-3-acético), IBA (acido indol-3-

butirico), 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacetico) y el ANA (&cido 1-
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naftalenacético) (George et al., 2008); y son utlizadas con diferentes
propésitos, de manera que el 2,4-D se combina con citoquininas para inducir
la formacion de callos, mientras que el AIA, IBA y ANA son usadas para
provocar la rizogénesis sin citoquininas (Davies, 1995).

Las citoquininas provocan la division celular, son muy importantes en la
morfogénesis de las plantas, con una gran influencia en los meristemos
apicales, actuando concretamente sobre el crecimiento de los brotes y la
tasa de multiplicacion sobre todo cuando se usan a concentraciones bajas
(Margara, 1988; Cline, 1994; Debi et al., 2005). Ademas, juegan un papel
muy importante contra la senescencia y en la reversion de los efectos que
producen las auxinas. Normalmente, una concentracion elevada de
citoquininas bloquea el desarrollo de raices (Blakesley y Lenton, 1978). Este

regulador se transporta acropétalamente (Ongaro y Leyser, 2008).

Las mas utilizadas son BA (N°beciladenina), Kinetina, 2-iP (2-
isopentetiladenina), ZT (Zeatina) y TDZ (Thidiazuron) (Skoog y Miller, 1957).
Pero debido a los altos costes, las citoquininas naturales como el 2-iP y la

ZT no se suelen utilizar.

Cuando se han utilizado citoquininas, independientemente del tipo usado, se
ha observado hiperhidratacion en muchos de los brotes debido al elevado
nivel de estas (lgawa et al., 2002; Slater, 2003; George et al.,, 2008),
Ademas, se sabe que esta hiperhidratacion tiene que ver con la rigidez
(concentracion de agar) del medio de cultivo donde se encuentran estos
reguladores (Debergh, 1983). Por otro lado, cuando sube excesivamente la
concentracion del agente gelificante, baja la respuesta a las citoquininas del

medio (Borman y Vogelmann, 1984).

El balance entre las dos clases de reguladores (auxinas y citoquininas) es el
desencadenante de la formacion de brotes adventicios y de la rizogénesis
(Negrutiu et al, 1978). La ratio de hormonas requerida varia

considerablemente en funcidn de la respuesta morfogenética que se quiera
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obtener del tejido con el que se trabaja (Razdan, 2003). Asi se puede

observar en la Figura 1.14.

Figura 1.14. Concentraciones relativas requeridas de auxinas y citoquininas para el

crecimiento y la morfogénesis en cultivos de tejidos de plantas (George et al., 2008).

Las concentraciones requeridas de cada tipo de los reguladores
dependeran de la especie, la condiciones de cultivo y de otros compuestos
usados, e incluso de la variedad (George et al., 2008); la interaccion entre
las dos clases de reguladores es bastante compleja, y mas de una
combinacién de estas sustancias puede producir 6ptimos resultados (Skoog
y Miller, 1957).

El uso extendido de la clonacion in vitro se debe a una serie de ventajas que
se indican a continuacién (Pierik, 1975; Van Assche, 1983; Gebhard et al.,
1983; Kunneman-Kooij, 1984):

La multiplicacion in vitro es mas rapida que la propagacion in vivo.
Existen especies que solamente pueden ser propagadas in vitro.

El crecimiento de las plantas propagadas in vitro es mas vigoroso.

A

La multiplicacion in vitro consigue plantas libres de enfermedades.
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5. Se necesita una cantidad pequefia de material para iniciar el cultivo in
vitro.

6. La propagacion in vitro supone un ahorro en espacio, concretamente
de invernaderos.

7. Control de las condiciones de cultivo, lo que permite disefar el
calendario de produccion de esquejes, eliminando el efecto estacional
y tener una produccién homogénea todo el afio.

8. Las plantas son cultivadas con su propio sistema radical, por tanto, no

es necesario el injertado, ahorrando mano de obra.

Por otro lado, el clonado in vitro también presenta desventajas:

La estabilidad genética es débil. Es la llamada variacion somaclonal.

2. Algunas caracteristicas que presentan las plantas obtenidas in vitro
pueden ser poco convenientes in vivo, como el exceso de ramas
laterales o fases juveniles de la planta.

3. Dificultad para la transferencia de las plantas de los tubos de ensayo
al suelo.

4. Control intensivo sobre patégenos cuando se realiza la transferencia
al suelo, por excesiva sensibilidad.

5. Pérdida de capacidad de regeneracion de las plantas in vitro por la
repeticion de subcultivos reiterados.

6. Dificultad para poder realizar el aislamiento de un explante estéril.

7. Gastos elevados por uso de gran cantidad de mano de obra
(Takayama et al., 1986), que redunda sobre el precio del esqueje.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto anteriormente, las caracteristicas

deseables para conseguir un cultivo in vitro de éxito son:

Estabilidad genética, con ausencia de mutaciones.
2. Material libre de enfermedades para producir plantas libres de
patogenos.

3. Transferencia relativamente facil del tubo de ensayo al suelo.
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4. Mantenimiento de la capacidad de regeneracion a lo largo de los
subcultivos.
5. Metodologia para la propagacion in vitro no demasiado complicada.

Debe ser econémicamente viable.

Por otro lado se deben remarcar las ventajas que tiene usar la propagacion

in vitro desde el punto de vista del mejorador vegetal:

Se puede lanzar comercialmente una variedad mucho mas rapido.
Con el cultivo in vitro se pueden obtener més rapido pequefios clones
gue pueden usarse como parentales para la produccion de hibridos
(F1).

Se pueden obtener con facilidad mutantes durante el proceso de
induccion de vastagos adventicios.

Es util para tener un banco de genes (material almacenado libre de
enfermedades).

Se puede usar en la manipulacion genética con regeneracion de
plantas a partir de protoplastos y células.

Existen plantas que deben ser mantenidas y multiplicadas

vegetativamente para no perder sus caracteristicas especificas.

El cultivo de tejidos de plantas se puede definir como el cultivo de tejido de

plantas extraidos del cuerpo de un parental (planta madre) en condiciones

estériles en un medio de cultivo que contiene los nutrientes organicos e

inorganicos usuales, reguladores de crecimiento y vitaminas (de Klerk,

2009).

Tradicionalmente el cultivo de tejidos de plantas es un proceso que se

desarrolla siguiendo 5 pasos (George et al., 2008):

1.

ok~ 0N
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Seleccion y preparacion de la planta madre.

Iniciacion: establecimiento del cultivo en condiciones asépticas.

Multiplicacion: produccién de los posibles propagulos.

Enraizamiento: preparacion para el crecimiento en su ambiente natural.

Transferencia al ambiente ex vitro.
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En los ultimos 50 afos, el cultivo de tejidos ha llegado a ser una importante

herramienta usada en agricultura, siendo las aplicaciones en las que puede

usarse la microporgacion las siguientes (Ingels, 2001):

e Propagacion masiva de plantas, especialmente para especies de
dificil propagacion por otros métodos, 0 en vias de extincion.

e Propagacion masiva de clones especificos, especialmente desarrollados
por mejoradores que buscaban plantas para introducir en los mercados.

e Clonacion de individuos de caracteristicas agronémicas muy deseables
durante todo el afio evitando ciclos de produccion estacional.

e Mantenimiento de stock de plantas libres de virus y enfermedades.

e Produccion de semillas sintéticas.

e Conservacion de germoplasma (conjunto de individuos que representan
la variabilidad genética de una poblacion vegetal).

e Obtencién de metabolitos secundarios.

e Preparacion de plantas madre para producir las semillas de nuevos
hibridos.

e Mejora genética de plantas (incluyendo obtencion de plantas
transgeénicas).

e Germinacion de semillas.

e Produccioén de haploides.

e Estudios fisioldgicos diversos.

La propagacion clonal por cultivo in vitro constituye uno de los métodos
biotecnolégicos que mayores logros ha aportado al desarrollo de la
agricultura (Paek y Ma, 1996), usandose en la producciéon masiva de
especies horticolas, aromaticas, medicinales, fruticolas, ornamentales y
forestales (Hildebrandt y Harney, 1983; Einset y Alexander, 1985;
Gabryszewska, 1989; Gabryszewska y Warabieda, 1992; Waldenmaier y
BUnemann, 1991; Skrzypczak, 1992; Refouvelet et al., 1998; Refouvelet y
Daguin, 2000; Scholten, 1998; Popowich y Filipenya, 2000; Charlebois y
Richter, 2004; Jacobsone et al., 2006; Nestorowicz et al., 2006; Oprea y
Duta, 2008; Cui et al., 2009). Ademas, abre nuevas areas de investigacion,

permitiendo resolver los problemas de los métodos convencionales y
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establecer protocolos rapidos de multiplicacion para plantas a escala

comercial (Pacheco, 2001; Gabryszewska, 2011).

El uso de las técnicas de cultivo in vitro ha sido en algunos casos
controvertido, debido a lo que se refiere a los posibles cambios genéticos
(variacion somaclonal) producidos a partir de estos procesos (Gonzalez-
Benito y Martin, 2011), lo que contradice la opinidon de otros autores que
indican que la induccién de una alta mutacion puede contribuir a recuperar la

diversidad genética (Bramwell, 1990) obteniendo nuevas variedades.

El cultivo de o6rganos y tejidos ha conseguido que muchas plantas
ornamentales hayan encontrado un lugar en el mercado, pues su produccion
es rapida, con gran uniformidad y eliminando enfermedades. Ademas,
permite el almacenamiento durante grandes periodos de tiempo. (Wilson et
al., 2000). Asi, han surgido en el mundo laboratorios de cultivo de tejidos
vegetales desde 1996, que estan ya cerca de cultivar dos mil géneros,
especies o cultivares de plantas, ya sea en laboratorios de estamentos
oficiales (312) o de empresas comerciales (193) (Lopez y Peran, 2000;
Laimer y Rucker., 2003).

Estas técnicas han sido testadas como un método bueno y eficiente para la
conservacion de especies amenazadas, porque muchas de las plantas
pueden ser obtenidas a partir de un minimo de material original y conseguir
un bajo o ningun impacto sobre las poblaciones salvajes establecidas
(Wochok, 1981; Iriondo y Pérez, 1990; Fay, 1992, 1994; Martin y Pérez,
1995; Amo-Marco e lbafiez, 1998; Mercuri et al., 1999; Francisco-Ortega et
al., 2000; Savona et al., 2009; Kaninski, et al., 2012).

1.4. El cultivo in vitro de Limonium sinuatum: antecedentes vy

situacién actual

En el cultivo de tejidos de L. sinuatum se han utilizado para su
micropropagacion como material de partida yemas axilares e inflorescencias

inmaduras (Miyamoto, 1993). También se han utilizado como explantes
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segmentos nodales en medio suplementado con BA tanto para L. sinuatum
(Harazy et al, 1985) como para L. estevei (Martin y Pérez, 1992). Por otro
lado, para L. perezii se ha conseguido la multiplicacion in vitro a partir de
brotes obtenidos en medios con ZT que provenian de protoplastos derivados

de cultivos celulares (Kunitake y Mii, 1990).

Los segmentos nodales se describieron como el explante mas adecuado para
el establecimiento in vitro de L. parvibracteam (Lledo et al., 1996); las yemas
de la parte basal de los escapos flores se utiliz6 con L. insigne, L.
santapolense o L. virgatum (Lledé et al., 1995). También se han utilizado las
semillas como material de partida en L. duforii, L. carthaginenese, L.
catalaunicum, L. dichotomum, L. gibertii (Martin y Pérez, 1995), y L. thiniense
(Lledo et al., 1996).

En Limonium sinuatum altas concentraciones de BA y ANA producian callos
en las plantas cultivadas in vitro, mientras que bajas concentraciones de BA
daban lugar a brotes y altas tasas de multiplicacion (Takahashi et al., 1997).
En ocasiones llegaron a aparecer sintomas anormales como oxidacién y
vitrificacion que fueron controlados con la concentracion adecuada de
regulador y con el tipo y concentracion del agente gelificante (Wetzstein et
al., 1994).

En algunas ocasiones los meristemos de inflorescencia de algunas especies
pueden ser forzados a volver temporal o permanentemente a su funcién
vegetativa debido a algun fendmeno fisiologico (Bernier, 1992). Esta
posibilidad también ha sido explorada en caso de inflorescencias maduras de
hibridos de Limonium, encontrandose que, incluso en etapas avanzadas del
desarrollo de la inflorescencia, los segmentos nodales derivados de la misma
pueden ser un material idoneo para iniciar el proceso de miroporpagacion

(Topoonyanont et al, 2000).

Ademas, también se ha usado en la mejora de variedades de esta especie

la realizacion de cruces, aunque no todos los llevados a cabo han tenido
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éxito, y entre ellos cabria destacar el hibrido producido entre L. sinuatum y
L. perezzi realizado con rescate de embriones (Morgan et al., 1998).

Diferentes protocolos de micropropagacion se conocen para diferentes
especies de Limonium (Butcher et al., 1986; Ovideo y Guevara, 1988; Ruiz,
1990; Lledo6 et al.,, 1994; Morgan et al., 1998), que tienen importancia
comercial como L. sinuatum o “Estatice” (Harazy, 1985). O para especies en
peligro de extincion en la Peninsula Ibérica con el objetivo adicional de
conservar la biodiversidad (Martin y Pérez, 1995; Amo-Marco e lbafiez,
1998), como Limonium carvanillessi, que es otra especie endémica y
amenazada de pequefias areas costeras levantinas (Aguilera et al., 1994).
Siguiendo esta linea también se evalué la propagacion vegetativa in vitro de

hibridos de Limonium (Mercuri et al., 1999).

En la micropropagacion convencional en Limonium sinuatum se producian
perdidas de plantas debido a la contaminacion microbiana y al pobre
crecimiento de las plantas in vitro (Kozai, 1990; Lees, 1994), al igual que un
bajo porcentaje de supervivencia durante la fase de aclimatacion ex vitro en

invernadero (Desjardins et al., 1995; Kozai y Zobayed, 2000).

Con el uso de estas metodologias, un alto porcentaje de vitrificacion
(hiperhidricidad) trae consigo una disminucién en la cantidad de material
micropropagado como consecuencia de la deficiente diferenciacion celular
que acompafia a esta anomalia (Gaspar, 1995). La vitrificacién fue
observada por varios autores como una anomalia fisiologica en procesos de
cultivo de tejidos, caracterizada por una apariencia vidriosa en brotes
hiperhidratados con hojas translicidas que mostraron una reduccion de las
tasas de multiplicacion y, eventualmente, podian dar lugar a la muerte del
material vegetal (Bhojwani y Razdan, 1996; Zimmerman, 1984). Esto era
ocasionado por los bajos niveles de cera depositada en la cuticula, bien sea
por una humedad alta en el ambiente del explante o por inhibicién de su
biosintesis, inducida por los regimenes de reguladores del crecimiento
(elevadas concentraciones de citoquininas) y bajas concentraciones del

agente gelificante o fuente de carbono (sacarosa) necesarias en la
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regeneracion vegetal (Strafford y Warren, 1991; Wetzstein et al., 1994). La
sacarosa reduce, probablemente por un proceso fisico, el potencial osmético
en el medio de cultivo, lo que trae como consecuencia una disminucion del
potencial hidrico, y por consiguiente menor disponibilidad de agua para el
tejido vegetal, o promueve un metabolismo anormal de los azucares
(Gaspar, 1995).

Figura 1.15. Fases del cultivo in vitro de Limonium sinuatum. (A) Preacondicionamiento.
(B) Establecimiento. (C) Multiplicacion. (D) Enraizamiento. (E) Aclimatacion. (F) Invernadero

en produccion.
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En la actualidad, la propagacion in vitro de Limonium es un proceso
establecido en diferentes fases (Fig. 1.15.), donde cada una de ellas se ve

influenciada por distintos factores:

» Fase 0: Seleccién y preacondicionamiento vegetal:

En esta fase es donde se seleccionaran las variedades que servirdn de
material de partida para el resto de etapas. Las plantas madre seleccionadas
han recibido los tratamientos adecuados (riegos, fertilizantes y productos
fitosanitarios) para asegurar el vigor de las mismas, ya que éste es un

aspecto clave en el éxito posterior del proceso de propagacion in vitro.

> Fase 1: Establecimiento in vitro:

En esta fase se deben considerar diferentes factores que determinaran el
éxito del establecimiento como son: explante de partida, posicion en la
planta, método de desinfeccion, época de recoleccion, medio de cultivo y
reguladores de crecimiento. Lo que se busca en esta fase es un buen

crecimiento y desarrollo sin contaminaciones.

» Fase 2: Multiplicacion:

Se busca conseguir una alta tasa de propagacion sin perder estabilidad
genética. El material que se ha obtenido en la fase establecimiento se
somete a diferentes métodos de multiplicacion: cultivo de yemas axilares,
proliferacion de vastagos adventicios o0 embriogénesis somaética. Los
factores que se deben tener en cuenta en esta fase son: el medio de cultivo,
los reguladores de crecimiento y las condiciones ambientales (temperatura,

iluminacion, concentracion de CO, y humedad relativa).

> Fase 3: Enraizamiento:

En esta fase se preparan los vastagos o plantas para transferirlos al suelo, lo

gue implica la induccién de la formacion de raices. Durante este periodo,
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para conseguir las condiciones Optimas de enraizamiento, se deben
considerar estos factores: concentracion de nutrientes en el medio de cultivo,
tipo y concentracion de auxinas (IBA y ANA), propiedades fisicas del medio
(agar, carbén activo, vermiculita y otras) y condiciones ambientales

(temperatura, iluminacién, concentracion de CO,y humedad relativa).

» Fase 4: Adaptacion-aclimatacion:

Esta ultima fase comprende la transferencia de las plantas desde el tubo de
ensayo a los sustratos (turba, perlita y vermiculita) para el establecimiento de
las mismas. Ademas, en esta fase las plantulas deberan estar protegidas
con una cubierta de plastico para evitar su deshidratacion. Dicha cubierta se
retirara  progresivamente hasta aclimatarlas a las condiciones

medioambientales que se encuentran en el invernadero.

1.5. Laimportancia comercial de Limonium sinuatum

Limonium sinuatum es una especie muy apreciada por tener buen mercado
tanto para flor seca como para flor en fresco (Wilfret y Raulston., 1975), por
su atractivo cdliz de larga duracion y diversidad en coloracion (Salinger,
1991).

En la mejora de L. sinuatum se ha buscado la produccion de hibridos
interespecificos con otras especies de Limonium para mejorar las
caracteristicas del cultivo, sobre todo en lo referente a variedades que sean

resistentes a enfermedades (lgawa et al., 2002).

Cada afio, por distintas compairiias, se venden varios millones de plantas
jévenes de Limonium sinuatum a productores de todo el mundo, siendo los

principales mercados Holanda, Japon, Colombia, Israel, Espafia e Italia.

En el afio 2007 en la empresa Barberet & Blanc, S.A. by Dimmen Orange se
pone en marcha un programa de mejora y obtencion de variedades de

Limonium sinuatum, cuyos principales objetivos serian el mercado japonés,
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el colombiano y el europeo, sobre todo la zona mediterranea con ltalia v,

principalmente, Espafa (Figura 1.16.).

= JAPAN

m SPAIN

= COLOMBIA

m |ITALY

= REST OF THE
WORLD

Figura 1.16. Mercado mundial de Liomunim sinuatun 2015. Fuente: Dpto. Comercial de
Barberet & Blanc, S.A.

Simultdneamente, también se afiadieron a este programa de mejora
Limonium Hybrid y Limonium New Hybrid, de manera que se ponen en
funcionamiento para las tres especies todos los medios disponibles para la
obtencién de nuevos cultivares. Sin embargo, esto no resulta tarea sencilla y
a la hora de ver la rentabilidad, primero se debieron evaluar los problemas
gue presentaba llevar a cabo esta apuesta.

En al afio 2009 se par6 el proceso de mejora de variedades de L. Hybrid y L.
New Hybrid debido a las ventajas e inconvenientes referidos (Tabla 1.2.) y al
porcentaje tan pequefio que suponia la venta de plantas con relacion a
Limonium sinuatum (Tabla 1.3.). De manera que a partir de este momento

todo el esfuerzo se centrd en esta Ultima especie.
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Tabla 1.2. Ventajas e inconvenientes de la realizacion del plan de mejora en Limonium spp

Fuente: Dpto. Comercial de Barberet & Blanc, S.A.

Cultivo Ventajas Inconvenientes
El mercado de L. sinuatum Necesita reintroducirse cada
Limonium es 10 veces mayor que el L. afio, puesto que las plantas
sinuatum Hybrid. pierden capacidad de
propagacion
Se produce en zonas donde Inestabilidad genética de las
la proteccion de las plantas in vitro.
variedades es muy buena.
El 75% del mercado es de Costes de multiplicacién altos,
un color, concretamente alta tecnificacion y
azul oscuro o violeta. cualificacién de la mano de
obra. Encarece el precio de las
plantas.
Su periodo productivo esta Dos tipos de mercado:
entre 9-18 meses y las produccioén de verano y de
plantaciones se renuevan invierno. Dos criterios de
cada afio. seleccion.
) . La variedad numero uno Solamente hay dos colores:
Limonum Hybrid

pertenece al grupo: Misty.
Mercado pequefio. No se ha
hecho mucha mejora de
variedades.

Plantas muy estables.

blanco y azul.
Despide mal olor.

Plantas muy fuertes, duran
casi tres anos. Baja

renovacioén de plantaciones.

Limonium New
Hybrid

Amplio abanico de colores.

Dificil mantener anualmente
el suministro de plantas
Alta tasa de renovacién de

plantaciones.

Mercado pequefio. Solamente
en Japén, Holanda e ltalia.
Requerimientos altos de
tratamiento de frio.
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Tabla 1.3. Estimacion del posible mercado de Limonium realizada para el afio 2010. Fuente:

Dpto. Comercial de Barberet & Blanc, S.A.

Cultivo Hectareas Numero de plantas Importancia (%)
plantadas al afo al afo
Limonium sinuatum 190 6.600.000 83
Limonum Hybrid 25 400.000 5
Limonium New Hybrid 25 880.000 12

Con las decisiones adoptadas se buscaba mantener el liderazgo en el
mercado espafiol, ya que se contaba con la ventaja del clima tan idéneo
para esta especie en el sureste de Espafa, permitiendo obtener variedades
para la produccion invernal con pocas O hingunas necesidades de
tratamiento de frio para favorecer la induccién floral. Ademas, se marcé el
objetivo de aumentar las ventas en Colombia, puesto que las condiciones de
cultivo alli eran similares a las de aqui, de forma que las variedades

seleccionadas también eran aptas para Sudamérica.

Paralelamente, se buscaba mantener y aumentar la posicién en el mercado
japonés. Y esto fue posible gracias a que en 2010 comienza la colaboracion
de otra empresa del grupo, Fukukaen, también mejoradora de esta especie.
El objetivo era tener la red de distribucion mundial mas importante de

Limonium sinuatum.

Para lograr todos los objetivos planteados se debia mejorar el proceso de
propagacion in vitro. Por tanto, era tan importante realizar buenas
selecciones in vivo en el invernadero como mantener la estabilidad de las
variedades durante el proceso de micropropagacion. Esto era posible
gracias, por un lado a la alta tecnificacion in vitro y personal cualificado de la
empresa, y por otro a que las dos actividades se realizaban de manera
simultanea y cercana, de forma que el flujo de informacion era constante

para poder retroalimentar ambos procesos.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este proyecto es desarrollar protocolos de
micropropagacion y conservacion de material vegetal in vitro de Limonium
sinuatum que puedan ser directamente aplicados en las actividades
productivas de la empresa donde se realizan los ensayos y que supongan

una mejora sustancial sobre los métodos ya implementados en ella.

La oportunidad de esta accion se basa en el alto valor afiadido de la especie
objeto de estudio, en la buena adaptacion de esta a las condiciones
ambientales de la zona y en las dificultades que se encuentran en su
propagacion por métodos convencionales y en las posibilidades que ofrece

el cultivo in vitro.

Para este trabajo se proponen los siguientes objetivos parciales:

O Establecer un método alternativo de establecimiento in vitro a partir de
explantes diferentes a la inflorescencia inmadura.

O Analizar el efecto que tiene la temperatura en la fase de multiplicacién en

el alargamiento de los periodos entre subcultivos.

U

Analizar el efecto de la iluminacién durante la fase de multiplicacion.

O Establecer la concentracién y tipo de auxina éptimos durante la fase de
enraizamiento.

O Evaluar el comportamiento del material cultivado in vitro, y sometido a los
tratamientos enumerados en los puntos anteriores, mediante la
determinacion de una serie de parametros bioquimicos seleccionados por
su caracter de marcadores de estrés.

O Determinar la calidad agronémica y comercial de la produccién en
invernadero de las plantas obtenidas in vitro a través de cada uno de los
tratamientos aplicados.

O Analizar la mejora de los rendimientos y el impacto econémico que las

propuestas derivadas del presente trabajo puedan suponer, haciendo

especial hincapié en la reduccion de los costes de produccidén por la
puesta en marcha de procesos mas eficaces y la optimizacion del uso de

los recursos materiales y humanos de la empresa.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Variedades estudiadas de Limonium sinuatum

En la realizacion de este trabajo se ensayaron cuatro variedades de
Limonium sinuatum que presentaban caracteristicas susceptibles de ser
mejoradas en el proceso de propagacion in vitro (Tabla 3.1.). Las variedades
se eligieron por ser las mas representativas de los diferentes colores que
formaban parte de la gama del catalogo de la empresa. Asi, estas
variedades fueron: SN8946 de color violeta, SN9013 color blanco, SN9000
de color amarillo y SN9001 de color rosado (Fig. 3.1.).

Una vez seleccionado el material vegetal de partida en el invernadero, se
estudiaron todas las fases del proceso de micropropagacion
(establecimiento, multiplicacidon, enraizamiento y aclimatacion), intentando
optimizar los parametros estudiados de forma concreta para cada una de las

variedades.

Tabla 3.1. Caracteristicas in vitro de las variedades seleccionadas de Limonium sinuatum.
Fuente: Dpto. |+D+i de Barberet & Blanc, S.A.

Variedad Induccién y Tasa de Enraizamiento Aclimatacion
establecimiento propagacion
SN8946 Muy bueno Muy buena Malo Buena
SN9013 Malo Mala Bueno Buena
SN9000 Malo Buena Malo Buena
SN9001 Bueno Buena Bueno Muy buena

Por ultimo, se evalud la calidad del material vegetal obtenido, tanto del punto
de vista bioquimico (a nivel de compuestos: pigmentos, antioxidantes, etc.),
como en su aspecto comercial, analizando los requerimientos de cada uno
de los mercados a los que podian destinar estas plantas. De ahi, que fuera
importante conocer las caracteristicas comerciales de las variedades
estudiadas (Tabla 3.2.).

45



Materiales y métodos

Tabla 3.2. Caracteristicas comerciales de las variedades de Limonium sinuatum. Fuente:
Catalogo 2016 de Barberet & Blanc, S.A.

Variedad Color Produccién Precocidad Tamario de Altura
flor

SN8946 Violeta Buena Buena M Buena

SN9013 Blanco Buena Buena L Muy buena

SN9S000 Amarillo Buena Buena L Regular

SN9001 Rosa Buena Regular L Regular

e LS S

Figura 3.1. Variedades estudiadas de Limonium sinuatum. (A) SN8946. (B) SN9013. (C)
SN9000. (D) SN9001.
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3.2. Efecto de la distancia de la planta al foco emisor de luz durante la

fase de multiplicacion

3.2.1. Material vegetal y condiciones de cultivo

Para realizar este ensayo se utiliz6 como material de partida brotes
adventicios de plantas ya establecidas in vitro de las cuatro variedades
descritas en apartados anteriores. Las plantas habian pasado como minimo

por tres periodos de subcultivo en la fase de multiplicacion.

Para la fase de multiplicacion se usdé un medio de cultivo con la
concentracion de macro- y micronutrientes descrita por Murashige y Skoog
(1962) (MS), suplementado con un 4 % (p/v) de sacarosa, y N°-
benciladenina (BA) a una concentracion de 0,2 mg/L. Posteriormente, el pH
de los medios se ajust6 a 5,8 y se afiadié agar a una concentracion del 0,9
% (p/v). El medio se distribuyd en tubos de ensayo de vidrio de 145 mm de
alto y 25 mm de diametro (10 ml/tubo), los cuales se autoclavaron a 104 kPa
y a 121 °C durante 20 min.

Todos los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 22 °C (21,4 °C),
con una humedad relativa del 45-50 % (46,1 %), con una concentracién de
700-800 ppm (780 ppm) de CO, y un fotoperiodo de 16 horas de iluminacion
y 8 horas de oscuridad con una intensidad luminica, flujo de fotones

fotosintéticamente activos (FFF), que varié segun el tratamiento.

Al finalizar el periodo de multiplicacién las plantas pasaron a la fase de
enraizamiento en la misma camara de cultivo, es decir, estaban en las
mismas condiciones de temperatura, humedad relativa, fotoperiodo e
iluminacion que el tratamiento control. Aqui la diferencia radicaba en el
medio de cultivo. Este medio también era un MS modificado, pero que
contenia como regulador de crecimiento acido 1-naftalenacético (ANA) a una
concentracion de 1,25 mg/L para favorecer la rizogénesis. En estas
condiciones permanecieron 40 dias. Transcurrido este tiempo, las plantas se

trasplantaron en jiffies de fibra de coco de 3 cm de diametro, pasando a la
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fase de aclimatacion, a una temperatura de 25 °C y una humedad relativa
del 70 %. La humedad relativa fue disminuyendo a medida que la cuticula de
la planta se endurecia. Esta fase tuvo una duracion de 30 dias. A
continuacion se le dio un tratamiento de frio, que consiste en que las plantas
estan totalmente en oscuridad a una temperatura de 4 °C durante dos
semanas, para favorecer la precocidad. Posteriormente, estas plantas se
trasplantaron a macetas de 22 cm de didmetro de polietileno negro,
rellenadas con fibra de coco, para proceder a su cultivo en invernadero

durante un periodo que comprendio entre 5-6 meses.

3.2.2. Tratamientos v disefio experimental

Para estudiar el efecto de la distancia de la fuente emisora de la luz se
establecieron tres tratamientos dispuestos escalonadamente (Fig. 3.2.1.). En
el T-1 (control, por ser la distancia habitualmente utilizada) las plantas
estaban situadas a 20 cm de distancia, en el T-2 y T-3 estaban a 16 cmy 11
cm, respectivamente. Esta distancia se midi6 desde el medio de cultivo de
los tubos de ensayo hasta el tubo fluorescente. Se hizo una correlacién entre
la distancia al foco emisor y el flujo de fotones fotosintéticos (FFF) (Tabla
3.2.1.), utilizando un luxémetro ECO LX1010B (Fig. 3.2.2.), donde ademas
se tomaron datos para otra tres distancias al foco emisor, concretamente a
2, 8 y 18 cm. A continuacién, se uso el coeficiente obtenido de la empresa
OSRAM para los tubos fluorescentes utilizados en este estudio, modelo
L36W/865 LUMILUX Cool Daylight, con el fin de realizar la conversiéon de lux
a flujo de fotones fotosintéticamente activos (FFF). Estas luminarias
presentan una distribucion espectral de radiacién (Figura 3.2.4.) considerada
apta para el cultivo in vitro. Ademas, las caracteristicas técnicas de las
fuentes de luz utilizadas pueden consultarse en la tabla 3.2.2., donde se
observa que no difieren mucho de otras usadas en ensayos similares
(Pacheco, 2001).
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.

Figura 3.2.1. Disposicién de los tratamientos durante el ensayo de iluminacién.

Figura 3.2.2. Luxémetro Eco LX1010B.

En este ensayo se cultivaron 25 plantas por variedad, tratamiento y
subcultivo. Se realizaron tres subcultivos, es decir, tres repeticiones

independientes. Cada subcultivo tuvo una duracion de 35 dias.
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Figura 3.2.3. Correlacién entre la distancia de la planta al foco emisor de luz y el flujo de

fotones fotosintéticamente activos (FFF).
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Tabla 3.2.1. lluminacion recibida por el material vegetal en los distintos tratamientos.

Tratamiento Distancia FFF
(cm) (umol/m?*s)

T-1 20,0 96,2

T-2 16,0 98,2

T-3 11,0 100,2

200

Figura 3.2.4. Distribucion espectral de la radiacion de las lamparas utilizadas en las

camaras de cultivo in vitro. Fuente: Osram.

Tabla 3.2.2. Datos técnicos de los tubos fluorescentes OSRAM L36/865 LUMILUX. Fuente:

Osram.

Flujo luminoso Temperatura de color Tono de Vida atil
(Im) (K) luz (h)
3250 6500 865 20000

Con el fin de comprobar si la reduccion de la distancia entre los tubos de
cultivo y la fuente de luz alteraba significativamente la temperatura en el
interior de los primeros, se procedié a registrar la temperatura de la camara
de aire de los tubos situados a cuatro distancias de las luminarias durante 24

h (Fig. 3.2.5.). Para ello se insertaron termopares (sondas tipo K, modelo TP-
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K01, TES Electrical Electronic Corp.) en los tubos de cultivo a través de
orificios practicados en los tapones. Las sondas de temperatura se
acoplaron a un registrador 4KDATLOG (TC Direct) que fue programado para
adquirir tres medidas de temperatura por hora (Sanchez-Sanchez et al.,
2018).

23,0

21,0 1AAA e 20 CM
w16 CM
e 11 €M

19,0 , ] , |
0:00 6:00 12:00 18:00 0:00

Temperatura (°C)

Hora

Figura 3.2.5. Variacion diurna de la temperatura en la camara aérea de los tubos de cultivo
en funcién de su distancia a la fuente de luz. Las distancias indicadas se establecen
tomando como referencia la superficie superior de los tapones de los tubos.

Otros autores usaron disefios similares en su ensayos, utilizando una
exposicion a luz directa bajo una intensidad de 2000 lux con fluorescentes
de la marca Sylvania Growlux de 40 watios (vida 20.000 horas, flujo
luminoso 1650 lumenes) que irradiaban energia adicional en las regiones de
rojo-lejano (700-800 nm), roja (600-700 nm) y azul (400-500 nm) (Pacheco,
2001).

3.2.3. Parametros de produccidn in vitro: multiplicacion

Al final de cada periodo de subcultivo (35 dias) se tomaron medidas del
crecimiento de las plantulas, de la tasa de propagacion de los cultivos, del

peso fresco (PF) y del peso seco (PS).
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Para medir el crecimiento de las plantas se tomd como referencia el medio
de cultivo, y se midio la longitud hasta la hoja que mas sobresalia dentro del
tubo de ensayo, a esta medida se le restd la inicial que tenia el brote al

comienzo del subcultivo. Las medidas se tomaron en centimetros.

Figura 3.2.6. Medicién del crecimiento de las plantas durante la fase de multiplicacion.

El método para conocer la tasa de propagacion consistio en contar los brotes
adventicios que podian dar lugar a nuevas plantas, es decir, el nimero de

plantas o brotes obtenidos por tubo de ensayo.

A la hora de calcular el peso fresco (PF) la planta se sacaba del tubo de
ensayo y se limpiaba el callo, y se eliminaban de restos no deseados como
hojas secas. Se pesaba en la bascula de precision el contenedor, se taraba
de nuevo y se pesaba la planta otra vez. A continuacion la planta
permanecio dentro de una estufa a 60 °C durante 72 horas. Pasado este
tiempo se volvia a pesar el contenedor y planta juntos, de manera, que si a
esta cantidad se le restaba el peso del contenedor medido anteriormente, se

obtenia el peso seco (PS).
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3.3. Efecto de las bajas temperatura durante la fase de multiplicacion

3.3.1. Material vegetal y condiciones de cultivo

Para realizar este ensayo se utilizaron plantas establecidas en cultivo in vitro
de Limonium sinuatum de las variedades SN8946, SN9013, SN9000 y
SN9001 que se encontraban en la fase de multiplicacién. Las plantas habian
pasado previamente por tres periodos de subcultivo.

En esta fase de multiplicacion se utiliz6 un medio de cultivo con la
concentracion de macro y micronutrientes descrita por Murashige y Skoog
(1962) y suplementado con un 4 % (p/v) de sacarosa, y N°®-benciladenina
(BA) a una concentracion de 0,2 mg/L. Posteriormente, el pH de los medios
se ajustd a 5,8 y se afiadié agar a una concentracion del 0,9% (p/v). El
medio se distribuy6 en tubos de ensayo (10 ml/tubo) y éstos se autoclavaron
a 104 kPay a 121 °C durante 20 min.

Se utilizaron en esta etapa tres camaras de cultivo con las que contaba la
empresa, y que se mantuvieron a diferentes temperaturas. La camara de

cultivo N° 1 estuvo a 4° C, la camara N° 2 a 12 °C y la camara N° 3 a 22 °C.

Al finalizar el periodo de multiplicacién las plantas pasaron a la fase de
enraizamiento dentro de la camara de cultivo N° 3. Aqui la diferencia
radicaba en que el medio, también un MS modificado, contenia como
regulador de crecimiento ANA (1,25 mg/L) que favorecia la rizogénesis. En
este medio de cultivo permanecian durante 40 dias. Al pasar este tiempo, las
plantas se aclimataron en un invernadero colocandolas en jiffies de fibra de
coco a una temperatura de 25 °C y una humedad relativa de 70 %, la cual se
iba disminuyendo a medida que la planta se iba endureciendo. Esta fase de
aclimatacién tenia una duracion de 30 dias. Posteriormente, estas plantas se
trasplantaron a macetas de 22 cm de didmetro de polietileno negro llenadas
con fibra de coco para proceder a su cultivo en invernadero durante un

periodo de 5-6 meses.
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3.3.2. Tratamientos y disefio experimental

Para estudiar el efecto de la temperatura se establecieron cinco tratamientos
para cada una de las variedades. En el tratamiento 1 (T-1) las plantas se
mantuvieron a 4 °C durante tres meses, en el tratamiento 2 (T-2) las plantas
estuvieron a 12 °C durante tres meses, y en el tratamiento 3 (T-3) las plantas
se subcultivaron a 22 °C por un periodo de un mes (control). Se cultivaron 20
plantas por variedad y tratamiento con tres repeticiones, es decir, se
realizaron tres subcultivos. Una vez que las plantas pasaron esta fase de
bajas temperaturas, se evalué la vuelta a condiciones estandar de
multiplicacion en la camara de cultivo de 22 °C con el objetivo de
compararlas con las plantas que no habian sufrido ningun tratamiento de
frio. Se realizaron otros dos tratamientos, el tratamiento 4 (T-4) se refiere a
las plantas que estuvieron previamente a 4 °C (T-1) y pasaron a ser
subcultivadas a una temperatura de 22 °C, y el tratamiento 5 (T-5) hace
referencia a las plantas que primero estuvieron en la camara de 12 °C y
después pasaron a la de 22 °C. La realizacion de este ensayo permite
comparar por un lado las plantas subcultivadas a baja temperatura con
respecto a las condiciones control o estandar, y por otro ver si hay
diferencias entre los brotes que han pasado por los tratamientos de frio y el

control, una vez que vuelven a las condiciones de multiplicacion a 22 °C.

3.3.3. Parametros de produccion in vitro: multiplicacién

En la fase de multiplicacion se tomaron medidas del crecimiento a los 40 y
90 dias, para T-1y T-2, y a los 35 dias para T-3, T-4 y T-5; y de la tasa de
propagacion al finalizar cada periodo de subcultivo. También se midieron el

peso fresco (PF) y el peso seco (PS).

Para medir el crecimiento de las plantas se tomd como referencia el medio
de cultivo y se midi6 la longitud hasta la hoja que mas sobresalié dentro del
tubo de ensayo, a esta medida se le restd la longitud inicial que tenia el

brote. Las medidas se tomaron en centimetros.
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El método para conocer la tasa de propagacion consistid en contar los brotes
adventicios que podian dar lugar a nuevas plantas, es decir, el nUmero de

plantas o brotes por tubo de ensayo.

A la hora de calcular el peso fresco (PF) la planta se sacaba del tubo de
ensayo Yy se limpiaba el callo y se eliminaban de restos no deseados como
hojas secas. Se pesaba en la bascula de precision el contenedor, se taraba
de nuevo y se pesaba la planta. A continuacion la planta permanecia es una
estufa a 60 °C durante 72 horas. Pasado este tiempo se volvia a pesar
contenedor y planta juntos, y si a esta cantidad se le restaba el peso del

contenedor determinado anteriormente, se obtenia el peso seco (PS).

3.4. Efecto de la concentracion y tipo de auxina durante la fase de

enraizamiento

3.4.1. Material vegetal y condiciones de cultivo

Para realizar este ensayo se utilizaron plantas multiplicadas en cultivo in vitro
de Limonium sinuatum de las variedades SN8946, SN9013, SN9000 y

SN9001 que estaban preparadas para pasar a la fase de enraizamiento.

En esta fase de enraizamiento se utilizO6 un medio de cultivo con la
concentracion de macro- y micronutrientes descrita por Murashige y Skoog
(1962) y suplementado con un 3 % (p/v) de sacarosa, y diferentes
concentraciones de acido indol-3-butirico (IBA) y de acido 1l-naftalenacético
(ANA). Posteriormente, el pH de los medios se ajustd a 5,8 y se afiadié agar
a una concentraciéon del 0,9 % (p/v). El medio se distribuyd en tarros de
vidrio (7,5 cm de didmetro por 12 cm de alto) y en recipientes de
polipropileno (10,7 cm de largo por 9,4 cm ancho y por 55 cm de alto),
aportando 90 ml/tarro o recipiente, y éstos se autoclavaron a 104 kPa y a
121 °C durante 20 min. Todos los cultivos se mantuvieron a 22 °C, con una
humedad relativa entre 40-50 % (46,1 %), un FFF de 96,2 umol/m?*s, una
concentracion de CO, entre 700-800 ppm (780 ppm) y un fotoperiodo de 16
h de luz y 8 h de oscuridad.
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Las plantas permanecieron en este medio de cultivo permanecieron durante
40 dias. Al pasar este tiempo, las plantas se aclimataron en un invernadero
colocandolas en |jiffies de fibra de coco de 3 cm de diametro a una
temperatura de 25 °C y una humedad relativa de 70 %, la cual se iba
disminuyendo a medida que la planta se iba endureciendo. Esta fase de
aclimatacién tenia una duracion de 30 dias. Posteriormente, estas plantas se
trasplantaron a macetas de 22 cm de didmetro de polietiieno negro
rellenadas con fibra de coco como sustrato, para proceder a su cultivo
durante 5-6 meses en condiciones ex vitro en los invernaderos de la

empresa.

3.4.2. Tratamientos vy disefio experimental

Para estudiar el efecto de la concentracion y tipo de auxina (IBA y ANA) se
establecieron cuatro tratamientos para cada una de las variedades. En el
tratamiento 1 (T-1) el medio de cultivo tenia una concentracion de 1 mg/L de
IBA (control), el tratamiento 2 (T-2) tenia 3 mg/L de IBA en el medio de
cultivo, el tratamiento 3 (T-3) llevaba 5 mg/L de IBA y el tratamiento 4 (T-4)

contenia una concentracion de 1,25 mg/L de ANA.

En este ensayo se cultivaron 20 plantas por variedad y tratamiento. Se
realizaron tres repeticiones. La duracion de las fases de enraizamiento, de
aclimatacién y de cultivo fue de 35 dias, de 30-45 dias y de 5-6 meses,

respectivamente.

3.4.3. Parametros de produccioén in vitro: enraizamiento y aclimatacion

En la fase de enraizamiento se tomaron medidas del porcentaje de esquejes
enraizados a los 20 y 35 dias. También se midi6 el peso fresco (PF) y el
peso seco (PS) de la parte aérea de la planta de cada uno de los

tratamientos.

Se consideraba que una planta tenia raices cuando se observaban los

primordios radiculares (2-3 raicillas por planta).

56



Materiales y métodos

A la hora de calcular el peso fresco (PF) la planta se sacaba del tubo de
ensayo y se limpiaba el callo y se eliminaban de restos no deseados como
hojas secas. Se pesaba en la bascula de precision el contenedor, se taraba
de nuevo y se pesaba la planta. A continuacion la planta permanecia en una
estufa a 60 °C durante 72 horas. Pasado este tiempo se volvia a pesar
contenedor y planta juntos, y a esta cantidad se le restaba el peso del
contenedor medido anteriormente, para obtener el peso seco (PS) del

material vegetal.
En fase de aclimatacion se anotaron datos del porcentaje de plantas
supervivientes, plantas que superaron esta fase en relacion al numero de

plantas iniciales, cuando finalizé el periodo de 30 dias.

3.5. Induccion de brotes y regeneracién de plantas a partir de

explantes de hojas jovenes

3.5.1. Material vegetal y condiciones de cultivo

El material de partida se tomé de plantas adultas de las cuatro variedades
descritas y cultivadas en invernadero, de las que se seleccionaron hojas
jovenes de 2 cm de longitud. Estas hojas se esterilizaron siguiendo un
protocolo que comprendié un lavado con agua y jabdén, seguido con una
inmersion durante 15 minutos en una disolucion de hipoclorito sodico al 1 %.
A continuacion se pusieron durante un 1 minuto en alcohol de 70° y por
altimo, se enjuagaron tres veces con agua destilada y estéril. De estas hojas
se tomaron explantes de 5 x 5 mm incluido el peciolo. Estos explantes se
pusieron en un medio de cultivo MS modificado conteniendo diferentes
concentraciones de reguladores del crecimiento, BA y TDZ, solos o
combinados con auxinas (ANA). El pH del medio se ajustdo a 5,8 y la
concentracion de agar fue del 4% (p/v). El medio se repartié en tubos de
ensayo, donde se echaban unos 10 mL/tubo, tras autoclavarse a 121 °Cy
104 kPa. Estas plantas se matuvieron durante 60 dias en unas condiciones

de 22 °C, una humedad relativa de 45-50 %, con una intensidad luminosa de
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96,2 umol/m®s, una concentracién de CO, entre 700-800 ppm y un

fotoperiodo de 16 horas de luz.

Al finalizar el periodo de establecimiento, las plantas de Limonium sinuatum
pasaron a la fase de multiplicacion. Los nuevos brotes adventicios se
subcultivaron a una temperatura de 22 °C, la humedad relativa era del 55 %,
y el fotoperiodo fue de 16 horas de iluminacion y 8 horas de oscuridad. El
medio de cultivo era un medio MS modificado con una concentracion

determinada de BA (0,2 mg/L) y el periodo de subcultivo dur6 unos 35 dias.

Cuando finaliz6 el periodo de multiplicacién las plantas continuaron el
proceso de propagacion, pasando entonces a la fase de enraizamiento
dentro de la misma camara de cultivo. Aqui la diferencia radicaba en que el
medio, también un MS modificado, contenia como regulador de crecimiento
ANA (1,25 mg/L) que favorecio la rizogénesis. En este medio de cultivo
permanecieron durante 40 dias. Al pasar este tiempo, las plantas se
aclimataron en un invernadero colocandolas en jiffies de fibra de coco a una
temperatura de 25 °C y una humedad relativa de 70 %, la cual se iba
disminuyendo a medida que la planta se iba endureciendo. Esta fase de
aclimatacién tenia una duracién de 30 dias. Posteriormente, estas plantas se
trasplantaron a macetas de 22 cm de diametro de polietileno negro con fibra
de coco como sustrato, para proceder a su cultivo en invernadero por un

periodo que abarcé entre 5-6 meses.

3.5.2. Tratamientos vy disefio experimental

Cada experimento se repitié tres veces de forma independiente, se pusieron
25 explantes por tratamiento y variedad. El ensayo constaba del tratamiento
1 (T-1) que contenia una concentraciéon de N°-benciladenina (BA) de 0,25
mg/L como citoquinina (control, es el que se usa normalmente como medio
de establecimiento), el tratamiento (T-2) que tenia 0,25 mg/L de BA més 0,5
mg/L de &cido indol-3-acético (AlA), el tratamiento 3 (T-3) que llevaba
Thidiazuron (TDZ) a una concentracion de 0,25 mg/L, y el tratamiento 4 (T-4)
gue llevaba 0,25 mg/L de TDZ mas 0,5 mg/L de AlA.
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3.5.3. Parametros de produccion in vitro: establecimiento.

Durante la realizacion del ensayo se realizdé un seguimiento de los explantes
que presentaron contaminacion por microorganismos (hongos y bacterias).
Al final del mismo, se contaron aquellos que habian dado lugar a callo, a los
cuales se les volvié a dar una descarga de hormona. Se prepararon de
nuevo los medios de cultivo, y se subcultivaron esos callos. Cuando finalizd
el segundo periodo, a los 60 dias, se cont6 el nimero de callos donde se

habian formado plantas, las cuales pasaron a la fase de multiplicacion.

3.5.4. Parametros de produccién in vitro: multiplicacion

Al final de cada periodo de subcultivo se tomaron medidas del crecimiento
de las plantulas, de la tasa de propagacion de los cultivos, del peso fresco
(PF) y del peso seco (PS).

Para medir el crecimiento de las plantas se tomé como referencia el medio
de cultivo y se midi6 la longitud hasta la hoja que mas sobresalié dentro del
tubo de ensayo, a esta medida se le resto la inicial que tenia el brote. Las

medidas se tomaron en centimetros.

El método para conocer la tasa de propagacion consistia en contar los
brotes adventicios que podian dar lugar a nueva plantas, es decir, el nUmero

de plantas o brotes por tubo de ensayo.

A la hora de calcular el peso fresco (PF) la planta se sacaba del tubo de
ensayo y se limpiaba el callo, y se eliminaban de restos no deseados como
hojas secas. Se pesaba en la bascula de precision el contenedor, se taraba
de nuevo y se pesaba la planta. A continuacion la planta permanecié dentro
de una estufa a 60 °C durante 72 horas. Pasado este tiempo se volvia a
pesar el contenedor y planta juntos, de manera, que si a esta cantidad se le
restaba el peso del contenedor medido anteriormente, se obtenia el peso
seco (PS).
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3.6. Determinacion de metabolitos y de la capacidad antioxidante en

los extractos metanoélicos

Las muestras obtenidas al finalizar cada uno de los subcultivos fueron
congeladas y homogeneizadas con nitrogeno liquido y almacenadas en el
congelador de -80 °C. Posteriormente se llevé a cabo la determinacion de la
concentracion de diferentes compuestos y de la capacidad antioxidante
presentes en el material vegetal a partir de extractos metandlicos usando los
protocolos que se describen a continuacién. Todas las determinaciones
espectrofotométricas se llevaron a cabo utilizando un lector de microplacas
Multiskan GO (Thermo Scientific).

3.6.1. Obtencién de los extractos metanodlicos

Las muestras (alrededor de 100 mg) se incubaron en 1 mL de metanol. La
extraccion se realiz6 a una temperatura de 70 °C durante 15 min, en la
oscuridad y con agitacion ocasional. Tras esto se realizé una centrifugacién
a 15000 X gmax durante 10 min. Los sobrenadantes obtenidos fueron

almacenados a -80 °C hasta la realizacion de los andlisis correspondientes.

3.6.2. Determinacién de pigmentos fotosintéticos

La determinacién de clorofilas a y b se realiz6 midiendo la absorbancia de
los extractos metandlicos, por cuadruplicado, a 653 y 666 nm. Las
concentraciones de pigmentos fotosintéticos se calcularon aplicando las

ecuaciones descritas por Lichtenthaler y Wellburn (1983).

3.6.3. Determinacién de fenoles solubles totales

La determinacién de fenoles solubles totales se llevd a cabo segun el
método descrito por Everette et al. (2010). Para ello se prepardé una mezcla
de 25 pL de reactivo Folin-Ciocalteu y 380 pyL de agua MilliQ, a la que se le
afiadié 20 yL de muestra y tras mezclar e incubar 5 min en la oscuridad, a

temperatura ambiente, 75 uL de Na,CO3 al 20 %. Después de 2 horas de
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incubacion a 25 °C, en la oscuridad, se midi6 la absorbancia de los medios

de reaccion a 750 nm, por cuadruplicado.
Para la estimacion de las concentraciones de compuestos fendlicos solubles
se realiz6 una recta de calibrado utilizando acido galico en un rango de

concentraciones entre 0 y 3000 uM.

3.6.4. Determinacién de flavonoides solubles totales

La determinacion de flavonoides solubles totales se llevé a cabo mediante el
ensayo del cloruro de aluminio (Kim et al., 2003a). Para ello, se emplearon
37,5 yL del extracto a los que se le afiadieron 37,5 pL de MeOH, 75 pL de
Na;NO; al 5 % y 75 pL de AICI; al 10 %. Tras la adicion de cada uno de
estos reactivos a la mezcla, ésta fue agitada mediante un vortex. Los medios
de reaccion se incubaron durante 6 min en la oscuridad, a temperatura
ambiente. Por ultimo, se afiadieron 125 uL de NaOH 1 N, se agit6 utilizando
el vortex y se midié la absorbancia de los medios de reaccion a 415 nm. A
efectos de cuantificacion se construyé una recta de calibrado utilizando
quercetin-3-rutindsido (rutina), en un rango de concentraciones comprendido
entre 0y 2000 uM.

3.6.5. Determinacién del contenido de almiddén

El precipitado obtenido de la extraccion metandlica del material vegetal se
lavé tres veces con metanol y se incubo a 80 °C en 1 mL de tampdn acetato
sédico 0,1 M, pH 5,0 durante 30 min. Después de enfriar en hielo, se
afiadieron a los tubos 3 unidades de a-amilasa y 17,8 unidades de
pululanasa y se incubo la mezcla a 37 °C durante 16 h. A continuacion los
medios de digestion se incubaron a 100 °C en un bloque calefactor
(Thermoblock, Falc.) durante 5 min y, después de enfriar a temperatura
ambiente, se centrifugaron a 12000 X gmax durante 10 min. Finalmente, el
contenido de azucares en el sobrenadante se determind mediante el método
de la antrona. Para esto ultimo, 50 pL de los sobrenadantes, diluidos

convenientemente, se mezclaron con 250 pL de reactivo de antrona (0,2 %
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de antrona en acido sulfarico concentrado) preparado el mismo dia de las
determinaciones. La mezcla se incub6é en un bloque calefactor a 80 °C,
durante 30 min y con agitacion ocasional. A continuacion, los tubos se
enfriaron y se determind la absorbancia a 625 nm de los medios de reaccion.
La concentracion de azucares solubles se calculé por comparacién con una
curva patrén realizada con glucosa en un rango de concentraciones de 25-
500 pg/mL.

3.6.6. Determinacioén de la capacidad antioxidante total

Para la determinacién de la capacidad antioxidante total de los extractos
metandlicos se empled el método del ABTS. El radical cation acido 2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico); (ABTS™) fue generado por la
oxidacion de ABTS (7 mM) con persulfato potasico (2,45 mM) durante 16 h,
de acuerdo con lo descrito por Katalinic et al. (2006). La disolucion de trabajo
de ABTS™ fue preparada a diario por dilucion de la disolucion inicial con
etanol absoluto hasta alcanzar un valor de absorbancia a 734 nm de 0,7
(Katalinic et al., 2006). A continuacion, 20 uL de las muestras o estandares
se mezclaron con 250 pL de la disolucion de trabajo de ABTS™ en
microtubos Eppendorf tubes y éstos se incubaron en la oscuridad, a
temperatura ambiente durante 1 h. Tras este periodo de incubacion se
determind la absorbancia de la mezcla de reaccion a 734 nm. Los resultados
se expresaron como pumol equivalentes de acido gélico por g de peso fresco
y como umol equivalentes de trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) por g de peso fresco, para lo cual se

construyeron las correspondientes curvas de los estandares.

3.6.7. Determinacion del poder reductor/antioxidante férrico (FRAP)

Este método, desarrollado inicialmente para medir la capacidad antioxidante
en muestras de plasma (Benzie y Strain, 1996), se emplea para disponer de
una medida simple y directa de la capacidad reductora/antioxidante de

extractos vegetales. El ensayo FRAP mide el cambio de absorbancia a 593
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nm debido a la formacién de un complejo Fe(ll)-tripiridiltriazina de color azul

a partir de una sal incolora de Fe(lll).

El ensayo se realizd segun lo descrito por Katalinic et al. (2004). Para ello se
prepar6 una disolucion de trabajo de reactivo compuesta por la mezcla de 10
volimenes de tampon fosfato (a temperatura ambiente) 0,3 M, pH 3,6, 1
volumen de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10 mM en HCI 40 mM y 1
volumen de cloruro férrico 20 mM. A 300 pL de esta mezcla se le afiadieron
30 pL de agua MilliQ y 10 pL de extracto. Los medios de reaccion se
incubaron durante 30 min a 37 °C y, una vez transcurrido este tiempo, se

registré la absorbancia a 593 nm.

Los resultados se expresaron como pmol de Fe(ll) por g de peso fresco del
material vegetal. Para ello se construy6 una recta patron con disoluciones de
concentracion conocida de FeSO,4, comprendidas entre 0 y 100 uM.

3.7. Analisis cromatograficos

3.7.1. Andlisis del patron de compuestos fenélicos por HPLC

Todos los andlisis fueron llevados a cabo con un sistema Waters (Millipore
Corp., Waters Chromatography) modelo Alliance 2695, compuesto por un
modulo de separacion modelo 2695, una bomba cuaternaria, un inyector
automatico y un detector de fotodiodo modelo 2996. Los datos fueron
procesados con el programa informatico Empowers 2002.

Para la cromatografia en fase reversa se emple6é una columna Luna C-18
(Phenomenex) de 4 mm de diametro interno x 250 mm de longitud y 5 um de
tamafo de particula. Las separaciones se realizaron a una temperatura de
40 °C, tal y como se describen en Xu et al. (2017). La fase movil utilizada
consistié en una disolucién de acido férmico al 0,1 % en agua (disolucion A)
y metanol puro (B) que fueron combinados de acuerdo con el siguiente
gradiente: 0 min, 95 % (A); 15 min, 80 % (A); 20 min, 70 % (A); 25 min, 63 %
(A); 40 min, 60 % (A); 60 min, 50 % (A) y vuelta a las condiciones iniciales en
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5 min. La velocidad de flujo de la fase movil se fijo6 en 0,8 mL/min y el

volumen de inyeccion fue de 10 pL.

La asignacion a sub-familias de fenoles de los compuestos presentes en las
muestras se llevé a cabo por comparacion de las propiedades espectrales y
tiempos de retencién de los picos mayoritarios de las muestras con esas
mismas caracteristicas en los siguientes compuestos estandar: &cido
cafeico, &cido galico, catequina, plumbagina y rutina. La cuantificacion de
estos compuestos individuales, asi como la de compuestos relacionados, se
llevé a cabo por comparacion de las areas de los picos seleccionados con
las correspondientes a los de concentraciones crecientes de los estandares
mencionados. La cuantificaciébn se realizé a partir de los cromatogramas
obtenidos a 270, 280, 325 y 360 nm para el 4cido gélico, derivados de acido

galico y catequinas, acidos hidroxicinamicos y flavonoides, respectivamente.

3.7.2. Anédlisis de metabolitos primarios por GC-MS

El andlisis por GC-MS se llevé a cabo de acuerdo con lo descrito por Badr et
al. (2011). Para ello los extractos metandlicos se secaron por medio de una
corriente de nitrégeno y el residuo seco se redisolvié y derivatizé durante 90
min a 30 °C en 80 pL de una disolucion 20 mg/mL de clorhidrato de 1-
metoxiamina en piridina, seguido por un tratamiento a 37 °C durante 30 min
con 80 puL de MSTFA [N-metil-N-(trimetilsililtrifluoroacetamida). Para la
separacion de metabolitos se utilizd un sistema cromatografico Agilent
Technologies 6890 Network GS System, equipado con un detector de masas
Agilent 5973. La separacién de los compuestos se realizd sobre una
columna capilar Agilent CP8982 VF17ms, con un flujo de 1,0 mL/ min de
helio como gas portador. La temperatura del horno se programé desde 60 °C
hasta 310 °C y el volumen de inyeccion fue de 1,0 pL en modo split (1:25). El
programa de andlisis consistid en un inicio a 70 °C (durante 5 min) con
subida hasta 310 °C en incrementos de 5 °C/min, manteniendo esta
temperatura maxima durante 1 min adicional. Los espectro de masas se
registraron en el rango de 50-600 m/z y los picos se identificaron

manualmente por comparacién de los espectros de masas y el tiempo de
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retencion experimentales y los obtenidos a partir de patrones externos
comerciales (acido ascorbico, acido citrico, acido malico, glucosa, glutamina,
m-inositol, prolina y sacarosa) y de aquellos que aparecen en la base de
datos NIST 2011.

3.8. Condiciones de cultivo en invernadero

Tras el proceso de aclimatacion las plantas se pasaron a macetas de 22 cm
de diametro donde se colocd una planta por maceta. La densidad de plantas
en el invernadero fue de 20-25 por m? y el ciclo de cultivo duré entre 20 y 28

semanas.

El sustrato utilizado fue ligero y con buena retencion de humedad, con un pH
comprendido en 5,5y 6,2 y con capacidad de aireacion. Para elaborarlo se
usaron las siguientes proporciones, como base un 70 % de fibra de coco,
como material de alta retencion de humedad 30 % de turba. También tuvo
buen resultado usar 100 % de fibra de coco, pues presentd una buena

retencion y permitié una buena aireacion de las raices.

Los riegos no fueron abundantes pues la planta no requiere mucha agua,
con lo que se regdb cuando se observaba el sustrato casi seco,
aproximadamente cada dos o tres dias. Se aporto la fertilizacion descrita en

la Tabla 3.8.1. por cada 1000 litros de agua de dos a tres veces por semana.

Tabla 3.8.1. Cantidad de abono aportado por cada 1000 litros de agua para Limonium

sinuatun segun estado fenolégico.

Periodo Abonado
fenoldgico  Nitrato  Nitrato  Acido Fosfato Sulfatode  Micro
amodnico potasico fosfoérico monopotasico magnesio (9)
(9) (9) (ml) (9) (9)
Plantacion-
B 420 450 120 — 100 60
floracion
Floracién-
. 300 — — 580 100 60
recoleccion
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Regularmente, se intercalé un riego con agua sola entre los riegos con

abono.

Limonium sinuatum es una planta que requiere una alta intensidad luminosa
por lo que tolera el sol directo. De hecho, lo mejor es utilizar un invernadero
donde no haya sombreo, pues este puede provocar un excesivo
alargamiento de los tallos lo que se traduce en una falta de rigidez de los
mismos. Asi, la temperatura 6ptima de cultivo oscila entre 15-25 °C, la planta
deja de trabajar por debajo de 8 °C y por encima de 30 °C.

La temperatura del invernadero estaba entre 28-30 °C, con una humedad
relativa del 38-40 %, y la concentracion de CO; oscil6 entre las 400 y 450
ppm. Para mantener esta temperatura constante el invernadero estaba
dotado con un sistema de enfriamiento evaporativo (Fig. 3.8.1.) y ventilacion

cenital.

S o

| NS

Figura 3.8.1. Sistema de climatizacién de invernaderos en la empresa Barberet & Blanc,
S.A. by Dummen Orange. (A) Sistema de enfriamiento evaporativo. (B) Ventilacion cenital.
(C) Malla de sombreo. (D) Calefactor.
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Para la induccion floral es necesaria una diferencia como minimo de 10 °C
entre el dia y la noche. Si esta diferencia es mayor de 25 °C la planta

tampoco inducira a flor permaneciendo en estado vegetativo.

Se realiz6é un pinzado pues en el estatice, como en otras muchas plantas,
existe una relacion directa entre el volumen de hojas en la base y la
produccion. Por tanto, era conveniente eliminar los primeros tallo florales
para inducir el crecimiento de la roseta basal, ademas estos primeros tallos

suelen quedarse cortos y con escaso valor comercial.

La humedad relativa, principalmente durante la floraciéon, se mantuvo baja,
para prevenir enfermedades de pudricion, por lo que era basica una buena

ventilacion del invernadero.

Estas plantas podian ser atacadas por plagas comunes, tales como mosca
blanca, pulgdn, minador, babosas y otras. También son susceptibles a
enfermedades fungicas, tales como la cenicilla, botritis y pudricion de raiz.
Por esto, se recomiendan aplicaciones preventivas de fungicidas si las

condiciones ambientales son de alta humedad relativa.

Asi los tratamientos fitosanitarios, siguieron un calendario mensual que se

aplicaba de manera preventiva (Tabla 3.8.2.).

Tabla 3.8.2. Tratamiento fitosanitario mensual para L. sinuatum.

Ciclo mensual Materia activa Dosificacion
. Iprodione 50% 100 ml /100 L
Primera semana )
Metiocarb 50% 150g/100 L
Carbendazima 8% + 200 ml/100L
Segunda semana Clortalonil 45%

Tuflubenzuron 15% 100 ml /100 L

Iprodione 50% 100 ml/100L

Azadiractin 3,2% 50 ml /100 L
Mancozeb 64% +

Cuarta semana 200g/100L
Mefenoxam 4%

Tercera semana
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3.9. Parametros de produccion comercial

Las plantas trasplantadas en macetas en el invernadero se cultivaron
durante aproximadamente 6 meses. A los dos meses se le practicaba el
pinzamiento del tallo principal para promover el crecimiento vegetativo de la
planta. A partir del tercer-cuarto mes comenzaba a producir tallos
comercialmente validos, y fue entonces cuando se tomaron muestras de los
cortes de la produccion para medir los parametros de calidad agronémica y
comercial (Fig. 3.9.1.) que sirvieron de referencia para la valoracion de estos
tallos producidos por las diferentes plantas derivadas de los distintos
tratamientos ensayados en la fase de cultivo in vitro y cultivadas en el
invernadero. Asi, para cada uno de los tratamientos se plantaron entre 10-15
plantas por tratamiento y variedad, y se procedi6 a la recogida de datos de al

menos tres cortes durante el ciclo de produccion.

Tabla 3.9.1. Parametros estudiados durante la fase de cultivo y produccién en invernadero.

Parte a estudiar

Pardmetro Valoracién del pardmetro
de la planta
Planta Produccion N° de tallos/corte y planta
Longitud de espiga (cm) <5 5-10 >10
) Grosor de espiga (cm) <3,5 >3,5
Espiga S i
Verticalidad de la espiga <45° 450 -7Q° >70°
Apertura del céliz Abierto Estrecho
Altura de tallo (cm) <60 60-70 70-80 80-90 =>90
Tal Espigas por tallo N° de espigas/tallo
allo
Ramificaciones tallo N° de ramas/tallo
Apertura del tallo Abierto (> 30° Normal (< 30°)
N Volumen de la planta Excesivo Normal
Vegetacion i :
Presencia de enfermedad Si No
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Figura 3.9.1. Medidas de los diferentes parametros para estudiar la calidad comercial y
agronémica de las plantas de Limonium sinuatum en invernadero. (A) Longitud de la espiga.
(B) Grosor de la espiga. (C) Longitud de tallo (calidad comercial).
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3.10. Analisis estadistico

Todos los datos recogidos fueron estudiados realizando un andlisis de la
varianza (ANOVA) usando el programa IBM SPSS Statistics (version 20.0;
SPSS Inc., Chicago, IL, US). Los resultados han sido expresados en medias
+ error estandar. Se realizaron comparaciones entre medias muestrales
mediante el test de Tukey (HSD) con un nivel de significacion p<0,05.
Previamente se pasé una prueba para asegurar la homogeneidad de la

varianza.

El analisis de componentes principales (PCA) se llevo a cabo para reducir la
cantidad de datos y poder interpretarlos en un grafico bidimensional que
explicard la gran proporcion de las variaciones. Para el PCA se utilizo el
programa CANOCO for Windows v. 4.02 (Ter Braak y Smilauer, 1999)
usando los valores por defecto excepto la centralizacion y estandarizacion.

Se usaron ocho pares de datos (n=8, para todos los tratamientos).

70



CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION






Resultados y discusién

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto de la distancia de la planta al foco emisor de luz durante la

fase de multiplicacion in vitro

4.1.1. Crecimiento, tasa de multiplicacion, peso freso y peso seco

El crecimiento en las variedades SN8946 y SN9001 al cabo de los 35 dias
se vio ligeramente afectado por la cercania al foco emisor de luz,
disminuyendo un poco para el T-3 con respecto al T-1 (Tabla 4.1.1.). Sin
embargo, para las otras dos variedades el T-3 fue el tratamiento donde el
crecimiento aumento ligeramente con respecto a T-1 y T-2, no mostrandose
diferencias significativas en ninguno de los casos. En esta linea, podria
pensarse que las diferencias en intensidad Iluminica son demasiado
pequefias como para ver un efecto claro. Sin embargo, se ha descrito que
pequefas diferencias en el flujo de fotones (de 27 a 35 umol*m™?*s™) en
Achillea millefolium produjeron una reduccién en la longitud de la planta,
mientras que incrementos del mismo orden en ese parametro (de 35 a 45
umol*m?*s™) dieron lugar a un aumento en el crecimiento (Alvarenga et al.,
2015).

En cuanto a la tasa de multiplicacién, se observd que en todas las
variedades se mantuvieron los valores entre 1,10 y 1,50 brotes/planta, que
son los limites para este pardmetro que producian resultados satisfactorios
desde el punto de vista productivo. Destacar que en la variedad SN9013 se
pudieron ver diferencias significativas entre T-1 y T-2, pero no con T-3 que
tendria un valor intermedio. Los valores de la tasa de multiplicacion no
presentaron diferencias significativas entre tratamientos en el resto de
variedades estudiadas. La luz es un factor clave en el desarrollo vegetal y
puede afectar de forma significativa a la capacidad de regeneracion de las
plantas. Asi, en ensayos realizados con Arabidopsis se ha descrito que la
exposicion a FFF de 100 pmol*m™?*s™ durante breves periodos de tiempo,
inmediatamente después de llevar a cabo las operaciones de subcultivo,

fueron suficientes para afectar negativamente a la regeneracion de brotes

73



Resultados y discusién

(Nameth et al, 2013). A la vista de los resultados obtenidos en el presente
estudio, parece claro que las variaciones en intensidad luminosa ensayadas
no afectan de forma notable a la capacidad de regeneracion de las
variedades analizadas.

Respecto a los datos referidos al peso fresco y al peso seco tampoco
pudieron observarse diferencias significativas entre tratamientos en ninguna
de las variedades estudiadas (Tabla 4.1.1.). Estos resultados concuerdan
con los anteriores y, junto con la observacion del material vegetal al principio
y al final de los subcultivos (Fig. 4.1.1. a 4.1.6.), refuerzan la idea de que los
tratamientos luminosos aplicados no afectan significativamente al
crecimiento de los cultivares de L. sinuatum estudiados durante la fase de

multiplicacion del proceso de micropropagacion.

Tabla 4.1.1. Pardmetros de produccién in vitro de las variedades estudiadas en la fase de

multiplicacion sometidas a diferentes intensidades luminicas.

Variedad Tratamiento Crecimiento Tasa de Peso fresco  Peso seco
(cm) multiplicacion  (g/planta) (g/planta)
(brotes/planta)

SN8946 T-1 5.96 £ 0.78a 1.25+0.03a 1.61+0.47a 0.11+0.03a
T-2 5.36 £ 0.37a 1.37+0.06a 1.36+0.47a 0.09+0.03a
T-3 5.01 £ 0.51a 1.25+0.02a 151+0.24a 0.09+£0.01a
SN9013 T-1 6.37 £ 0.44a 1.24+0.05b 2.15+0.66a 0.14 +0.04a
T-2 6.21 £ 0.43a 147+0.03a 2.10+0.08a 0.12+0.01a
T-3 6.47+0.94a 1.34+0.0lab 1.69+0.25a 0.09 +0.02a
SN9000 T-1 255+0.35a 1.20+0.06a 1.29+0.32a 0.09+0.03a
T-2 2.16 £ 0.16a 1.25+0.03a 1.19+0.20a 0.06 £0.01a
T-3 2.63+£0.31a 1.27+0.04a 1.55+0.42a 0.09+0.02a
SN9001 T-1 4.47 + 0.34a 1.21+£0.05a 1.33+0.31a 0.09+0.01a
T-2 3.78 £ 0.95a 145+0.10a 1.06+0.17a 0.08 £0.01a
T-3 3.76 £ 0.51a 1.35+0.02a 1.74+0.43a 0.10+£0.02a

La existencia de interacciones entre la regulacion del desarrollo mediada por

la luz y por las citoquininas es bien conocida desde hace tiempo. La luz
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induce un aumento en los niveles endégenos de estas hormonas (Zubo et
al., 2008) y el crecimiento de las yemas axilares regulado por la intensidad
luminosa parece venir determinado por la interaccién entre citoquininas,
acido abscisico, auxinas y los niveles de azucares (Corot et el., 2017). Un
bajo nivel de FFF reduciria los niveles de citoquininas circulantes en los
tallos e, indirectamente, a través de la reduccion de la tasa fotosintética,
provocaria una bajada en el contenido de azlcares en el vastago, lo que,
junto con el mantenimiento de niveles relativamente altos de acido abscisico,
resultaria en una inhibicion del desarrollo de las yemas laterales (Corot et al.,
2017). La aplicacidbn exdégena de citoquininas en condiciones de baja
iluminacion podria revertir esta inhibicibn mediante el incremento de la

actividad organogénica del meristemo.

En el presente estudio, los tratamientos luminicos aplicados podrian ser
considerados como de bajo FFF, motivo por el que los medios de cultivo de
multiplicacion contenian una citoquinina, la BA. Dentro de las citoquininas
mas usadas en micropropagacion, se ha descrito que la kinetina tiene un
menor efecto de induccion de brotes que la BA (Razdan, 2003). En todas las
variedades estudiadas no se observaron diferencias entre tratamientos, con
lo que el medio de cultivo usado, con la concentracion de BA aplicada,
parece ser adecuado para amortiguar cualquier efecto negativo sobre la
proliferacion provocado por los menores FFF. Una concentracion adecuada
de BA es necesaria, por otra parte, para un buen balance entre la tasa de
multiplicacion y la calidad de los brotes obtenidos (Pierik et al., 1982;
Hempel, 1985). En el presente ensayo s6lo se usaron citoquininas, mientras
gue algunos autores afirman que la tasa de multiplicacion puede favorecerse
si estos reguladores se combinan en el medio con auxinas (Bhojwani y
Razdan, 1996). En Limonium sinuatum al igual que en otras especies como
Syringa vulgaris las citoquininas juegan un papel muy importante, pero la
fase de multiplicacion depende como se ha comentado anteriormente, de
otros factores (Charlebois y Richter, 2004; Nestorowicz et al., 2006).
También se debe tener en cuenta, por ejemplo, la concentracion de
sacarosa (azucares) y de nitrégeno en los vastagos, que podrian dar lugar a

intoxicaciones de las plantas cultivadas in vitro (Desjardines et al., 2009),
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pues en plantas perennes como el limonio, altas concentraciones de
azucares provocaban una bajada en la actividad fotosintética (Hdider y
Desjardines, 1995; Jones et al., 1996; Kilb et al., 1997; Serret et al., 1997).
Sin embargo, tanto en Syringa vulgaris como en limonio el peso fresco subié
conforme aumentaba la concentracion de azlcares en el medio, y por tanto
también la se elevd el contenido de almiddén en las plantulas (Gabryszewska,
2011). Otros estudios afirman, que se debe tener en cuenta la interaccion
entre las citoquininas y el nitrégeno del medio, pues tiene un efecto directo

en el metabolismo y desarrollo de las plantas (Sakakibara et al., 2006).

La concentracion de BA que se utilizé durante el ensayo no interfirié con los
tratamientos planteados, al igual que se ha descrito en Limonium cavanillessi
Erben cuando la concentraciones de kinetina o 2iP eran altas o las de BA
bajas (Amo-Marco e Ibafiez, 1998). Algo similar sucedi6 en especies
amenazadas como L. rigualii (Lledo6 et al., 1994), L. duforii, L. santapolense,
L. furfuraceum (Lledd et al., 1996) y L. thiniense (Lledé et al.,, 1993).
Ademas, esta concentracién no se aumentd, pues se tenia constancia de
que al subir el contenido de este regulador se producian anormalidades
(hiperhidratacion) en los brotes (Ziv, 1991; Debergh et al., 1992; Amo-Marco
e lbafiez, 1998), tal y como se ha descrito para L. sinuatum L. Miller, L.
estevei y L. thinense (Lledo et al., 1993), L. duforii y L. furfuraceum (Lledé,
1996). De hecho, si las concentraciones de BA eran muy altas o las de 2iP
muy bajas se paraba el desarrollo de los brotes in vitro (Harazy et al., 1985,
Martin y Pérez, 1995; Lledé y Amo-Marco, 1993). Este hecho podria deberse
a que elevadas concentraciones de reguladores del crecimiento pueden
provocar variaciones epigenéticas y genéticas en el material vegetal

(Waldenmaier y Bunemann, 1991).

Aunque no pudo apreciarse un efecto significativo de los tratamientos
luminicos sobre la multiplicacion y el crecimiento de las variedades
estudiadas de L. sinuatum, no puede descartarse que se produzca alguna
respuesta diferencial a nivel celular. Por este motivo, se decidié analizar

algunos parametros bioquimicos que podrian indicar variaciones
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metabdlicas, especialmente, aquellas relacionadas con la incidencia de
cierto nivel de estrés.

SN8946 SN9001 SN9000

Figura 4.1.1. Estado de las plantas al inicio del subcultivo en el tratamiento T-1. Las
variedades de izquierda a derecha son SN8946, SN9013, SN9001 y SN9000.

SN8946 SN9001 SN9000

Figura 4.1.2. Estado de las plantas al inicio del subcultivo en el tratamiento T-2. Las
variedades de izquierda a derecha son SN8946, SN9013, SN9001 y SN9000.
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Figura 4.1.3. Estado de las plantas al inicio del subcultivo en el tratamiento T-3. Las
variedades de izquierda a derecha son SN8946, SN9013, SN9001 y SN9000.
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Figura 4.1.4. Estado de las plantas al final del subcultivo en el tratamiento T-1. Las
variedades de izquierda a derecha son SN9000, SN9013, SN9001 y SN8946.
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Figura 4.1.5. Estado de las plantas al final del subcultivo en el tratamiento T-2. Las
variedades de izquierda a derecha son SN9001, SN9013, SN8946 y SN9000.
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Figura 4.1.6. Estado de las plantas al final del subcultivo en el tratamiento T-3. Las
variedades de izquierda a derecha son SN9013, SN8946, SN9001 y SN9000.

4.1.2. Concentracion de clorofilas a, b y totales

La concentracién de clorofila a en los vastagos de las diferentes variedades
descendié a medida que aumentaba el flujo de fotones, de manera que la
menor concentracion del pigmento se encontré6 para el T-3. Entre las
variedades estudiadas, la SN8946 fue la que mostré valores mas elevados
de clorofila a, siendo similares los datos para SN9000 y algo menores para
las otras dos. Destacar que, con la excepcion de SN9013, si se observaron
diferencias significativas entre el T-1 (Control) y los demas tratamientos en

todas las variedades (Tabla 4.1.2.).

Los niveles de la clorofila b, mostraron la misma tendencia que la clorofila a
en todas variedades, apareciendo una bajada en la concentracion a medida
que aumentaba la iluminacion recibida por las plantas. Se encontraron
diferencias significativas del tratamiento T-1 con respecto a T-2 y T-3 para
SN8946 y SN9001, y del T-1 y T-2 respecto a T-3 en las variedades SN9013
y SN9000.

80



Resultados y discusién

Para las clorofilas totales sucedié lo mismo, la tendencia era igual que para
los otros dos parametros anteriores, y se observaron diferencias

significativas entre el T-3 y los otros dos tratamientos.

En cuanto la relacion clorofila a/b se mantuvo el mismo patron que en las
clorofilas totales, presentado los valores mas bajos en el tratamiento que
recibi6 mas iluminacion (T-3) y mostrando diferencias con los demas

tratamientos.

La concentraciéon de clorofila juega un papel muy importante en la absorcion
de luz durante la fotosintesis (Xiao y Kozai, 2006), con lo que la
concentracion de los dos tipos de clorofilas podria estar relacionada con el
crecimiento descrito en el apartado anterior, llegando a observarse que los
niveles mas altos de clorofilas totales se corresponden con un crecimiento

mayor.

La concentracion de BA se mantuvo igual en todos los tratamientos y
subcultivos de las variedades estudiadas, y dentro de los margenes idéneos
ya establecidos para Limonimium sinuatum, pues si estas son
excesivamente elevadas pueden producir desordenes fisiolégicos vy
morfologicos (hiperhidricidad y mutaciones) que llevaria consigo un
descenso en la concentracién de clorofilas (George, 1996). Ademas, las
propiedades fisicas del medio también se mantuvieron iguales, pues se
sabia que la concentracion de clorofilas estaba influenciada por estas

propiedades (Guimaraes et al., 1999).

Para evitar la clorosis durante la fase de multiplicacion, la adicion de
FeEDDHA pudo ayudar, incrementando el contenido de clorofilas y de hierro,

pero sin tener un efecto en el nimero de brotes (Kim et al., 2003b).

Los niveles de pigmentos fotosintéticos pueden ser considerados un
marcador de la vitalidad de la planta, de manera que los niveles de clorofilas

pueden dar una estimacion indirecta del funcionamiento fotosintético. Asi, la
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relacion clorofila a/b se ha relacionado con la composicion proteica vy
estructura del cloroplasto, con la distribucion del nitrégeno entre los
complejos proteicos fotosintéticos y con el ambiente luminoso en el que se

encontraban las muestras estudiadas (Fritschi y Ray, 2007).

Tabla 4.1.2. Concentracién de clorofilas a, b y totales durante la fase de multiplicacién in

vitro en el ensayo de iluminacién.

Variedad Tratamiento Clorofila a Clorofilab Clorofilas Relacién

(microg/g PF) (microg/g PF) totales clorofila a/b
(microg/g PF)

SN8946 T-1 173.94 +2.98a 167.57£+2.93a 341.52+4.52a 1.04 +0.02a
T-2 130.54 +2.78b 138.79+2.91b 269.34 +542b 0.94 +0.01b
T-3 124.87 £ 2.55b 130.73+1.09b 255.60 + 3.49b 0.95 + 0.04b
SN9013 T-1 147.75+1.79a 146.63+1.02a 294.37 +2.62a 1.01+0.01a
T-2 139.04 +4.94a 14535+3.14a 284.39+7.94a 0.95+0.02b
T-3 125.53+1.16b 131.59+0.77b 257.13+1.71b 0.95+0.01b
SN9000 T-1 170.41+2.24a 158.72+1.09a 329.13+3.19a 1.07 +0.01a
T-2 156.90 +4.32b 155.11+2.05a 312.01+6.34a 1.01+0.01a
T-3 14049 +3.11c 14248 +3.68b 28297 +6.64b 0.99+0.01b
SN9001 T-1 14154 +561a 146.02+2.56a 287.56+7.89a 0.96 +0.03a
T-2 121.99+1.86b 128.71+0.97b 256.71+2.79a 0.95+0.01a
T-3 105.31+£1.15¢c 120.08 £+ 1.59b 225.39+2.68b 0.88 +0.00b

Los resultados obtenidos en relacion con el contenido total de clorofila en
respuesta al aumento de la intensidad luminosa estan de acuerdo con lo
esperado, ya que a mayor disponibilidad de luz (y a igualdad de otros
factores) se necesitaria una menor concentracion de pigmentos para
mantener una tasa fotosintética determinada. Sin embargo, las variaciones
observadas en la relacion de clorofila a/b parecen apartarse de lo
comunmente descrito en la bibliografia. En efecto, a mayor FFF seria
esperable que el tamafo de la antena del fotosistema Il se redujera, lo que
conduciria a un aumento de la relacion clorofila a/b. De hecho, Kitajima y
Hogan (2003) observaron una correlacion negativa entre esta relacion entre
pigmentos y el contenido total de clorofilas y propusieron la relacién clorofila
a/b como un indicador de la distribucion del nitrogeno foliar, teniendo en

cuenta que esta relacion es, a su vez, un reflejo de la relacion existente entre
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los niveles de centros de reaccion del fotosistema Il y los de complejos de

antena.

Aun asi, los resultados obtenidos en el presente trabajo son similares a los
descritos en plantas micropropagadas de Whitania somnifera (Lee et al.,
2007) y Alocasia amazonica (Jo et al., 2008) que indican que con valores
altos de FFF se producia cierto grado de estrés en el material vegetal. De
acuerdo con Blackburn (2007), los niveles de clorofila a pueden actuar como
un factor limitante de la eficiencia fotosintética, por lo que el reajuste de la
estequiometria de los complejos fotosintéticos, en respuesta a los cambios
de intensidad luminosa, resulta en el mantenimiento de niveles de centros de
reaccion adecuados para que esa posible situaciéon de estrés no se
manifieste a efectos de crecimiento y tasa de multiplicacion del material

vegetal.

Pueden existir varios mecanismos que explicarian cémo un excesivo tamafio
de la antena en relacién al centro de reaccion del fotosistema Il, bajo
condiciones de, relativamente, alta irradiacion no causan fotoinhibicion. Asi,
por ejemplo, se ha descrito que es posible que el complejo de antena sufra
cambios que provoquen su desacoplamiento del centro de reaccion,
pasando de una funcién captadora a una funcion disipadora de energia
(Ruban et al., 2012). Otros mecanismos estan relacionados con la
acumulacion en el cloroplasto de compuestos con actividad antioxidante, que
evitarian la acumulacion de altas concentraciones de especies reactivas del
oxigeno en ese organulo. La naturaleza de esos compuestos antioxidantes
puede ser variada, de forma que se establecerian varias lineas de defensa
en los cloroplastos (cada una de ellas basada en la actuacion de un grupo
determinado de antioxidantes) que entrarian en juego, de forma consecutiva,
para conferir fotoproteccion a medida que se fueran incrementando los
niveles de estrés (Brunetti et al, 2015). Uno de los grupos de compuestos
con actividad antioxidante que participarian en este mecanismo de

fotoproteccion seria el de los compuestos fendlicos.
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4.1.3. Niveles de fenoles solubles totales, flavonoides solubles y almidén

Los resultados obtenidos muestran que la concentracion de fenoles solubles
totales en los extractos metandlicos de las variedades SN8946 y SN9001
presentaron un comportamiento similar, de manera que conforme
aumentaba la iluminacidbn se producia una disminucién del contenido
fendlico de las muestras (Tabla 4.1.3.). Ademas, se apreciaron diferencias
significativas entre el tratamiento T-1 (control) y los tratamientos T-2 y T-3.
En cuanto a las otras dos variedades, SN9013 y SN9000, con flores de color
blanco y amarillo, respectivamente, se pudo ver que también tenian una
evolucién similar. Asi, el mayor valor se presentd en T-3, que venia
precedido de una bajada de contenido de T-2 con respecto al T-1. Para
SN9013 se hallaron diferencias significativas entre T-2 y T-3, pero para

SN9000 no se observé ninguna entre tratamientos.

La concentracion de flavonoides en SN8946 disminuyé a la vez que
aumentaba la intensidad luminica, observandose diferencias significativas
entre el T-1 y el T-3 (Tabla 4.1.3.). Por otro lado, para SN9000 ocurri6 lo
contrario, es decir, subio el contenido en estos compuestos a la vez que
aumentaba el flujo fotosintético de fotones, pero no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos. Respecto a la
variedad blanca, SN9013, y a la rosa, SN9001, se presentaron evoluciones
similares, partiendo del valor mas elevado en T-1, bajando en T-2 y
subiendo, pero muy poco en T-3. Para SN9013 no se observaron diferencias
significativas, pero para SN9001 si, concretamente entre el T-1 y los otros

tratamientos.

Otro de los compuestos que se midid en las muestras fue el contenido en
almidon, con el fin de tener algun indicio sobre el destino del carbono
acumulado por el material vegetal. Asi, pudo observarse que para la
variedad de color violeta, SN8946, el contenido en este componente
disminuia conforme aumentaba la intensidad luminica, presentando
diferencias significativas entre el tratamiento control (T-1) y el T-3. Para las

variedades SN9013 y SN900O0 el contenido en almidén mostrd su valor mas
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alto para el T-3, aumentando desde los valores del T-2 tras sufrir una bajada
en el tratamiento control. Sin embargo, soOlo se vieron diferencias
significativas entre T-1 y el resto de tratamientos en la variedad SN9013. Por
otro lado, la variedad de color rosa present6é una evolucién similar a las dos
anteriores, salvo que el T-1 fue el tratamiento con el valor mas alto. Ademas,

no se observaron diferencias entre tratamientos para este cultivar.

El suministro de azucar en los medios de cultivo normalmente resulta en un
aumento de los depdsitos de almiddn en los materiales vegetales cultivados
(Capellades et al., 1991; Azcon-Bieto, 1983). La actividad fotosintética del
material vegetal cultivado in vitro suele ser baja y, normalmente, insuficiente
para atender las demandas metabdlicas de los tejidos. A la vista de los
resultados obtenidos en el presente estudio parece existir una relacién entre
la mayor sensibilidad hacia los tratamientos luminicos mostrada por la
variedad SN8946 (con una caida del 25 % en los niveles de clorofila total) y
la disminucién del contenido en almidén (con disminucion del 22 9%,
aproximadamente). Ademds, los patrones de acumulacion de fenoles
solubles (fenoles totales y flavonoides) muestran una tendencia similar a los
de acumulacién de almidon, especialmente, para la variedad SN8946, lo que
hace pensar en la existencia de alguna relacion entre sus rutas metabdlicas.
Tendencias similares a las descritas, aunque menos marcadas, se
observaron para la variedad SN9001, mientras que en el caso de las
variedades blanca (SN9013) y amarilla (SN9000) los niveles de almidén y
compuestos fendlicos solubles se mantuvieron, e incluso aumentaron
significativamente en el caso de SN9013, al aumentar la intensidad luminosa
(Tabla 4.1.3.).
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Tabla 4.1.3. Concentracién de fenoles, flavonoides y almidon en la fase de multiplicacion in
vitro en el ensayo de iluminacion.

Fenoles Flavonoides Almidén
Variedad Tratamiento (umol eq. acido (umol eq. (umol eq.
galico/g PF) rutina/g PF) glucosalg PF)
SN8946 T-1 57.89 + 5.54a 1.72+0.18a 503.48 + 31.19a
T-2 37.05+1.88b 1.30+0.09ab  488.23 + 19.88ab
T-3 38.59 + 0.67b 1.14 £ 0.16b 391.32 + 28.03b
SN9013 T-1 27.69 + 1.31ab 1.38+0.09a 514.82 + 38.53ab
T-2 2425 +1.01b 1.12 £ 0.09a 426.74 + 37.50b
T-3 29.28 +1.01a 1.28 £ 0.11a 624.79 + 28.40a
SN9000 T-1 28.17 £ 0.76a 1.19 £ 0.09a 555.01 + 21.28a
T-2 26.82 +0.57a 1.21+0.12a 473.65+12.57a
T-3 30.32+1.98a 1.30£0.13a 567.74 + 45.25a
SN9001 T-1 4144 +2.37a 1.59 £ 0.14a 499.93 + 12.81a
T-2 34.39 + 0.50b 1.03 £ 0.09b 442.36 + 6.51a
T-3 35.02+1.01b 1.07 £ 0.10b 450.73 + 34 .5a

Los compuestos fendlicos se cree que estan implicados en el control del
estado redox (oxidacion-reduccién) en plantas estresadas por exceso de luz.
Ademas, de un efecto indirecto a través de la absorcidon de la radiacion, que
prevendria el daio causado por el exceso de luz visible o UV, estos
compuestos, acumulados en cloroplastos y vacuolas, pueden ejercer una
accion directa de desactivacion de las especies reactivas del oxigeno
(Brunetti et al., 2015). Entre los compuestos fendlicos, los flavonoides
parecen ser los antioxidantes mas importantes como respuesta a los largos
periodos de exposicion a un exceso de radiacion. Algunas evidencias
confirmarian la gran fotoproteccion conferida por estos compuestos (Havaux
y Kloppstech, 2001). La localizacion de los flavonoides en cloroplastos ha
sido reportada hace décadas (Saunders y McClure, 1976). Las evidencias
sugieren que estos compuestos protegen frente al dafio foto-oxidativo a
través de varios mecanismos (Agati et al., 2013). Los flavonoides no solo
pueden proteger contra el H,O,, con el subsiguiente efecto en las rutas
redox, sino que también reaccionan con el 0,, completando probablemente

la accion de otros antioxidantes de los cloroplastos (Agati et al., 2007),
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principalmente carotenoides y tocoferol. Estos flavonoides han sido
localizados sobre la membrana de los cloroplastos (Agati et al., 2007),
confiriendo una estabilidad quimica a la membrana y reduciendo el riesgo de
peroxidacion lipidica y limitando la difusién de las especies reactivas del

oxigeno fuera del cloroplasto (Agati et al., 2013).

La informacién sobre compuestos fendélicos en L. sinuatum es escasa. Ross
y El-Sayyad (1980) indentificaron seis flavonoides en las hojas de plantas
cultivadas en Egipto: dos flavonas (apigenina y luteolina) y cuatro flavonoles
(herbacetina, herbacetina-8-O-glucosido, gosipina y gosipetina). Los
derivados de flavonas y flavonoles continenen un grupo o-dihidroxi en el
anillo B y han sido considerados como “flavonoides que responden a la luz”
(un término acufiado por Agati et al., 2011), jugando, por lo tanto, un papel
en la fotoproteccibn como pantalla ante los rayos UV. La biosintesis de
dihidroxiflavonoides parece ser que se da bajo muchas condiciones de
estrés (incluidas las de alta luminosidad) y da como consecuencia un
incremento en la capacidad antioxidante de los tejidos, algo crucial para
superar el estrés oxidativo (Di Ferdinando et al., 2014). Luteonina y
gosipetina contienen la estructura o-dihidroxi en el anillo B y de ahi que
parezca plausible que estos flavonoides puedan estar implicados en la
respuesta del L. sinuatum cultivado in vitro a los cambios en la intensidad

luminica.

Con el fin de tratar de aclarar este extremo, los extractos metandlicos
obtenidos de los vastagos de las variedades de limonio estudiadas se
sometieron a un analisis por HPLC. El patron cromatogréafico encontrado fue
muy similar para las cuatro variedades y presenta regiones con cierta
complejidad en cuanto al numero de analitos hallados, aunque su
interpretacion es, relativamente, sencilla (Fig. 4.1.7.). Como diferencias mas
significativas entre los cromatogramas a 280 nm de las cuatro variedades,
merecen destacarse la practica desaparicion del pico 5 en los extractos de la
variedad SN9013 (blanca) y la simplificacion del grupo de picos anotado
como 2 en las variedades blanca y amarilla, SN9013 y SN9000, con
respecto a SN8946 y SN9001 (Fig. 4.1.7.).
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En todos los extractos pudo detectarse la presencia de acido galico (pico 1),
aunqgue a niveles muy bajos. Mas significativa es la presencia de un grupo
de picos, no muy bien resueltos con las condiciones cromatogréficas
empleadas, que presentan maximos de absorcion en la banda de 270-280
nm (Fig. 4.1.7. y 4.1.8.). De acuerdo con la informacion disponible en la
bibliografia, estos picos podrian corresponder a catequinas y
galocatequinas, cuya presencia ha sido descrita en extractos procedentes
de vastagos de otras especies del género Limonium (Korul’kina et al., 2004;
Blainski et al., 2017). Los picos 3, 4 y 5 pueden ser identificados como
flavonoides, teniendo en cuenta el espectro UV que presentan (Fig. 4.1.7. y
4.1.8.). A la vista de las propiedades espectrales, los picos 3 y 4 podrian ser
derivados del flavonol canferol, mientras que el pico 5 podria ser un
derivado de tipo flavona. En cuanto a los tres picos que forman el grupo
marcado como 6, presentan un espectro similar al de derivados de acidos

hidroxicindmicos, con maximos de absorcién en torno a 320 nm.

Los tratamientos con diferentes intensidades de luz durante la fase de
multiplicacion in vitro no provocaron cambios cualitativos destacables en el
perfil de compuestos fendlicos de los extractos de limonio; tan sélo se
observaron variaciones entre tratamientos en la intensidad de las sefales

asociadas a los picos principales (Fig. 4.1.7.).

Las galocatequinas y los flavonoides son considerados compuestos
bioactivos, con innumerables propiedades. Tal vez por este motivo
diferentes especies del género Limonium se han utilizado desde tiempo
inmemorial como remedio para un gran numero de enfermedades
(Rodrigues et al., 2015). Muchos de los efectos fisiolégicos causados por
estos compuestos se deben a su caracter antioxidante, que es también
clave para el correcto funcionamiento de las plantas, tanto en condiciones
normales de desarrollo, como, especialmente, ante la incidencia de

situaciones de estrés.

88



Resultados y discusién

SN8946 4
0,16 4

0,14 +
0,12 1

0,10 4+ 5

0,08 1 2

0,06 A N 6

0,04 4 T-3
1

0,00 -

Absorbancia a 280 nm

(0] 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)
SN9013

0,16
0,14 +

0,12 4

0,10 A
0,08
0,06 1 L
T-3
0,04 4
T-2
AA T-1

Absorbancia a 280 nm

0,02 +

0,00 it L )

(0] 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)
0,16 1 SN9000

0,14 A
0,12 A
0,10 -
0,08 -

0,06 -

0,04 - T-3

Absorbancia a 280 nm

0,02 4 T-2

0,00 - T-1
(0] 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

0.16 - SN9001

0,14 A
0,12 A
0,10
0,08 -

0,06 - JL m " v g T-3

Absorbancia a 280 nm

0,04 -

- -—J\_‘_.,Jm LJL v
0,00 A LJL_J T-1

(0] 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)
Figura 4.1.7. Cromatogramas obtenidos a 280 nm de los extractos metandlicos de vastagos
procedentes de las cuatro variedades de L. sinuatum sometidas a diferentes condiciones de
iluminacién durante la fase de multiplicacion in vitro. Los ndmeros en los cromatogramas

muestran regiones/picos de los mismos que los caracterizan.
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Figura 4.1.8. Espectros UV de los picos seleccionados en los cromatogramas de la Figura

4.1.7.

4.1.4. Capacidad antioxidante: ABTS y FRAP

Existe una conexion entre la acumulacion de pigmentos fotosintéticos y la
biosintesis de otros metabolitos con propiedades antioxidantes cuando el
tejido cultivado in vitro esta bajo condiciones moderadas de estrés
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(Sanchez-Sanchez et al., 2018).

La capacidad antioxidante medida con dos protocolos (ABTS, en este caso

utilizando dos compuestos estandar, y FRAP) arroj6 comportamientos y
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valores similares en las variedades estudiadas en funcidn de los
tratamientos de iluminacion recibidos (Fig. 4.1.9. a 4.1.11.)

Asi, para las variedades SN8946 y SN9001 el comportamiento encontrado
fue similar, produciéndose una bajada en la capacidad antioxidante
conforme aumentaba el flujo de fotones fotosintéticamente activo (Fig.
4.1.9.). Ademas, se observaron diferencias significativas entre el T-1 y los
otros dos tratamientos en la variedad de color violeta (SN8946), y s6lo entre
T-1y T-3 en la variedad de color rosa (SN9001). Para el cultivar SN9013
(variedad blanca) el valor mas elevado se observo para T-1, bajando a
continuacion en T-2 y volviendo a subir en T-3, aunque soOlo se vieron
diferencias significativas entre los tratamientos extremos. En la variedad de
color amarillo (SN9000) el valor mas alto lo presenté el T-3, el cual mostro

diferencias con el T-1y T-2 que presentaron valores similares.
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Figura 4.1.9. Capacidad antioxidante determinada como capacidad atrapadora del cation
radical ABTS de las variedades de L. sinuatum estudiadas en el ensayo de iluminacion,
usando acido galico como estandar.

El mismo comportamiento se observé cuando en las determinaciones de la
capacidad antioxidante usando el método del ABTS se tomdé como
referencia la oxidacion del trolox (Fig. 4.1.10.). Ademas, atendiendo a los

valores obtenidos utilizando uno u otro estandar para los calculos, se
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observa que esos valores fueron alrededor de cuatro veces mayores para la
segunda sustancia de referencia, manteniéndose esta relacion para todas
las muestras, lo cual es un reflejo de la diferente estequiometria de reaccion

con el catién radical del ABTS de los estandares.
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Figura 4.1.10 .Capacidad antioxidante determinada como capacidad atrapadora del catién
radical ABTS de las variedades de L. sinuatum estudiadas en el ensayo de iluminacién,
usando trolox como estandar.

En cuanto a la medida de la capacidad antioxidante usando FRAP, se
observé que el comportamiento fue similar, aunque con algunas diferencias.
De esta manera, la evolucién para SN8946 fue similar al observado para el
meétodo del ABTS, donde la capacidad antioxidante disminuye a la vez que
sube la intensidad luminica. También sucedié algo parecido con SN9001,
excepto que si se observaron diferencias significativas entre el T-1 y los
otros dos tratamientos. Para las variedades blanca y amarilla, los valores
mas altos aparecieron en T-3, mostrando diferencias significativas con los

otros tratamientos en SN9013, y so6lo con T-1 en la SN9000.

En general, se observa mayor capacidad antioxidante estuvo asociada a
SN8946, variedad con flores de color violeta, seguida por la variedad con

flores de color rosa (SN9001). Por ultimo, y con valores similares en cuanto
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a este parametro se encontraron las variedades con flores de color blanco
(SN9013) y amarillo (SN9000). Este hecho podria implicar que la capacidad
antioxidante en vastagos de L. sinuatum esta ligada al color de sus flores, de
forma que cuantas mas intenso sea el tono, mayor serd esta capacidad,
siendo esto algo que deberia estudiarse con mayor profundidad. Esto seria,
posiblemente, un reflejo de la capacidad biosintética de las diferentes
variedades. Lo que si parece desprenderse del presente estudio es que las
variedades SN8946 y SN9001 muestran comportamientos similares en los
parametros estudiados y, a su vez, hasta cierto punto, diferentes de los
encontrados para SN9000 y SN9013, que guardan cierta similitud entre

ellas.

La capacidad antioxidante puede ser considerada como un marcador del
estrés del material que se cultiva in vitro (Lépez-Orenes et al., 2013). Se
observé como bajaban los niveles de este parametro segun subian los
niveles de iluminacion en SN8946 y SN9001; sin embargo, para las otras
dos variedades el valor mas alto se mostré en relacion a la iluminacion
mayor. Este efecto puede resultar dificil de explicar, maxime cuando, para
estas variedades, se produce la mayor caida en los niveles de pigmentos
fotosintéticos con la iluminacion, lo que podria indicar una mayor sensibilidad
al cambio de las condiciones ambientales, tal y como se ha descrito para
otras especies sometidas a diferentes grados de estrés (Shi et al., 2015). Sin
embargo, hay que tener en cuenta dos factores que indicarian que,
efectivamente, las variedades SN9001 y, sobre todo, SN8946 estan
respondiendo a una situacion de estrés: En primer lugar, los niveles
“constitutivos” de compuestos antioxidantes son superiores en estas
variedades con respecto a los de las otras dos variedades; por otra parte, la
reduccion de los niveles de compuestos fendlicos solubles podria indicar que
el material vegetal ha puesto en marcha un mecanismo de proteccion que

conllevaria la utilizacion y degradacién de esos fenoles solubles.

En relacidbn con esto ultimo, el acoplamiento oxidativo de fenoles podria
contribuir al control de los niveles intracelulares de especies reactivas del

oxigeno a través de la interaccién directa e indirecta (en una reaccién
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mediada por la enzima peroxidasa) de estas especies con los compuestos
fenolicos (Agati et al., 2013). Teniendo en cuenta la posible disminucién de
la capacidad fotosintética y el mantenimiento del crecimiento observados,
esto podria resultar en la reduccion de los niveles de compuestos fendlicos
solubles y, a su vez, en la también observada disminucién en el contenido
de sustancias de reserva (Tabla 4.1.3.).
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Figura 4.1.11. Capacidad antioxidante de las variedades en el ensayo de iluminacién

mediante el ensayo FRAP y utilizando FeSO, como referencia.

4.1.5. Produccion y parametros de calidad comercial

Una de las mayores preocupaciones cuando se inicia un programa de
micropropagacion comercial es el de la posible incidencia de alteraciones a
nivel genético y epigenético en el material vegetal como consecuencia de las
condiciones de cultivo in vitro. Estos fendmenos de variacion somaclonal
podrian afectar negativamente a la productividad de los cultivos, haciendo

disminuir la calidad y/o la cantidad del producto final.

La produccién de las plantas de todas las variedades derivadas de todos los
tratamientos estuvo por encima de lo exigido (8 tallos/planta), mostrando la
variedad SN9000 un valor bastante mas alto que el resto, cercano a los 20

tallos por planta y corte. En las variedades SN9013, SN9000 y SN9001 no
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hubo diferencias significativas entre tratamientos. Sin embargo, el cultivar de

color violeta presenté una produccion ligeramente superior para el T-1 con

diferencias significativas respecto al T-2 y al T-3.
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Figura 4.1.12. Efecto de la iluminacién durante la micropropagacién sobre la produccién de

las variedades en plantas crecidas en condiciones de invernadero. La linea indica el minimo

de produccién exigido (8 tallos/planta).

En cuanto a la longitud del tallo todas las variedades y tratamientos

presentaron datos que superaron el valor minimo de 60 cm necesarios para
tener una calidad extra (Figura 4.1.11). Asi, las variedades SN8946, SN9000

y SN9001 mostraron longitudes cercanas a los 70 cm, mientras que la

variedad SN9013 produjo los tallos mas largos superando los 80 cm.

También cabe destacar que no se encontraron diferencias significativas

entre los tratamientos paras las distintas variedades.
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Figura 4.1.13. Efecto de la iluminacién durante la micropropagaciéon sobre la longitud del
tallo (calidad de la produccién) de las variedades en plantas crecidas en condiciones de

invernadero. La linea indica la longitud minima para calidad extra (60 centimetros).

Para todas las variedades el numero de espigas por tallo se encontraba en
un valor igual o superior a 6, cumpliendo asi con el minimo exigido.
Concretamente para la variedad SN8946 en todos los tratamientos el
numero de espigas estaba alrededor de lo exigido, no encontrandose
diferencias significativas entre ellos. Para las variedades de color amarillo y
rosa tampoco se dieron diferencias entre tratamientos, si bien los datos de la
primera eran mayores que la segunda. El valor mas alto lo presenté el T-2
en la variedad SN9013 con valor cercano a 12 espigas por tallo, mostrando
diferencias con T-1 y T-3 que tenian 8 y 10 espigas por tallo,

respectivamente.

En cuanto al numero de ramificaciones por tallo todos los tratamientos de las
diferentes variedades alcanzaron valores por encima de lo exigido (3-4
ramas por tallo). Asi, las variedades SN8946, SN9000 y SN9001 tenian
valores muy préximos entre tratamientos, con datos que estaban entre 4 y 5
ramas por tallo. Solamente la variedad de color blanco, SN9013 mostro

valores un poco mas elevados, llegando el T-2 a tener hasta 6 ramas/tallo.
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Destacar que no se observaron diferencias significativas entre tratamientos

en este parametro en ninguna de las variedades estudiadas.
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Figura 4.1.14. Efecto de la iluminacion durante la micropropagacién sobre el numero de

espigas por tallo de las variedades en plantas crecidas en condiciones de invernadero. La

linea indica el minimo exigido (6 espigas/tallo).
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Figura 4.1.15. Efecto de la iluminacién durante la micropropagaciéon sobre el numero de
ramificaciones por tallo de las variedades en plantas crecidas en condiciones de invernadero.

La linea indica el minimo exigido (3-4 ramas/tallo).
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Los parametros estudiados resultan Gtiles para poder comparar la calidad
agronomica y comercial de las variedades y tratamientos. De hecho otros
autores también usan la altura de la planta (cm) y el numero de
inflorescencias por planta (numero de espigas) como medida de desarrollo,
ademas de otros parametros como el diametro de la roseta (cm) (Kaninski et
al., 2012). También se tienen en cuenta periodos fenolégicos, como una
etapa inicial (hasta el 10% de brotes con flores abiertas) y el de plena
floracion (dos tercios de las flores por rama abiertas) (Kaninski et al., 2012)
mientras que solamente se cortaron los tallos cuando tenian calidad

comercial, y esta seleccion se dej6 a criterio del agricultor.

La intensidad de la luz y su calidad durante la fase de cultivo in vitro pueden
también determinar el éxito del proceso de aclimatacion. Asi, por ejemplo, en
algunos estudios llevados a cabo con un hibrido de Limonium se observo
una ligera disminucion de la supervivencia ex vitro de las plantas cuando
éstas se sometieron a condiciones heterotroficas, con alta intensidad

luminica durante la fase de cultivo in vitro (Lian et al., 2002).

Resultados similares a los obtenidos en el presente estudio, relativos a
parametros de produccién convencional, pueden encontrarse en la
bibliografia. Asi, se ha descrito que los tallos de Limonium sinuatum median
entre 60-75 cm cuando se estudiaba las produccion en funcion de la
densidad de plantacion (Mellese et al., 2013); y también en plantaciones
obtenidas a partir de material propagado por semillas (Verlinden vy
McDonald, 2007).

En resumen, las variaciones en las condiciones de iluminacion durante la
etapa de multiplicacién in vitro de las variedades de L. sinuatum estudiadas
no afectaron a los parametros de productividad del cultivo. Aunque los
materiales vegetales parecen presentar diferente sensibilidad a las
intensidades luminosas aplicadas, los cambios bioquimicos observados
durante la fase de cultivo in vitro no repercuten en una merma de la cantidad

ni de la calidad de las inflorescencias.
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4.1.6. Analisis multivariable de los parametros estudiados (PCA)

El analisis de componentes principales (PCA) se llevd a cabo para
identificar qué parametros podian describir el comportamiento de las
variedades estudiadas con respecto a los tratamientos de iluminacién

recibidos.

Para la variedad con flores de color violeta, SN8946, la Figura 4.1.14
muestra que la primera componente principal (PC1), que explica el 49,0 %
de la varianza total, estaba fuertemente relacionada con los parametros de
clorofilas y capacidad antioxidante en el eje positivo de las X, y con la
cantidad de iluminacién recibida en la parte negativa. La segunda
componente principal (PC2) que explica el 15,1 % estaba relacionada con
los pesos fresco y seco (eje positivo de la Y) y el crecimiento (parte
negativa). Ademas, la proyeccion de las muestras sobre |los ejes mostré una
clara separacion en los datos del T-1 (control) que se encontraban a la

derecha y los del T-2 y T-3 que se encontraban mas préximas entre si.
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Figura 4.1.16. Analisis PCA de la respuesta de las plantas de L. sinuatum de la variedad
SN8946 expuestas a diferentes tratamientos de iluminacién en la fase de multiplicacion in
vitro. El primer eje explica el 49,0 % de la variacion y el segundo eje el 15,1 %. Se utilizaron

ocho pares de datos (n=8).
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En la Figura 4.1.17 se observa que la variedad SN9013 mostro en el PCA en
la primera componente principal (PC1), que explicaba el 28,4 % de la
varianza, y que estaba fuertemente relacionada con los parametros de tasa
de multiplicacion, ramas y espigas por tallo, en el eje positivo de la X, y
capacidad antioxidante, fenoles, almidén y altura de tallo en la parte
negativa. La segunda componente principal (PC2) que explicaba el 26,1 %
de la variabilidad, estaba definida por clorofilas en la parte positiva, y por la
iluminacion en la parte negativa. Ademas, se ven tres zonas diferenciadas, y
la proyeccion de las muestras sobre el eje X mostr6 diferencias entre el T-1y

T-3 (izquierda) con el T-2 (derecha).
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Figura 4.1.17. Analisis PCA de la respuesta de las plantas de L. sinuatum de la variedad
SN9013 expuestas a diferentes tratamientos de iluminacién en la fase de multiplicacién in
vitro. El primer eje explica el 28,.4 % de la variacién y el segundo eje el 26,1 %. Se utilizaron

ocho pares de datos (n=8).

Para la variedad SN9000, con flores de color amarillo, el PCA (Fig. 4.1.18)
muestra que la primera componente principal (PC1,) que explica el 30,9 %
de la varianza total, estaba fuertemente relacionada con los parametros de
capacidad antioxidante (ABTS), peso fresco e iluminacion en el eje positivo
de las X, y con el contenido de clorofilas en la parte negativa. La segunda
componente principal (PC2) que explica el 20,8 %, estaba relacionada con la

produccion, el numero de espigas por tallo y el crecimiento in vitro (eje
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positivo de la Y) y, en menor medida, con la tasa de multiplicacion (parte
negativa). Ademas, al igual que en el caso de la variedad anterior, SN9013,
se podian observar tres zonas diferenciadas por tratamiento, si bien la
proyeccion de las muestras sobre |los ejes mostré una clara separacion en
los datos de la T-1 (control) y T-2 que se encontraban a la izquierda y la T-3

que se encontraban a la derecha.
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Figura 4.1.18. Analisis PCA de la respuesta de las plantas de L. sinuatum de la variedad
SN9000 expuestas a diferentes tratamientos de iluminacién en la fase de multiplicacion in
vitro. El primer eje explica el 30,9 % de la variacion y el segundo eje el 20,8 %. Se utilizaron

ocho pares de datos (n=8).

En la Figura 4.1.19 se observa que la variedad SN9001, con flores de color
rosa, que mostré en el PCA una primera componente principal (PC1), que
explicaba el 48,1 % de la varianza, fuertemente relacionada con los
parametros clorofilas, capacidad antioxidante (ABTS y FRAP) y almidon en
el eje positivo de la X, y la iluminacion y altura de tallo en la parte negativa.
La segunda componente principal (PC2) que explicaba el 15,2 % de la
variabilidad, estuvo definida por los pesos fresco y seco y por el n° de

espigas por tallo en la parte positiva, y por la tasa de multiplicacion in vitro en
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la parte negativa. Ademas, se ven tres agrupamientos diferenciados en
funcion del tratamiento observado. La proyeccion de las muestras sobre el
eje X muestra tres zonas diferenciadas, donde la primera estaria a la
izquierda para T-3, a continuacion y mas centrada T-2, y en la parte de la

derecha se encontraria T-1.
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Figura 4.1.19. Analisis PCA de la respuesta de las plantas de L. sinuatum de la variedad
SN9001 expuestas a diferentes tratamientos de iluminacién en la fase de multiplicacién in

vitro. El primer eje explica el 48,1 % de la variacién y el segundo eje el 15,2 %. Se utilizaron

ocho pares de datos (n=8).

4.2. Efecto de la temperatura durante la fase de multiplicacion in vitro

4.2 1. Crecimiento, tasa de multiplicacion, peso fresco y peso seco

En una primera fase se compararon subcultivos realizados en camaras de
cultivo con diferentes temperaturas. Se intent6 ver si el almacenamiento del
material vegetal a bajas temperaturas manteniendo su viabilidad y su valor
agronémico era posible. Para ello, se experimentd con 4 °C (T-1) y 12 °C (T-

2), y se compararon los resultados con los del tratamiento control de 22 °C
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(T-3), en experimentos llevados a cabo en paralelo. El crecimiento a los 40
dias para todas las variedades apenas presento diferencias entre T-1 y T-2
(Fig. 4.2.1 a4.2.4.). Para SN9001, SN8946 y SN9013 el crecimiento a 4 °C
fue menor que para las otras temperaturas, sin embargo en SN9000 no se
observaron diferencias significativas entre los crecimientos al final del
periodo de subcultivo. Finalmente se pudo observar como el punto final de
crecimiento bajo el tratamiento T-2 presentaba un valor similar al del T-3,
aunque con la diferencia de que el primero se alcanzé a los 90 dias,
mientras que el segundo se produjo a los 40 dias.
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Figura 4.2.1. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento in vitro de la variedad SN8946.
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Figura 4.2.2. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento in vitro de la variedad SN9013.
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Figura 4.2.3. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento in vitro de la variedad SN9000.
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Figura 4.2.4. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento in vitro de la variedad SN9001.

En la Tabla 4.2.1. se muestran los resultados encontrados en los parametros
relacionados con la produccioén in vitro del material vegetal. Con respecto a
la tasa de multiplicacién, no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos en ninguna de las variedades. Igualmente ocurrié con el peso
fresco y el peso seco en las variedades SN9013, SN9000 y SN9001, pues
no presentaron diferencias significativas entre tratamientos; sin embargo
para SN8946 se mostré una diferencia entre T-2 y el resto, pues el peso
fresco y el seco llegaron a doblar los valores determinados en los otros dos
tratamientos, estando la explicacion, posiblemente, en la combinacién de un
crecimiento alto y una tasa de multiplicacion baja. Estos pesos se midieron

al finalizar los respectivos periodos de subcultivo.
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Tabla 4.2.1. Parametros de produccion in vitro de las variedades estudiadas en la fase de

multiplicacion sometidas a diferentes temperaturas.

Variedad Tratamiento Tasa de Peso fresco Peso seco
multiplicacién (g/planta) (g/planta)
(brotes/planta)

SN8946 T-1 217 £ 0.48a 2.18 £ 0.47b 0.12+0.02b
T-2 1.55+0.27a 4.85+047a 0.27 +0.01a
T-3 217 +0.17a 2.78 £ 0.24b 0.15+0.01b
SN9013 T-1 1.29 £ 0.05a 2.07£0.31a 0.12+0.01a
T-2 2.17 £ 0.56a 2.90+0.18a 0.18 + 0.02a
T-3 2.07+£0.11a 249 +0.16a 0.15+0.01a
SN9000 T-1 1.94 £ 0.31a 1.61+0.31a 0.11+0.01a
T-2 229 +0.15a 2.68+0.18a 0.19+0.03a
T-3 2.07£0.11a 1.67 £ 0.16a 0.11+0.02a
SN9001 T-1 1.35+0.13a 224 +0.72a 0.14 £ 0.03a
T-2 1.47 £ 0.15a 3.27+047a 0.20 £ 0.02a
T-3 1.61+0.02a 2.63+0.29a 0.16 £ 0.01a

En las Figuras 4.2.5. a 4.2.20. se muestra la apariencia inicial y final de los
cultivos sometidos a bajas temperaturas. En general, en las figuras se puede
observar que el material vegetal presentaba un buen aspecto en relacion
con el presentado por el crecido en las condiciones del control (Fig. 4.1.4.)
Como aspectos destacables, podrian mencionarse la aparicion de
pigmentacién roja en las hojas de las variedades SN9013 y SN9001, tanto a
4 °C como a 12 °C, y un mayor numero de hojas, aparentemente, en estado

de senescencia en la variedad SN9001.

En la segunda fase del ensayo cuando se compararon los parametros de
crecimiento y produccion in vitro de las variedades subcultivadas en la
camara de 22 °C, tras aplicar los tratamientos a baja temperatura, se pudo
observar que todos los cultivares presentaron datos similares para los
tratamientos llevados a cabo. Por tanto, no se observaron diferencias
significativas entre T-3, T-4 y T-5 para las variedades SN8946, SN9013 y
SN9000. Solamente en el caso de SN9001 el T4 presentd valores mas
bajos con diferencias con respecto a los demas tratamientos (Fig. 4.2.21. a
4224 yTabla4.22).
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Figura 4.2.5. Estado de las plantas de SN8946 al inicio del subcultivo a 4 °C.

Figura 4.2.6. Estado de las plantas de SN8946 al final del subcultivo a 4 °C.
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Figura 4.2.7. Estado de las plantas de SN9013 al inicio del subcultivo a 4 °C.

Figura 4.2.8. Estado de las plantas de SN9013 al final del subcultivo a 4 °C.
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Figura 4.2.9. Estado de las plantas de SN9000 al inicio del subcultivo a 4 °C.

Figura 4.2.10. Estado de las plantas de SN9000 al final del subcultivo a 4 °C.
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Figura 4.2.11. Estado de las plantas de SN9001 al inicio del subcultivo e a 4 °C.

Figura 4.2.12. Estado de las plantas de SN9001 al final del subcultivo a 4 °C.
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Figura 4.2.13. Estado de las plantas de SN8946 al inicio del subcultivo a 12 °C.

Figura 4.2.14. Estado de las plantas de SN8946 al final del subcultivo a 12 °C.
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Figura 4.2.15. Estado de las plantas de SN9013 al inicio del subcultivo a 12 °C.

Figura 4.2.16. Estado de las plantas de SN9013 al final del subcultivo a 12 °C.
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Figura 4.2.17. Estado de las plantas de SN9000 al inicio del subcultivo a 12 °C.

Figura 4.2.18. Estado de las plantas de SN9000 al final del subcultivo a 12 °C.
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Figura 4.2.19. Estado de las plantas de SN9001 al inicio del subcultivo a 12 °C.

Figura 4.2.20. Estado de las plantas de SN9001 al final del subcultivo a 12 °C.
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Figura 4.2.21. Evolucion del crecimiento in vitro a 22 °C de la variedad SN8946 tras los
tratamientos a bajas temperaturas.
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Figura 4.2.22. Evolucion del crecimiento in vitro a 22 °C de la variedad SN9013 tras los
tratamientos a bajas temperaturas.
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Figura 4.2.23. Evolucion del crecimiento in vitro a 22 °C de la variedad SN9000 tras los
tratamientos a bajas temperaturas.
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Figura 4.2.24. Evolucion del crecimiento in vitro a 22 °C de la variedad SN9001 tras los
tratamientos a bajas temperaturas.
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Tabla 4.2.2. Parametros de produccion in vitro de las variedades en la fase de multiplicacion

a 22 °C después de los tratamientos a bajas temperaturas.

Variedad Tratamiento Tasa de Peso fresco Peso seco
multiplicacién (g/planta) (g/planta)
(brotes/planta)

SN8946 T-3 217 +0.17a 278+0.24a 0.15+0.01a
T4 1.40 £ 0.23a 193+024a 0.13+0.02a
T-5 1.93 £ 0.52a 214+0.24a 0.14+0.01a
SN9013 T-3 2.07 £0.11a 249+0.16a 0.15+0.01a
T-4 1.38 £ 0.26a 1.86+0.35a 0.11+0.02a
T-5 2.09 £ 0.54a 1.83+044a 0.1210.02a
SN9000 T-3 2.07 £0.11a 167+0.16a 0.11+0.02a
T-4 1.55 + 0.07a 1.27+£0.35a 0.07 £ 0.00a
T-5 1.74 £ 0.39a 1.74+044a 0.11+0.01a
SN9001 T-3 1.61+0.02ab 263+0.29a 0.16+0.01a
T-4 1.26 + 0.04b 1.41+0.11b  0.09 + 0.00b
T-5 2.26 + 0.29a 265+0.26a 0.17 £0.02a

La utilizacion del almacenamiento bajas temperaturas también ha
demostrado ser un método util en otras especies como Syringa vulgaris para
conservar durante un largo periodo de tiempo el germoplasma (banco de
variedades) usando poco espacio y con un coste reducido (Refouvelet et al.,

1998, Jacobsone et al., 2006).

El numero de brotes (tasa de multiplicacion) y la longitud de los mismos
normalmente es mayor cuanto mas alta es la temperatura de incubacion, sin
embargo en Syringa vulgaris, estos parametros mejoraron cuando la

temperatura pasoé de 20 °C a 15 °C (Gabryszewska, 2011).

En general, en los estudios de aplicacion de técnicas de crecimiento lento,
se observa como en funcidbn de la temperatura de almacenamiento la
variacion de los parametros estudiados fue mayor con respecto al control,
llegando a ser las diferencias significativas. Lo que se busca normalmente,
en estos estudios es concretar un sistema de almacenamiento que, sin
sacrificar la calidad requerida en la manipulacién, minimice la temperatura de
conservacion. En este sentido, otros autores, cuando han realizado ensayos
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de este tipo, muestran que también hay que tener en cuenta otras
interacciones, como, por ejemplo, con la composicién del medio de cultivo
(reguladores de crecimiento y azucar) y con la luz. En relacion a este altimo
factor, se suele intentar almacenar las plantas cerca de su punto de
compensacion para la luz (balance entre fotosintesis y respiracion), lo cual
reduce la elongacion excesiva del material (Wilson et al., 2000). Kubota y
Kozai (1995) mostraron que este punto de compensacion para la luz varia
con la temperatura y el nivel de azucar en el medio. Almacenar las plantas
cerca de este punto hacia que crecieran lentas y sin un incremento de peso
seco (Kubota et al., 1996). Afadiendo sacarosa al medio subié el peso seco,
los azlcares solubles (almidén) y la calidad de las plantas (Wilson et al.,
1998a; 1998b), pero si se bajaba se reducia el gasto en materiales y la
incidencia de contaminacién (Kozai, 1991).

El tipo de luz (su calidad) no se ha tenido en cuenta durante este ensayo,
pues la iluminacién en funcion de la camara de cultivo donde estaban las
plantas era menor cuanto menor era la temperatura, aunque siempre se us6
el mismo tipo (luz blanca). Sin embargo, la calidad de la luz si fue tenida en
cuenta por otros autores, ya que esta podia afectar al crecimiento y
desarrollo de las plantas (Economou y Read, 1987, Sergeeva et al., 1994);
concretamente la luz roja incrementaba la longitud internodal y la formacion
de raices en Artemisia balchanorum H. Kraschen (Sprinchanu y Butenko,
1992), favorecia el enraizamiento in vitro de plantas de Pyrus communis L.
(Bertazza et al., 1995), y el almacenamiento de semillas de brécoli (Wilson et
al., 1998a). Estudios llevados a cabo con Hosta tokudama mostraron que las
plantas micropropagadas a una temperatura de 5 °C durante 6 semanas no
respondieron a la luz roja ni a la luz azul (Kubota el al., 1996). Esta claro que
diferentes especies responden de forma distinta a la calidad de la luz
durante el almacenamiento a bajas temperaturas, como en las plantas de
brécoli, que si aumentaron su crecimiento bajo la irradiacion con luz roja
(Wilson et al., 1998a).

El almacenamiento a baja temperatura ha sido usado en la conservacion de

la calidad en postrecoleccion de diferentes horticolas, de manera que la
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eleccion de la luz durante este almacenamiento puede mejorar la calidad de
las plantas. De hecho, estudios revelaron que la irradiacion con luz roja
durante el almacenamiento de plantas de fresa a bajas temperaturas
incrementaron el area foliar, el contenido de clorofilas y la tasa fotosintética
(Nishizawa et al., 1997). Sin embargo, en lo referido a la temperatura
durante el almacenamiento en condiciones de culitvo en in vitro existen muy
pocos informes. Asi, las plantas de brécoli pudieron sobrevivir in vitro a 5 °C
durante 6 semanas (Kubota et al., 1996), pero no mas de 8 semanas (Wilson
et al., 1998a).

Diferentes especies responden de manera distinta a los tratamientos de
bajas temperaturas (Lange et al., 1991). Asi, cuando se usaron tubos
fluorescentes que emitieron cerca del punto de compensacion de luz para
Hosta tokudama a 5, 10 y 22 °C, con el fin de poder tener las plantas
micropropagadas después de la fase in vitro en las mejores condiciones, se
encontrd que la iluminacion ayuddé a mantener el peso seco de las plantas
durante la fase de multiplicacion en la cdmara de cultivo, llegando incluso a
subir su peso seco cuando fueron almacenadas a 22 °C bajo luz blanca y sin
apenas amarilleamiento (Wilson et al., 2000). Por contra, la plantas que
fueron almacenadas en oscuridad no se pudieron recuperar en el
invernadero, lo que, finalmente, afectd6 al rendimiento del proceso de

micropropagacion (Wilson et al., 2000).

Los resultados de los ensayos realizados en el presente estudio muestran
que las condiciones de almacenamiento de las plantas a 12 °C pueden ser
idoneas para almacenar el stock durante 3 meses, recuperandose el
crecimiento normal al subcultivar el material almacenado e incubar de nuevo
a 22 °C. Con otras especies, como Hosta tokudama, las plantas
almacenadas a 22 °C con iluminacion blanca presentaron incluso el mejor
aspecto (antes ser trasplantadas al invernadero), pero conforme pasé el
tiempo la calidad visual iba subiendo en todos los tratamientos (5 °C y 10 °C)
(Wilson et al., 2000). El ensayo aludido concluyé que a 22 °C las plantas
iluminadas con luz blanca podian ser almacenadas durante 12 semanas bajo

su punto de compensacion para la luz y que podian crecer en invernadero
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durante 8 semanas sin variaciones en el peso seco o la calidad visual
(Wilson et al., 2000).

4.2.2. Concentracion clorofilas a, b vy totales

En la primera fase del ensayo las variedades SN8946 y SN9001 presentaron
los contenidos mas altos de clorofila a en el T-1, observandose diferencias
con respecto a T2 y T-3 en la variedad violeta, y a T-3 en la variedad rosa.
Los cultivares de color blanco y amarillo mostraron el valor mas elevado en
el T-3, y se vieron diferencias significativas con respecto a los otros
tratamientos. También siguieron el mismo patrén los contenidos de clorofila
b y clorofilas totales (Tabla 4.2.3.)

Respecto a la relacion clorofila a/b los datos fueron similares en SN8946 y
SN9001, donde el valor mas alto se dio en el T-2 y mostré diferencias con T-
1 y T-3. Sin embargo, en las otras dos variedades el valor mas alto se

obtuvo para T-3 llegando casi a 1.

Tabla 4.2.3. Concentraciéon de clorofilas a, b y totales durante la fase de multiplicacion in

vitro en el ensayo de bajas temperaturas.

Variedad Tratamiento Clorofila a Clorofilab Clorofilas Relacion

(microg/g PF) (microg/g PF) totales clorofila a/b
(microg/g PF)

SN8946 T-1 151.69+ 12.61a 201.39+25.37a 353.09+37.93a 0.78 +0.03b
T-2 113.81+£590b 119.13+3.99  23294+9.83b 0.95+0.02a
T-3 111.91+3.19b  13295+526b 24485+581b 0.85+0.04b
SN9013 T-1 116.42+1.09b 122.12+2.10b 23854+288b 0.95+0.01a
T-2 11042+ 2.78b 121.01+5.01b 23144+7.69 0.91+0.02a
T-3 139.60 + 6.69a 140.66+2.87a 280.26 +6.55a 0.99 + 0.06a
SN9000 T-1 122.91+3.03b  126.42+1.43b 24933+443b 0.97+0.01a
T-2 111.93+3.61b  123.41+3.45b 23535+6.34b 0.91+0.02b
T-3 137.02+348a 137.71+2.62a 27474+562a 0.99+0.02a
SN9001 T-1 115.18 £ 6.35a 137.81+11.40a 25299 +17.68a 0.85+0.02b
T-2 129.80 + 6.55a 123.66+3.28ab 25346+9.81a 1.04 +0.02a
T-3 96.76 + 1.78b 109.83+1.13b  206.59+2.90b 0.88+0.01b
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Cuando el material cultivado a baja temperatura fue subcultivado e incubado
de nuevo a 22 °C, los contenidos en clorofila a en las variedades SN8946 y
SN9001 presentaron el mayor valor en el T-4, el cual se diferencié de los
otros dos tratamientos. También ocurrié algo similar en la variedad amairrilla,
pero en ese caso no hubo diferencias entre tratamientos. Con respecto a la
variedad de flores blancas, SN9013, el dato mas alto lo mostro el T-3, y solo

se hallaron diferencias significativas con el T-5 (Tabla 4.2.4.).

En cuanto a la cantidad de clorofila b, las variedades violeta, amarilla y rosa,
mostraron patrones de contenidos similares a los de la clorofila a, pero sin
diferencias significativas entre tratamientos. En SN9013 ocurrié los mismo

que para la clorofila a.

Tabla 4.2.4. Concentracién de clorofilas a, b y totales durante la fase de multiplicacion in

vitro después de los tratamientos a bajas temperaturas.

Variedad Tratamiento Clorofila a Clorofilab Clorofilas Relacion

(microg/g PF)  (microg/g PF) totales clorofila a/b
(microg/g PF)

SN8946 T-3 111.91+3.19b 132.95+526a 244.85+5.81a 0.85+0.04b
T-4 145.86 +3.02a 138.51+4.94a 284.38+7.67a 1.06+0.02a
T-5 107.01+1.72b 114.34+252a 221.35+4.09a 0.94 +0.03b
SN9013 T-3 139.60 +6.69a 140.66 + 2.87a 280.26 +6.55a 0.99 + 0.06a
T-4 128.59+3.31ab 12497 +3.13b 253.57+6.31b 1.03+0.01a
T-5 11457 £1.39b 123.68 +1.57b 238.26 +2.15b 0.93 +0.02a
SN9000 T-3 137.02+348a 137.71+262a 274.74+562a 0.99+0.02b
T-4 148.91 £3.07a 140.63+1.39a 289.55+4.30a 1.06+0.01a
T-5 141.19+341a 142.34+243a 283.53+557a 0.99+0.01b
SN9001 T-3 96.76 £ 1.78b  109.83+1.13a 206.59+2.90a 0.88+0.01b
T4 119.22+1.85a 117.65+1.87a 236.87+3.67a 1.01+0.01a
T-5 9439+286b 106.98+141a 201.38+3.71a 0.88+0.02b

La evolucion de las clorofilas totales fue similar a la de los parametros
anteriores en todas la variedades, no mostrandose diferencias entre
tratamientos en los cultivares SN8946, SN9000 y SN9001. También se
produjo para la variedad blanca un comportamiento igual al encontrado para

las clorofilas ay b.

121



Resultados y discusién

En cuanto a la relacion clorofila a/b los valores mayores se encontraron en
el T-4 para las variedades de color violeta, amarillo y rosa, mostrando
diferencias con los tratamientos T-3 y T-5. La variedad SN9013 también
mostré el valor mas alto en el T-4, pero aqui no se hallaron diferencias entre

tratamientos.

La interpretacion de los resultados obtenidos en este ensayo, en lo que
respecta al contenido de pigmentos fotosintéticos, lleva a la conclusion de
gue, por una parte, las variedades que no acumulan antocianinas en sus
flores (SN9000 y SN9013) son mas sensibles a las bajas temperaturas, ya
gue presentan un mayor descenso en los niveles de clorofilas con respecto
a las condiciones control. Entre las variedades SN8946 y SN9001, la
primera necesita una mayor bajada de la temperatura para mostrar una
respuesta, aunque, en ambos casos, ésta consistié en un aumento de los
niveles de clorofila total. Por otra parte, todas las variedades, con la
excepcion de SN9013, recuperan los niveles de clorofila cuando vuelven a
ser subcultivadas en condiciones control, tras pasar por un periodo de
crecimiento a baja temperatura. En el caso de la variedad SN9013, la
incubacion a 4 °C parece afectar a la capacidad de sintesis de clorofilas, al

menos durante el primer subcultivo después del tratamiento frio.

4.2.3. Niveles de fenoles solubles totales, flavonoides solubles y almidén

Las variedades SN8946 y SN9000 presentaron niveles de fenoles solubles
similares en el T-2 y el T-3, y con diferencias significativas con respecto al
T-1 que mostré casi la mitad de estos compuestos en la variedad violeta, y
por debajo de la mitad en la amarilla. Ocurrié algo parecido en la variedad
de color blanco, SN9013, pero los valores de los tres tratamientos estaban
mas proximos. Para la variedad SN9001 se encontraron diferencias
significativas entre los tres tratamientos. De manera global los datos mas
altos fueron similares en todas las variedades, si bien la variedad con flores

de color violeta mostro los valores mas elevados (Tabla 4.2.5.).
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El contenido de flavonoides mostro la misma evolucion en las variedades
SN8946, SN9013 y SN9000, de forma que el valor mas alto fue para el T-3y
bajaba el contenido conforme disminuia la temperatura a la que se
desarroll6 el ensayo. Para el cultivar de color violeta se hallaron diferencias
significativas entre los tres tratamientos, mientras que en la de color blanco
la distincion se encontro entre el T-1 y T-3, y por ultimo en la de color
amarillo los valores significativamente diferentes se dieron entre T-2 y T-3
con respecto al T-1. En cuanto a la variedad SN9001 el dato mas alto fue
para el T-2, donde la temperatura del subcultivo fue de 12 °C, y se
observaron diferencias con respecto al T-1, que resultdé en los valores mas
bajos (Tabla 4.2.5.).

En cuanto al contenido en almidon las variedades SN8946 y SN9001
mostraron resultados muy similares, donde el tratamiento T-2 dio los valores
mas altos, seguido del T-3 y T-1, que arrojo los mas bajos. En estas
variedades no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos.
Para la variedad de color blanco, el valor mas alto correspondié también
para T-2 y se diferencié significativamente de los otros tratamientos. En la
variedad SN9000 se observé que el mayor contenido de almidon fue el T-1,
cuya temperatura de la camara de cultivo fue de 4 °C, y el contenido de este
compuesto disminuia a medida que aumentaba la temperatura. Se hallaron

diferencias significativas entre el T-1 y el T-3 (Tabla 4.2.5.).

La disminucion de la temperatura de crecimiento deberia provocar un
enlentecimiento de la actividad metabdlica de los tejidos que llevaria a un
menor consumo de reservas. En este sentido, el comportamiento de la
variedad SN900O0 seria el esperado, con mayores niveles de almidén en los
materiales cultivados a la menor temperatura. Mas dificil de entender es lo
descrito para la variedad SN9013, en la que se produce un aumento de las
reservas para la temperatura de incubacion intermedia. Resultados
preliminares obtenidos por GC-MS parecen indicar que se produce una
reduccion notable del contenido de azucares solubles, como la sacarosa, en

los tejidos del material cultivado a 12 °C (datos no mostrados) en
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comparacion con lo que sucede a las otras temperaturas y en las otras

variedades.

Tabla 4.2.5. Concentracion de fenoles, flavonoides y almidén en la fase de multiplicacion in

vitro en el ensayo de bajas temperaturas.

Variedad Tratamiento Fenoles Flavonoides Almidén
(umol eq. acido (umol eq. (umol eq.
galicolg PF) rutina/g PF) glucosalg PF)
SN8946 T-1 18.25 + 0.68b 2.69+0.17c 314.22 + 15.71a
T-2 32.81+1.53a 3.84+0.11b 354.68 + 28.60a
T-3 33.23+0.93a 4.89+0.10a 345.70 + 27.55a
SN9013 T-1 17.01 £ 0.99% 3.19+0.15b 316.47 + 3.56b
T-2 22.15 + 0.45a 3.81+0.05ab  388.92 + 15.54a
T-3 23.56 £ 0.91a 4.03+0.32a 304.92 + 24.07b
SN9000 T-1 12.28 £+ 0.32b 2.27+0.07b 307.36 + 26.97a
T-2 26.65+ 1.21a 3.85+0.30a 259.11 + 11.28ab
T-3 26.57 + 1.18a 4.17 £ 0.29a 22359+ 15.17b
SN9001 T-1 16.99 + 0.36¢ 2.60+0.13b 300.39 + 11.89a
T-2 22.19 + 1.65b 3.61+0.15a 353.46 + 7.45a
T-3 27.39+ 1.23a 3.16 £+ 0.54ab  308.98 + 16.36a

Los perfiles de compuestos fendlicos obtenidos por HPLC tras los
tratamientos a baja temperatura no mostraron diferencias cualitativas
destacables entre los extractos de cada una de las variedades (Fig. 4.2.25.).
El cultivo a baja temperatura tiende a provocar una reduccién de la
complejidad de los picos de la denominada region 2 de los cromatogramas
extraidos a 280 nm, indicativo de una disminuciéon de la acumulacion de
galocatequinas en los tejidos del vastago. También provoca una disminucion
de las senales asociadas a derivados de acidos hidroxicinamicos (regién 6
en la Fig. 4.2.25.) y del derivado flavonoide correspondiente al pico 3. En
cuanto al pico mayoritario en los cromatogramas de todas las variedades, el
pico 4, no presenta grandes variaciones con los tratamientos térmicos, con
la excepcion de la variedad SN900O0, en la que se produce una disminucion

considerable en la intensidad del pico para el tratamiento a 4 °C.
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Figura 4.2.25. Cromatogramas obtenidos a 280 nm de los extractos metandlicos de

vastagos procedentes de las cuatro variedades de L. sinuatum sometidas a diferentes

condiciones de temperatura durante la fase de multiplicacién in vitro.

125



Resultados y discusion

En la segunda parte del ensayo (resultados mostrados en la Tabla 4.2.6.), la
variedad SN8946 mostro los datos mas elevados en cuanto al contenido de
fenoles en el T-3, seguido del T-4 y T-5, en el que se obtuvieron los valores
mas bajos. Se observaron diferencias significativas entre T-3 y T-4 con
respecto a T-5. En los cultivares de color blanco y amarillo, el
comportamiento de los tratamientos respecto al contenido fendlico fue
similar, encontrandose diferencias entre T-3 y T-5 con respecto al T-4, que
mostré los datos mas bajos. La variedad SN9001 presento diferencias entre

todos los tratamientos, siendo el valor mas elevado para el T-5.

En cuanto al contenido de flavonoides el cultivar de color violeta mostro los
datos mas altos en el T-3, el cual se diferencié significativamente con
respecto a T-5. Las variedades SN9013 y SN9001 presentaron los datos
mas elevados en el T-5, encontrandose diferencias con el T-4. Por ultimo,
en la variedad SN9000 el contenido en flavonoides fue similar en todos los
tratamientos, por lo que esta variedad no se vio afectada en este parametro
cuando después de ser subcultivado a temperaturas distintas volvié a la

camara de 22 °C.

Tabla 4.2.6. Concentracion de fenoles, flavonoides y almidon en la fase de multiplicacion in

vitro después de los tratamientos a bajas temperaturas.

Variedad Tratamiento Fenoles Flavonoides Almidoén
(umol eq. acido (umol eq. (umol eq.
galicolg PF) rutina/g PF) glucosalg PF)
SN8946 T-3 33.23+0.93a 489 +0.10a  345.70 + 27.55a
T-4 32.21 +1.25a 4.51+0.09ab 228.11+ 17.36b
T-5 25.74 £ 0.61b 397+026b 360.79 + 22.55a
SN9013 T-3 23.56 £ 0.91a 4.03+0.32ab 304.92 + 24.07b
T-4 20.01 £0.51b 332+0.12b 365.65+ 13.84ab
T-5 26.41 £ 0.44a 412+0.18a 423.36+ 13.20a
SN9000 T-3 26.57 +1.18a 417 +0.29a 22359+ 15.17b
T4 21.07 £ 1.49b 393+0.16a 314.25+ 18.39a
T-5 28.58 + 0.59a 401+0.17a 380.92+ 19.83a
SN9001 T-3 27.39+£1.23b 3.16 £ 0.54ab  308.98 + 16.36a
T4 21.63 +0.58¢ 281+0.06b 391.86+34.57a
T-5 3348 +0.73a 443+0.19a 378.03+19.82a
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En las variedades SN8946, SN9013 y SN9000 el contenido mas alto en
almidon correspondié al T-5. En la variedad violeta se observaron
diferencias con respecto al T-4, mientras que en la de color blanco y
amarillo la distincion fue con relacion a T-3. En cuanto a SN9001 el valor
mas elevado en almidén correspondio al T-4, seguido del T-5 y T-3, sin

hallarse diferencias entre tratamientos.

4.2.4. Capacidad antioxidante: ABTS y FRAP

La capacidad antioxidante medida con dos protocolos diferentes arrojo
comportamientos y valores similares entre ellos en las variedades
estudiadas en funcién de las temperaturas de la camara de cultivo durante la

fase de multiplicacion in vitro (Fig. 4.2.26. a 4.2.31.).

En un primer apartado se estudiaron los datos comparando temperaturas de
los tratamientos T-1 (4 °C), T-2 (12 °C) y T-3 (22 °C) y su capacidad

antioxidante al finalizar el periodo de subcultivo en esas condiciones.

Se observaron evoluciones similares para las variedades SN8946, SN9013 y
SN9001, de manera que la capacidad antioxidante medida con el protocolo
ABTS que tuvo como referencia el acido galico aumentaba al subir la
temperatura de la camara de cultivo. Ademas, en estos tres cultivares se
observaron diferencias significativas entre T-2 y T-3 que tenian valores mas
elevados que el T-1. Sin embargo, la evolucion en la variedad amarilla es
diferente, pues el dato mas alto fue para las plantas subcultivadas a 12 °C,
presentandose también diferencias entre T-2 y T-3 con respecto a T-1, que

mostro el valor mas bajo del todo el ensayo en esta primera parte.
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Figura 4.2.26. Capacidad antioxidante de las variedades determinada mediante el método
del ABTS usando acido galico como estandar en el ensayo de bajas temperaturas.

En cuanto a la medida de la capacidad antioxidante, también mediante el
ensayo del ABTS, pero expresando los resultados con referencia a la
oxidacion del trolox, el patron se repiti6 en todas las variedades y

tratamientos.
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Figura 4.2.27. Capacidad antioxidante de las variedades determinada con el ensayo ABTS
usando trolox como referencia en el ensayo de bajas temperaturas.
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Respecto al ensayo FRAP, el otro protocolo que se utilizé para medir la
capacidad antioxidante, se observé también la misma evolucion en todas las
variedades y tratamientos que en las metodologias anteriores. Solo destacar
en este caso que en las variedades SN9013, SN9000 y SN9001 las

diferencias significativas se dieron entre los tres tratamientos.
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Figura 4.2.28. Capacidad antioxidante de las variedades en el ensayo de bajas

temperaturas determinada mediante el método FRAP.

En la segunda parte del ensayo, se compararon los valores de la evolucion
de la capacidad antioxidante de las plantas de las variedades estudiadas
que después de realizar varios periodos de subcultivo (tres para este
ensayo) a temperaturas menores a las estandar (22 °C), volvieron a la
camara para retomar su proceso productivo. Concretamente el T-3
corresponde a la temperatura de 22 °C, el T-4 a las plantas que estan a 22
°C pero han pasado por la camara de 4 °C y el T-5 se refiere a la plantas que
también estan a 22 °C pero que pasaron anteriormente por la camara de
cultivo de 12 °C.

Asi, para el protocolo ABTS que toma como referencia la oxidacion del acido
galico se observo que las variedades SN9013, SN9000 y SN9001 tenian un
comportamiento similar, de manera que el dato mas bajo de capacidad
antioxidante se observaba en el T-4. Ademas también se vio un valor

ligeramente superior para T-5 con respecto al T-3. Por tanto, se apreciaron
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diferencias significativas entre el T-4 y los otros dos tratamientos. Para la
variedad de color violeta el dato mas alto lo present6 T-3, siguiéndole el T-4
y T-5. Se presentaron diferencias significativas en el T-3, dato mas alto de

todo el ensayo en esta segunda parte y el T-5.
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Figura 4.2.29. Capacidad antioxidante de las variedades determinada mediante el método
del ABTS usando acido galico como estandar en el ensayo de reintroduccion a 22 °C de los

materiales cultivados previamente a bajas temperaturas.

En cuanto a la medida de la capacidad antioxidante usando tambiéen el
método del ABTS, pero calculando los resultados con referencia a la
oxidacion del trolox, el patron se repite en todas las variedades vy

tratamientos.
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Figura 4.2.30. Capacidad antioxidante determinada como capacidad atrapadora del catién
radical ABTS de las variedades de L. sinuatum estudiadas después del tratamiento de

bajas temperaturas, usando trolox como estandar.
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Figura 4.2.31. Capacidad antioxidante de las variedades determinada mediante el método
FRAP en el ensayo de reintroduccion a 22 °C de los materiales cultivados previamente a
bajas temperaturas
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Respecto al FRAP, el otro protocolo que se utilizé para medir la capacidad
antioxidante, se observé también la misma evolucion en todas las
variedades y tratamientos. Solo destacar en este caso que en las variedades
SN9013, SN9000 y SN9001 las diferencias significativas se dieron entre los

tres tratamientos.

4.2.5. Produccion y parametros de calidad

En las variedades SN8946 y SN9001 la produccion para T-1 (T-4) y T-2 (T-5)
estuvo por debajo de lo exigido (>8 tallos/planta), mostrando ademas
diferencias significativas con T-3. Para SN9000 solo el tratamiento de 4 °C
presenté una produccidén baja, estando los otros tratamientos por encima
(Fig. 4.2.32.). Para SN9013 las producciones se mantuvieron por encima de
lo exigido y no se hallaron diferencias entre tratamientos. Para la variedad
amarilla, SN9000, el T-2 fue el tratamiento que tuvo la mayor produccion y
se diferencié con respecto a T-1 y T-3, dando este ultimo una produccién

acorde a lo necesario.
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Figura 4.2.32. Efecto de la temperatura durante la micropropagacién sobre la produccién de
las variedades en plantas crecidas en condiciones de invernadero. La linea indica el minimo

de produccién exigido (8 tallos/planta).
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Figura 4.2.33. Efecto de la temperatura durante la micropropagacién sobre la longitud del
tallo (calidad de la produccién) de las variedades en plantas crecidas en condiciones de

invernadero. La linea indica la longitud minima para calidad extra (60 centimetros).

En cuanto a la longitud del tallo, en las variedades violeta, amarilla y blanca,
no se observaron diferencias significativas entre tratamientos, situandose
SN8946 y SNI000 en todas las temperaturas cerca de lo exigido, y SN9013
presento, incluso, tallos mas largos de lo requerido. Se puede apreciar en la
Figura 4.2.33. que el T-3 en SN9001 presento diferencias significativas con
respecto a los otros tratamientos, aunque todas estuvieron por encima de 60
cm. Por tanto, el cambio del sistema productivo no afect6é a la calidad final

de los tallos.

En la Figura 4.2.34. se puede observar como el numero de espigas por tallo
estuvo muy préximo o ligeramente por encima de lo exigido (6 espigas/tallo)
en las variedades SN8946 y SN9001, no hallandose diferencias entre los
tratamientos. Lo mismo ocurrié con la variedad de color blanco, es decir, no
se mostraron diferencias entre tratamientos, aunque el dato de este
parametro estaba para todos ellos por encima del doble de lo necesario. En

cuanto a SN9000, los tratamientos superaron lo exigido, pero hubo
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diferencias del T-3 con los otros dos, siendo este el tratamiento para el que

se obtuvo el valor mas alto.
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Figura 4.2.34. Efecto de la temperatura durante la micropropagacién sobre el numero de

espigas por tallo de las variedades en plantas crecidas en condiciones de invernadero. La

linea indica el minimo exigido (6 espigas/tallo).

Todas las variedades presentaron un numero de ramificaciones por tallo
superior a lo necesario (3-4 ramas por tallo) y no se observé en ninguna de
ellas diferencias entre los tratamientos (Fig. 4.2.35.). Ahora bien, cabe
destacar que las variedades SN9000 y SN9001 presentaron evoluciones
similares y datos globales parecidos. Para SN8946 y SN9013 también se
pudo ver una subida del numero de ramificaciones conforme aumentaba la
temperatura en la fase de multiplicacion, mostrando datos similares para T-2
y T-3. Ademas, la variedad de color blanco fue la que presento los datos

mas altos para este parametro.
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Figura 4.2.35. Efecto de la temperatura durante la micropropagacién sobre el nimero de
ramificaciones por tallo de las variedades en plantas crecidas en condiciones de invernadero.

La linea indica el minimo exigido (3-4 ramas/tallo).

4.2 .6. Analisis multivariable de los parametros estudiados (PCA)

Se realizdé un PCA para poder identificar qué parametros podrian describir el
comportamiento de las variedades estudiadas en los ensayos llevados a
cabo con diferentes tratamientos de temperaturas.

Para la variedad de flores de color violeta, SN8946, la Figura 4.2.36. muestra
la primera componente principal (PC1), que explica el 39,1 % de la varianza
total, estaba fuertemente relacionada con los parametros de clorofilas a y b,
en el eje positivo de las X, y con la capacidad antioxidante (ABTS y FRAP),
el crecimiento y produccion en la parte negativa. En la segunda componente
principal (PC2) que explica el 16,2 %, se relacion6 con el contenido en
almidon (eje negativo del eje Y). Ademas, la proyeccion de las muestras
sobre los ejes mostré una clara separacion, dividendo el grafico en cuatro
zonas diferenciadas, donde se puede ver al T-1 (4 °C), T-4 (22 °C tras 4 °C),
T-5 (22 °C tras 12°C) vy, juntos, T-2 (12 °C) y T-3 (22 °C).
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Figura 4.2.36. Analisis PCA de la respuesta de las plantas de L. sinuatum de la variedad
SN8946 expuestas a tratamientos de diferentes temperaturas en la fase de mantenimiento y
vuelta a la temperatura estandar durante la fase de multiplicacién in vitro. El primer eje
explica el 39,9 % de la variacién y el segundo eje el 16,2 %. Se utilizaron ocho pares de
datos (n=8).

En la Figura 4.2.37. se observa que la variedad SN9013, blanca, mostré en
el PCA que la primera componente principal (PC1), que explicaba el 42,6 %
de la variabilidad, estaba fuertemente relacionada con los parametros
capacidad antioxidante (ABTS y FRAP), crecimiento y tasa de multiplicacion
in vitro y temperatura en el eje negativo de la X, no hallandose ninguna
variable en la parte positiva. La segunda componente principal (PC2) que
explicaba el 13,3 % de la variabilidad, estaba definida por el contenido de
almidon en la parte positiva, y por los pesos fresco y seco a la finalizacion de
los subcultivos en la parte negativa. Ademas, si se proyectaban las muestras
sobre los ejes, se podian ver diferenciadas dos partes, de manera que en la
zona de la derecha del eje X se concentraban las muestras que habian sido
subcultivadas a 4 °C (T-1y T-4) y en la parte de la izquierda se situaban las
muestras de las plantas que se subcultivaron a 12 °C (T-2y T-5) y a 22 °C
(T-3).
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Figura 4.2.37. Analisis PCA de la respuesta de las plantas de L. sinuatum de la variedad
SN9013 expuestas a tratamientos de diferentes temperaturas durante la fase de
mantenimiento y vuelta a la temperatura estandar en la fase de multiplicacién in vitro. El
primer eje explica el 42,6 % de la variacién y el segundo eje el 13,3 %. Se utilizaron ocho

pares de datos (n=8).

Para la variedad SN9000, de flores de color amarillo, el PCA (Fig. 4.2.38.)
mostré que la primera componente principal (PC1), que explica el 45,7 % de
la varianza total, estaba fuertemente relacionada con el numero de
ramas/tallo en el eje positivo de las X, y con la capacidad antioxidante (ABTS
y FRAP), crecimiento, produccién y temperatura en la parte negativa. La
segunda componente principal (PC2) que explica el 21,9 %, de la varianza,
estaba relacionada con los pesos fresco y seco (eje positivo de la Y) y, con
las clorofilas a y b (parte negativa). También se puede observar que si se
proyectan las muestras sobre los ejes, se pueden ver diferenciadas dos
partes, de manera que en la zona de la derecha del eje X se concentraban
las muestras que habian sido subcultivadas a 4 °C (T-1y T-4) y en la parte
de la izquierda se situaban las muestras de las plantas que se subcultivaron
a12°C (T-2y T-5) y a 22 °C (T-3). Ademas, se pudo ver que las muestras

del T-3 y del T-5 ocupaban la misma superficie, lo cual nos habla de
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comportamientos muy parecidos de esta variedad cuando se expone a estos

tratamientos.
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Figura 4.2.38. Analisis PCA de la respuesta de las plantas de L. sinuatum de la variedad
SN9000 expuestas a tratamientos de diferentes temperaturas durante la fase de
mantenimiento y vuelta a la temperatura estandar en la fase de multiplicaciéon in vitro. El

primer eje explica el 45,7 % de la variacién y el segundo eje el 21,9 %. Se utilizaron ocho

pares de datos (n=8).

En la variedad de color rosa SN9001, el PCA (Fig. 4.2.39.) mostré que la
primera componente principal (PC1,) que explica el 50,7 % de la varianza
total, estaba fuertemente relacionada con las clorofilas a y b en el eje
positivo de las X, y con la capacidad antioxidante (ABTS y FRAP),
crecimiento, fenoles y temperatura en la parte negativa. La segunda
componente principal (PC2) que explica el 13,4 %, estaba relacionada con la
altura del tallo y numero de ramas/tallo (eje positivo de la Y) y, débilmente
relacionada con los peso fresco y seco y con las clorofilas (parte negativa).
También se puede observar que si se proyectaban las muestras sobre los
ejes, se pueden ver diferenciadas tres partes, de manera que en la zona de

la derecha del eje X se concentraban las muestras que habian sido
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subcultivadas a 4 °C (T-1 y T-4), estando entremezclados los valores de los
tratamientos, y en la parte de la izquierda se situaban las muestras del los
tratamientos T-3 y T-5, subcultivadas a 22 °C, si bien T-5 habia pasado
previamente por un tratamiento a 12 °C, y en la parte central esta T-2,

subcultivada a 12 °C.
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Figura 4.2.39. Analisis PCA de la respuesta de las plantas de L. sinuatum de la variedad
SN9001 expuestas a tratamientos de diferentes temperaturas durante la fase de
mantenimiento y vuelta a la temperatura estandar en la fase de multiplicacién in vitro. El
primer eje explica el 50,7 % de la variacién y el segundo eje el 13,4 %. Se utilizaron ocho

pares de datos (n=8).

4.3. Efecto de diferentes tipos de auxinas y concentraciones durante

la fase de enraizamiento in vitro

4.3.1. Enraizamiento, aclimatacion, peso fresco y peso seco

Para la variedad SN8946 el numero de esquejes que presentaron raices
aumento a medida que subia la concentracion de IBA en el medio, llegando
a valores para el T-3 del 92,5%, muy proximo al 93,67% del T-4 al finalizar el
ensayo (40 dias). También ocurrié algo similar con la variedad SN9000, que

present6 valores parecidos tanto a los 20 como a los 40 dias, llegando a
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porcentajes del 91,67 y del 94,67 para el T-3 y T-4, respectivamente. Para la
variedad de color blanco y la de color rosa, la tendencia de subida del
porcentaje de plantas con raices conforme aumentaba la concentracion de
IBA se mantenia, pero dandose en T-4 (cuando se us6 ANA) una bajada, la
cual no produjo diferencias significativas entre tratamientos, es decir, cuando
se utilizo otro regulador para inducir la rizogénesis no se producian cambios
significativos en cuanto al porcentaje de plantas con raices (Fig. 4.3.1. a
4.3.4).

En las Figuras 4.3.5. a 4.3.8. se muestra el estado de las plantas y la
densidad de raices producidas en cada una de las variedades estudiadas al
final de los ensayos con las dos auxinas. En general, se aprecia el buen
estado de las partes aéreas de las plantas producidas, asi como una
elevada densidad de raices, especialmente en los tratamientos con las

concentraciones mas altas de IBA y con los de ANA.

Resultados similares se han descrito para otras especies de Limonium
donde los diferentes medios de enraizamiento con diferentes reguladores,
como IBA o AIA, usados no mostraron diferencias significativas entre ellos,
estando el porcentaje de enraizamiento entre el 80-85 % de esquejes
enraizados después de permanecer 30 dias en el medio de cultivo (Amo-
Marco e Ibafiez, 1998). Sin embargo, en otros ensayos con esta especie, la
respuesta en la fase de enraizamiento al medio sin hormona fue similar a la
del medio que contenia IBA o AIA, pero diferente al medio que estaba
suplementado con ANA, pues en este ultimo caso se dio formacion de callo y
las plantas no fueron Utiles para la fase de aclimatacion (Lledé et al., 1996).
Estos resultados de enraizamiento que se han considerado buenos, se
podian haber mejorado usando un medio de pre-enraizamiento para realizar
una mejor transicion entre la fase de multiplicacion y la de enraizamiento,
pues no queda muy claro cémo influyen las hormonas de la primera fase en
la segunda (Zhao Hang, 2010). Aunque si se sabe que se requiere un
balance entre auxinas y citoquininas favorable a las primeras para inducir la
formacion de raices (Hansen et al., 1985). En muchas otras especies, como,

por ejemplo, Syringa vulgaris se ha descrito que la tasa de propagacion
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aumenta conforme sube el contenido en citoquininas, pero esto reduce muy

significativamente el potencial de enraizamiento (Gabryszewska, 2011).

El valor 6ptimo de supervivencia tras la aclimatacion debia estar por encima
de un 85 % de plantas aclimatadas. Asi, para la variedad SN8946 los
tratamientos T-2, T-3 y T-4 cumplian este requisito, no presentando
diferencias entre los mismos, ni tampoco con respecto a T-1. En las
variedades de color blanco y rosa, todos los datos en todos los tratamientos
estaban por encima de lo buscado, llegando en el caso de SN9001 al 100%
de plantas supervivientes en todos los ensayos. Tampoco se dieron
diferencias en estas dos variedades entre los tratamientos. Sin embargo,
para SN9000 sdlo los tratamientos T-3 y T-4 superaron lo exigido, mostrando
diferencias significativas con T-1 que se quedd en un valor de un 61,97 %
(Tabla 4.3.1.)

Se considera que las condiciones de la fase de aclimatacién utilizadas en el
presente estudio fueron idoneas para obtener porcentajes de supervivencia
altos, siguiendo la linea de autores que indican que debian mantenerse las
mismas condiciones de fotoperiodo e intensidad luminica que en la fase de
enraizamiento (Van Huylenbroeck y Debergh, 1996). Ademas, este proceso
se realizd teniendo en cuenta que las plantas tenian, probablemente, una

epidermis modificada y sensible (Nashar, 1989).

Muy parecidos fueron los resultados con otras especies de Limonium, pues
el porcentaje de supervivencia tras aclimatacion llegdé al 90%
independientemente de la auxina utilizada. También se pudo comprobar, que
el numero o talla de las raices no se vieron afectados durante la aclimatacion

a las condiciones de invernadero (Amo-Marco e Ibafez, 1998).

También se obtuvieron resultados similares en Limonium cuando se
utilizaron otras condiciones de aclimatacion como bandejas de plastico que
contenian una relacion 3:1 de turba y perlita con temperaturas del8-25 °C,

70 % de humedad relativa y ventilacion normal durante seis semanas
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(Kaninski et al., 2012). Pero la utilizacion del jiffy de fibra de coco permite

agilizar el proceso de aclimatacion.

En otros ensayos con Limonium se ha corroborado que el 90 % de las
plantas producidas in vitro se han aclimatado y desarrollado hasta el estado
adulto y han florecido (Kaninski et al., 2012). En las Figuras 4.3.9. a 4.3.11.
se muestran ejemplos representativos de las diferentes fases por las que
paso el proceso de aclimatacion y entrada en produccion de las variedades
de limonio estudiadas en el presente trabajo. En general, en estas figuras
puede apreciarse que el desarrollo de las plantas micropropagadas fue el

apropiado.

En cuanto al peso fresco, en las variedades SN8946 y SN9001 se observo la
misma tendencia, donde el T-3 presentd los valores mas elevados y soélo
mostraba diferencias significativas con el T-1, siendo los valores muy
cercanos entre tratamientos. Para la variedad SN9000 no se encontraron
diferencias entre los tratamientos pues los valores eran muy proximos, y en
SN9013 si hubo diferencias entre T-2 y T-3 con respecto a T-1y T-4, siendo

este ultimo tratamiento el que mostré valores mas bajos (Tabla 4.3.1.).

Exceptuando a SN9013, en las otras variedades se pudo observar que para
T-3 y T-4, tratamientos con mayor porcentaje de aclimatacion, el peso fresco
era mayor que en los otros dos tratamientos. Por tanto, se deduce que un
mayor peso fresco de las plantas ayud6 a que el porcentaje de aclimatacion
fuera superior. Asi, se vio que el tamafio de los brotes enraizados y
trasplantados si tuvo importancia sobre la supervivencia durante la
aclimatacién, pues los que presentaron un menor tamafio (menor peso
fresco) tuvieron un menor porcentaje en aclimatacion o murieron durante

esta fase (Amo-Marco e Ibafiez, 1998).
Por otro lado, cuando se analizaron los resultados del peso seco, se observo

que no hubo diferencias entre tratamientos para SN8946 y SN9000. Sin

embargo, para las variedades de color blanco y rosa, el T-3 mostro los
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valores mas altos, diferenciandose con respecto a T-4 que presento los
menores valores (Tabla 4.3.1.).
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Figura 4.3.1. Evolucion del porcentaje de plantas con raices durante la fase de
enraizamiento de la variedad SN8946.
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Figura 4.3.2. Evolucion del porcentaje de plantas con raices durante la fase de
enraizamiento de la variedad SN9013.
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Figura 4.3.3. Evolucién del porcentaje de plantas con raices durante la fase de
enraizamiento de la variedad SN9000.
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Figura 4.3.4. Evolucién del porcentaje de plantas con raices durante la fase de
enraizamiento de la variedad SN9001.
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e ———— .
Figura 4.3.5. Plantulas y raices de la variedad SN8946 al finalizar el periodo de la fase de
enraizamiento (40 dias). (A) Estado de las plantas T-1. (B) Densidad radicular T-1. (C)
Estado de las plantas T-2. (D) Densidad radicular T-2. (E) Estado de las plantas T-3. (F)
Densidad radicular T-3. (G) Estado de las plantas T-4. (H) Densidad radicular T-4.
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Figura 4.3.6. Plantulas y raices de la variedad SN9013 al finalizar el periodo de la fase de
enraizamiento (40 dias). (A) Estado de las plantas T-1. (B) Densidad radicular T-1. (C)
Estado de las plantas T-2. (D) Densidad radicular T-2. (E) Estado de las plantas T-3. (F)
Densidad radicular T-3. (G) Estado de las plantas T-4. (H) Densidad radicular T-4.
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Figura 4.3.7. Plantulas y raices de la variedad SN9000 al finalizar el periodo de la fase de
enraizamiento (40 dias). (A) Estado de las plantas T-1. (B) Densidad radicular T-1. (C)
Estado de las plantas T-2. (D) Densidad radicular T-2. (E) Estado de las plantas T-3. (F)
Densidad radicular T-3. (G) Estado de las plantas T-4. (H) Densidad radicular T-4.

147



Resultados y discusion

<

Figura 4.3.8. Plantulas y raices d la variedad SN9001 al finalizar el periodo de la fase de
enraizamiento (40 dias). (A) Estado de las plantas T-1. (B) Densidad radicular T-1. (C)
Estado de las plantas T-2. (D) Densidad radicular T-2. (E) Estado de las plantas T-3. (F)
Densidad radicular T-3. (G) Estado de las plantas T-4. (H) Densidad radicular T-4.
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Figura 4.3.9. Plantulas de Limonum sinuatum de las variedades SN9013 y SN9001 en la
fase de aclimatacion.

Figura 4.3.10. Plantas de Limonium sinuatum de la variedad SN8946 en condiciones bajo
invernadero a los 3 meses del trasplante.
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Figura 4.3.11. Plantas de Limonium sinuatum de la variedad SN9001 después de realizar el

pinzamiento de los tallos principales antes de entrar en la fase de produccion.

Tabla 4.3.1. Parametros de enraizamiento in vitro de las distintas variedades.

Variedad Tratamientos Supervivencia Peso fresco Peso seco
aclimatacion (g/planta) (g/planta)
(%)
SN8946 T-1 75.28+7.99a 1.08+0.07b 0.10+0.01a
T-2 88.23+3.60a 1.84+0.06ab 0.14+0.02a
T-3 90.75+3.15a 220+0.16a 0.21+0.03a
T-4 90.33+2.60a 1.91+040ab 0.11+0.03a
SN9013 T-1 95.00+5.00a 1.34+0.05b 0.17 + 0.02ab
T-2 95.00+5.00a 2.28+0.10a 0.17 +0.04ab
T-3 96.67 £+3.33a 224+0.12a 0.27 +0.04a
T-4 95.00+2.88a 0.69+0.16c 0.05+0.01b
SN9000 T-1 61.97+11.62b 0.85+0.05a 0.09 +0.00a
T-2 79.97 +5.41ab  0.96+ 0.03a 0.08 + 0.01a
T-3 92.17+1.05a 156+0.12a 0.12+0.03a
T-4 89.33+2.33ab 1.28+0.30a 0.09+0.01a
SN9001 T-1 100.00 £+ 0.00a 1.57+0.090 0.14+0.01ab
T-2 100.00 £+ 0.00a 1.90+0.08ab  0.11 +0.00b
T-3 100.00 £+ 0.00a 240+0.08a 0.18+0.02a
T4 100.00 £+ 0.00a 2.14+0.28ab 0.11+0.01b
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4.3.2. Concentracion clorofilas a, b v totales

Para la variedades SN9013 y SN9001 se observo una bajada del valor de la
clorofila a conforme aumenté la concentracion de IBA, siendo los datos mas
altos para el T-4 que estaba implementado con ANA. En el resto de
variedades también se pudo ver el valor mas bajo de clorofila a para el T-4.
Sin embargo, hubo un repunte en SN8946 para el T-3, y otro en SN9000 en
T-2 rompiéndose esa tendencia marcada que habia en las variedades
blanca y rosa. Ademas, se debe destacar que el T-4 presentd diferencias
significativas con los otros tratamientos del ensayo en todas las variedades
(Tabla 4.3.2.).

Los valores de clorofila b y clorofilas totales mostraron la misma evolucién
que los de clorofila a, siendo los valores mas bajos los del T-4, llegando
incluso a ser en algunos casos la mitad en todas las variedades con
respecto al T-1, el cual present6 los valores mas altos de los parametros
considerados.

En cuanto la relacion clorofila a/b se mantuvo una tendencia similar en las
variedades SN8946, SN9013 y SN9001, siendo el valor mas elevado para T-
1 y el mas bajo para T-4. Se observo para estos cultivares que conforme
aumentd la concentracion de IBA bajaba la relacion clorofila a/b. En la
variedad de color amarillo, el valor méas elevado fue para el T-2 (3 mg/L de
IBA), coincidiendo en las otras variedades que el dato mas bajo también fue
para el T-4.

Todo esto demostré que el tratamiento 4, que tenia ANA como regulador
para favorecer el enraizamiento, provocO un descenso en los valores de

clorofila a'y b, y por tanto en las clorofilas totales y la relacion clorofila a/b.

Es bien conocido el antagonismo existente entre auxinas y citoquininas, de
forma que los procesos estimulados por uno de estos reguladores suelen ser
inhibidos por el otro. En el caso de la sintesis de clorofilas, el proceso resulta

estimulado por la presencia de balances citoquinina:auxina relativamente
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altos. Por este motivo, podria pensarse que el desequilibrio del balance entre
estos dos reguladores al aumentar la concentracion de IBA afadido a los
medios de cultivo favoreceria la inhibicién de la sintesis de clorofila e,
incluso, llegaria a estimular su degradacion, de forma indirecta, por estimular
la produccion de etileno por los tejidos. Estos efectos se verian reforzados
en el caso de la aplicacion de ANA, ya que este fitorregulador presenta,
normalmente, una actividad auxinica mayor que la del IBA. La reduccion
observada en la relacion clorofila a/b al aumentar los niveles de IBA en los
medios (o al aplicar ANA a menor concentracion) apoyaria esta idea, ya que
la degradacion de las clorofilas se produce a partir de la clorofila a, para lo
que la clorofila b debe convertirse en la primera antes de ser degradada
(Folly y Engel, 1999).

Tabla 4.3.2. Concentracion de clorofilas a, b y totales durante la fase de enraizamiento in

vitro con diferentes tipos y concentraciones de auxinas.

Variedad Tratamientos Clorofila a Clorofila b Clorofilas Relacion

(microg/g PF) (microg/g PF) Totales clorofila a/b
(microg/g PF)

SN8946 T-1 386.91+7.57a 268.12+2.81a 655.04 +10.31a 1.44+0.01a
T-2 24399 +13.19b 192.69+5.95b 436.69+19.12b  1.26 +0.03b
T-3 257.38+4.32b  198.85+ 1.93b 456.24 + 6.21b 1.29 £ 0.01b
T-4 160.41+1.48c 155.01+241c 31542 +3.77c 1.03+0.01c
SN9013 T-1 467.85+894a 310.39+6.39a 778.25+15.18a 1.51+0.01a
T-2 401.34 £18.13b 27159+ 10.47b 672.94 +28.57b  1.47 £ 0.01a
T-3 32359+491c 231.23+2.18c 554.83 + 6.90c 1.39 £ 0.01b
T-4 259.07 +13.28d 214.81+6.40c 473.89+19.64d 1.20+0.03c
SN9000 T-1 379.17 £10.14b 268.58 +4.01b  647.75+14.03b  1.41+0.02b
T-2 463.29+585a 307.04+561a 770.32+10.89a 1.51+0.02a
T-3 365.31+13.14b 258.31+6.44b  623.62+19.51b 1.41+0.02b
T-4 150.34 £+1.78¢c  158.12+2.30c 308.45 + 3.60c 0.95+0.01c
SN9001 T-1 33245+2248a 23291+1220a 565.36+34.67a 1.42+0.02a
T-2 315.90+7.50a 231.61+4.76a 547.52+12.20a 1.36+0.01a
T-3 29891+ 864a 21748+ 10.84a 516.38+16.21a 1.39+0.08a
T-4 136.10+8.45b 146.59+4.75b 282.70+13.13b 0.92+0.03b
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4.3.3. Niveles de fenoles solubles totales, flavonoides solubles y almidén

En la variedad SN8946 el dato més alto de fenoles correspondi6é a T-1, el
cual presentd diferencias significativas con el resto de tratamientos, llegando
a duplicar los valores. Sin embargo, para el cultivar de color blanco no se
apreciaron diferencias entre tratamientos (Tabla 4.3.3.). Por otro lado, se
encontré6 que en SN9000 si hubo diferencias entre todos los tratamientos,
observandose que el T-1, con 1 mg/L de IBA, tuvo el dato mas alto con
84,39 microg/g PF. Finalmente para SN9001, de color rosa, se hallaron
resultados diferentes entre T-1 y T-3, encontrandose los otros dos

tratamientos con valores entre los dos mencionados.

En cuanto al contenido de flavonoides se observé que el mayor dato
correspondia en todas las variedades al T-1 y el menor al T-4, que tenia el
medio suplementado con ANA. Ademas, también se mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos T-2 y T-3 con respecto al primero y al
altimo. Solamente en SN9013 y SN9000 T-1 y T-2 no mostraron diferencias

significativas.

Respecto a la cantidad de almiddn, en la variedad SN8946 no se aprecian
diferencias entre tratamientos y mostrd, en general, datos mas bajos que las
otras variedades (Tabla 4.3.3.). En la variedad SN9013 fueron las plantas de
los tratamientos T-2 y T-3 con 3 mg/l y 5 mg/l de IBA respectivamente los
que produjeron los mayores contenidos de almidén, encontrdndose
diferencias con el T-1 y T-4. Para la variedad de color amarillo, el contenido
mas alto en almidon lo presenté el T-2, el cual se diferencié
significativamente de los otros tres tratamientos. Por ultimo, el T-4 en la
variedad SN9001 fue el que mostré el dato mas alto de todo el ensayo,

diferenciandose del resto de tratamientos en este cultivar.
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Tabla 4.3.3. Concentracién de fenoles, flavonoides y almidon durante la fase de

enraizamiento in vitro con diferentes tipos y concentraciones de auxinas.

Variedades Tratamientos Fenoles Flavonoides Almidén
(umol eq. acido (umol eq. (umol eq.
galico/g PF) rutina/g PF) glucosalg PF)
SN8946 T-1 44.87 + 0.65a 6.51 +0.38a 402.71 £+ 14.84a
T-2 21.58 + 0.66¢ 3.57+0.20b 456.78 + 9.69a
T-3 22.84 + 0.62bc 4.39 £ 0.48b 471.34 + 35.38a
T-4 24.36 + 0.65b 1.26 £ 0.12¢ 432.26 + 27.79a
SN9013 T-1 27.94 £ 0.67a 5.67 +0.16a 418.45 + 33.63b
T-2 2520+ 0.48a 549+ 0.12a 553.75 + 28.33a
T-3 25.24 + 0.60a 4.57 £ 0.16b 560.68 + 35.72a
T-4 26.87 + 1.57a 1.51+0.11¢c 392.27 + 28.29b
SN9000 T-1 84.39 + 2.95a 13.76 £ 0.21a 394.20 £ 9.34¢c
T-2 53.04 + 2.06b 9.67 £ 0.39b 624.03 + 22.51a
T-3 43.30 £ 0.92¢ 7.69 +0.23¢c 494.02 + 27.59b
T-4 27.48 + 1.05d 1.13+0.13d  437.94 + 17.50bc
SN9001 T-1 27.06 + 1.02a 5.68 £ 0.73a 394.73 + 28.05b
T-2 2419+0.59ab 476+ 0.34ab  514.56 + 26.32b
T-3 22.37 +0.47b 3.79+0.03b 517.59 + 29.30b
T-4 26.11 +1.79ab 1.30 £ 0.13c 693.47 + 34.96a

El contenido y la composicion de compuestos fendlicos y la interaccion de
estos compuestos con las auxinas y determinadas enzimas (por ejemplo, las
peroxidasas) tienen un efecto determinante de la formacion de raices
adventicias (De Klerk et al., 1999). Los flavonoides, por ejemplo, pueden
afectar al transporte polar de auxinas a través de su interaccion directa con
las proteinas transportadoras o afectando a su distribucion en las células
(Peer y Murphy, 2007), lo cual lleva a que no se establezcan los gradientes
del regulador necesarios para estimular la formacion de las raices. La
reduccion de los niveles de flavonoides podria ser, por lo tanto, un requisito
previo al enraizamiento de los vastagos. En el presente estudio se observo
que los tratamientos con concentraciones crecientes de IBA provocan una
reduccion de los niveles de fenoles solubles totales, en general, y de
flavonoides, en particular (Tabla 4.3.3.). Este efecto también se deduce de
la observacion de los cromatogramas extraidos a 360 nm resultantes del

analisis por HPLC de los extractos metandlicos de las variedades

154



Resultados y discusién

estudiadas (Figuras 4.3.12. a 4.3.15.), donde se aprecia que los tres
principales flavonoides hallados en los extractos tendian a disminuir a
medida que aumentaba la concentracion de auxina en los medios de

enraizamiento.

Shang et al. (2017) sugirieron que, en contraposicion al efecto inhibidor del
enraizamiento debido a algunos flavonoides, determinados &cidos fendlicos
(entre ellos algunos derivados de acidos hidroxicinAmicos) podrian estimular
la rizogénesis. En las Figuras 4.3.12. a 4.3.15. se observa que los niveles de
los principales &cidos hidroxicinamicos encontrados en los extractos
mantienen, en general, sus niveles, independientemente del tratamiento

recibido por el material vegetal (Tabla 4.3.4.).

Los azUcares también contribuyen a la formacion de las raices adventicias
mediante el suministro de la energia y de los esqueletos carbonados
necesarios para que se produzca la division celular, el establecimiento de
los nuevos centros meristematicos y la formacion en si misma de la raiz.
Altos niveles de azucares solubles y de almidon en la zona de iniciacién de
las raices se han asociado a una mayor respuesta rizogénica, aunque un
exceso de carbohidratos también puede provocar la inihibicién del
enraizamiento. En algunos trabajos se ha sugerido que el aporte de auxinas
exdgenas puede aumentar los niveles de azlcares solubles y almidon,
promoviendo la formacién de raices adventicias, aunque otros factores,
como el tipo de azucar acumulado o las relaciones fuente-sumidero en los
tejidos, pueden modular la respuesta encontrada (da Costa et al., 2013). En
el presente trabajo, el analisis por GC-MS de los extractos metandlicos
apunta a una relacién entre el contenido de carbohidratos y el porcentaje de

enraizamiento, lo que estaria de acuerdo con lo comentado anteriormente
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Figura 4.3.12. Cromatogramas obtenidos a 360 nm de los extractos metandlicos de
vastagos procedentes de la variedad SN8946 de L. sinuatum sometida a diferentes

concentraciones de auxinas durante la fase de enraizamiento in vitro (A: T-1; B: T-2; C: T-3,

D: T-4). Los numeros sobre los picos indican analitos con posible naturaleza flavonoide.
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Figura 4.3.13. Cromatogramas obtenidos a 360 nm de los extractos metandlicos de
vastagos procedentes de la variedad SN9013 de L. sinuatum sometida a diferentes
concentraciones de auxinas durante la fase de enraizamiento in vitro (A: T-1; B: T-2; C: T-3,

D: T-4). Los nameros sobre los picos indican analitos con posible naturaleza flavonoide.
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Figura 4.3.14. Cromatogramas obtenidos a 360 nm de los extractos metandlicos de

vastagos procedentes de la variedad SN9000 de L. sinuatum sometida a diferentes
concentraciones de auxinas durante la fase de enraizamiento in vitro (A: T-1; B: T-2; C: T-3,

D: T-4). Los numeros sobre los picos indican analitos con posible naturaleza flavonoide.
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Figura 4.3.15. Cromatogramas obtenidos a 360 nm de los extractos metandlicos de
vastagos procedentes de la variedad SN9001 de L. sinuatum sometida a diferentes
concentraciones de auxinas durante la fase de enraizamiento in vitro (A: T-1; B: T-2; C: T-3,

D: T-4). Los nimeros sobre los picos indican analitos con posible naturaleza flavonoide.
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Tabla 4.3.4. Concentraciéon de derivados de acidos hidroxicinamicos (HCA), determinada a
partir de los cromatogramas de HPLC obtenidos a 325 nm, en los vastagos de las
variedades de L. sinuatum durante la fase de enraizamiento in vitro con diferentes tipos y

concentraciones de auxinas.

Variedades Tratamientos HCA
(umol eq. acido
cafeicol/g PF)

SN8946 T-1 0.290 + 0.003a
T-2 0.175 1 0.002b
T-3 0.174 £ 0.003b
T-4 0.172 £ 0.001b
SN9013 T-1 0.159 £ 0.005b
T-2 0.182 + 0.000a
T-3 0.183 £ 0.001a
T-4 0.182 + 0.002a
SNO000 T-1 0.220 £ 0.001a
T-2 0.192 £ 0.001b
T-3 0.124 £ 0.004c
T-4 0.098 + 0.004d
SNO001 T-1 0.108 + 0.000a
T-2 0.110 £ 0.003a
T-3 0.095 £ 0.002b
T-4 0.079 £ 0.002¢

4.3.4. Capacidad antioxidante: ABTS v FRAP

La capacidad antioxidante medida con dos protocolos arrojo
comportamientos y valores similares. Asi, la variedad de color violeta
SN8946 en el T-1 mostré el mayor valor en cuanto a capacidad antioxidante
medida tomando como referencia de la oxidacion del acido galico. Se
observaron diferencias significativas entre T-1 y los tratamientos siguientes,
T-2 'y T-3, y entre estos y T-4, siendo el valor mas bajo para este ultimo,
donde el medio de enraizamiento estuvo suplementado con ANA. Para
SN9013, los valores para los tratamientos con IBA fueron muy similares, y
solo se diferenciaron con el T-4 que presento el valor mas bajo. En el cultivar

de color amarillo se mostraron los resultados mas desiguales, observandose
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diferencias entre todos los tratamientos. Asi, el dato mas alto para esta
variedad, y también para todo el ensayo, o mostr6 el T-1. Los valores fueron
bajando a medida que aumentaba la concentracion de IBA, y el dato mas
bajo lo presentd, como en otras variedades, el T-4. Para SN9001, de color
rosa, los datos de capacidad antioxidante estaban muy préximos, no
mostrandose diferencias entre T-2, T-3 y T-4. Sin embargo, el T-1 a pesar de
tener un valor cercano a los anteriores, si mostroé diferencias con los otros

tratamientos.
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Figura 4.3.16. Capacidad antioxidante de las variedades, determinada con el método ABTS
y usando acido galico como estandar, en la fase de enraizamiento in vitro con diferentes
tipos y concentraciones de auxinas.

Igual ocurrio con la medida del ABTS pero tomando como referencia la
oxidacion del trolox, donde el comportamiento fue idéntico. Ademas, la con
la referencia de los otros valores, se vio que estos que eran de tres a cuatro
veces mayores que aquellos, manteniendo esta relacion para todas las
muestras.
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Figura 4.3.17. Capacidad antioxidante de las variedades, determinada con el método ABTS
y usando trolox como estandar, en la fase de enraizamiento in vitro con diferentes tipos y

concentraciones de auxinas.

En cuanto a la medida de la capacidad antioxidante usando FRAP se
observdé que el comportamiento fue casi similar, detectandose algunas
diferencias. De esta manera, la evolucion para SN8946 fue igual que para el
ABTS, donde disminuy6é a la vez que lo hacia la concentracion de IBA
aplicada, mostrando el valor mas bajo para el tratamiento con ANA (T-4).
También sucedio algo parecido con SN9013, excepto que si se vieron
diferencias entre el T-1 y T-2 con respecto a T-3. Para la variedad de color
amarillo, el patron de evolucion de la capacidad antioxidante con respecto a
los tratamientos fue el mismo que para el ABTS. Y finalmente, para SN9001,
de color rosa, la tendencia para este parametro se mantuvo igual en el
FRAP que para el ABTS.

En general, se presentd la mayor capacidad antioxidante en SN9000,
variedad de color amairillo, en el tratamiento de menor concentraciéon de IBA,
y los menores valores se encontraron para todas las variedades en los

tratamientos con ANA.
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Esto podria dar una pista, proponiendo que la capacidad antioxidante de los
extractos estaria ligada a la hormona y a su concentracion en el medio de
enraizamiento, de forma que cuanto menor sea la concentracion de IBA
aplicada, mayor seria la capacidad antioxidante. A esto se le deberia sumar
que al afadir ANA al medio se produce un descenso muy acusado en este

parametro con respecto al efecto que provoca la otra hormona.

Los resultados obtenidos parecen apuntar a que los compuestos fendlicos
solubles, especialmente los flavonoides, estarian estrechamente
relacionados con la capacidad antioxidante de los extractos y sus niveles
estarian en relacién inversa con la concentracion de auxina (o con la

actividad del fitorregulador) aplicada a los medios de enraizamiento.
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Figura 4.3.18. Capacidad antioxidante de las variedades, determinada con el ensayo
FRAP, en la fase de enraizamiento in vitro con diferentes tipos y concentraciones de

auxinas.

4.3.5. Produccion y parametros de calidad

La produccion en todas las variedades ensayadas no presentd diferencias
significativas entre los tratamientos realizados y se mantuvo siempre por

encima de lo exigido respecto a este parametro que se fijo en 8 tallos por
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planta y corte (Fig. 4.3.19.). El T-4, donde el medio estaba suplementado

con ANA, presento las producciones mas altas en todos los cultivares.

En cuanto a la longitud del tallo, se puede apreciar en la Figura 4.3.20. que
el tratamiento T-4 fue el que presentd los tallos mas largos, excepto en
SN9001, donde el T-1 dio la mayor calidad. En las variedades SN8946 y
SN9001 se observaron diferencias significativas entre tratamientos,

concretamente el T-2 y T-3 mostraron valores ligeramente mas bajos.
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Figura 4.3.19. Efecto de las auxinas y su concentracién durante el enraizamiento in vitro
sobre la producciéon de las variedades en plantas crecidas en condiciones de invernadero. La
linea indica el minimo de produccién exigido (8 tallos/planta).
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Figura 4.3.20. Efecto de las auxinas y su concentracién durante el enraizamiento in vitro
sobre la longitud del tallo (calidad de la produccién) de las variedades en plantas crecidas en
condiciones de invernadero. La linea indica la longitud minima para calidad extra (60

centimetros).
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Figura 4.3.21. Efecto de las auxinas y su concentracién durante el enraizamiento in vitro
sobre el numero de espigas por tallo de las variedades en plantas crecidas en condiciones de

invernadero. La linea indica el minimo exigido (6 espigas/tallo).
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Con respecto al numero de espigas por tallo (Fig. 4.3.21.), el
comportamiento estuvo en funcion de la variedad a considerar, pero este
parametro se encontré6 siempre por encima del minimo requerido (6
espigas/tallo). Solamente SN8946 en el T-2 presenté un valor bajo,
mostrando ademas diferencias significativas con los otros tratamientos. En
las demas variedades no hay diferencias significativas entre tratamientos

para este parametro.

El numero de ramificaciones por tallo debia estar por encima de 3-4, y se
puede observar en la Figura 4.3.22. que para todas variedades se mantuvo
el dato por encima de ese valor, no encontrandose diferencias significativas

entre tratamientos.
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Figura 4.3.22. Efecto de las auxinas y su concentracién durante el enraizamiento in vitro
sobre el numero de ramificaciones por tallo de las variedades en plantas crecidas en
condiciones de invernadero. La linea indica el minimo exigido (3-4 ramas/tallo).

En funcion de la variedad y el parametro observado se puede concluir que
el T4 seria el mas beneficioso, mostrando valores en lo referido a la calidad
comercial muy satisfactorios (Figura 4.3.23.), al contrario que pasa con otras
especies endémicas de Limonium donde fue el enraizamiento con IBA e AlA
el que mostraba un mejor comportamiento de las plantas una vez que
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estaban en campo con fenologia y criterios agronémicos y comerciales
adecuados en comparacion con las poblaciones naturales (Lledo et al.,
1996).

Figura 4.3.23. Plantas en produccion, antes de corte, de Limoniun sinuatum durante su
cultivo bajo condiciones de invernadero. (A) SN8946. (B) SN9013. (C) SN9000. (D) SN9001.

4.3.6. Analisis multivariable de los parametros estudiados (PCA)

El analisis multivariable (PCA) se llevdé a cabo para identificar los

parametros que podian describir el comportamiento de las variedades
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estudiadas con respecto a los distintos tratamientos de enraizamiento con

diferentes concentraciones y tipos de auxinas.

Para la variedad de color violeta, SN8946, la Figura 4.3.24. muestra que la
primera componente principal (PC1), que explico el 54,7 % de la varianza
total, estaba fuertemente relacionada con los parametros de clorofilas y
capacidad antioxidante (ABTS y FRAP), flavonoides y fenoles en el eje
positivo de las X, y con el peso fresco, enraizamiento y aclimatacion en la
parte negativa. La segunda componente principal (PC2) que explica el 24,8
% estaba relacionada con la altura del tallo (eje positivo de la Y) y la
concentracion de hormona y peso seco (parte negativa). Por otro lado, la
proyeccion de las muestras sobre los ejes mostré una clara separacion en
los datos del T-1 (control) que se encontraban a la derecha y los del T-2, T-3
y T-4 que se encontraban a la izquierda, estando T-2 y T-3 muy préximas

entre ellas (IBA) y mas alejadas de T-4 (ANA) en el eje Y.
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Figura 4.3.24. Analisis PCA de la respuesta de las plantas de L. sinuatum de la variedad
SN8946 sometidas a diferentes tratamientos en la fase de enraizamiento in vitro. El primer
eje explica el 54,7 % de la variacion y el segundo eje el 24,8 %. Se utilizaron ocho pares de
datos (n=8).
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En la Figura 4.3.25. se observa que la variedad SN9013 mostro para la PCA
una primera componente principal (PC1), que explicaba el 42,2 % de la
variabilidad, y que estaba relacionada con el parametro de altura del tallo en
el eje positivo de la X, y con la capacidad antioxidante (ABTS y FRAP), peso
seco, peso fresco y almidén en la parte negativa. La segunda componente
principal (PC2), que explicaba el 23,3 % de la variabilidad, estaba definida
por las clorofilas a y b en la parte positiva, y por el enraizamiento a los 20
dias en la parte negativa. Ademas, se ven dos zonas diferenciadas, asi la
proyeccion de las muestras sobre el eje X mostro diferencias entre el T-4,
tratamiento con ANA, que estaba a la derecha, y T-1, T-2 y T-3 (IBA) que
partian del centro y se distanciaban del origen conforme aumentaba la

concentracion de esa hormona hacia la izquierda.
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Figura 4.3.25. Analisis PCA de la respuesta de las plantas de L. sinuatum de la variedad
SN9013 sometidas a diferentes tratamientos en la fase de enraizamiento in vitro. El primer
eje explica el 42,2 % de la variacion y el segundo eje el 23,3 %. Se utilizaron ocho pares de
datos (n=8).

Para la variedad SN9000, de color amarillo, el PCA (Fig. 4.2.26.) mostré que
la primera componente principal (PC1), que explica el 50,0 % de la varianza

total, estaba fuertemente relacionada con los parametros de capacidad
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antioxidante (ABTS y FRAP), flavonoides, fenoles y clorofilas en el eje
positivo de las X, y con el enraizamiento y aclimatacion en la parte negativa.
La segunda componente principal (PC2) que explica el 20,9 % de la varianza
estaba relacionado con la concentracion de hormona (eje positivo de la Y) y,
en menor medida, con la produccion (parte negativa). Ademas, al igual que
en la variedad SN9013, se podian observar zonas diferenciadas por
tratamiento, estando muy localizados en el grafico, ya que los valores de las

muestras son muy similares.
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Figura 4.3.26. Analisis PCA de la respuesta de las plantas de L. sinuatum de la variedad
SN9000 sometidas a diferentes tratamientos en la fase de enraizamiento in vitro. El primer
eje explica el 50,0 % de la variacion y el segundo eje el 20,9 %. Se utilizaron ocho pares de
datos (n=8).

Para la variedad de color rosa, SN9001, la Figura 4.3.27. arroja que la
primera componente principal (PC1) que explica el 39,2 % de la variabilidad
total, estaba relacionada con el contenido de almidén en el eje positivo de
las X, y con las clorofilas, capacidad antioxidante y flavonoides en la parte
negativa. La segunda componente principal (PC2) que explica el 20,8 % de
la varianza estaba relacionada, en menor medida con la altura del tallo y el

contenido de fenoles (eje positivo de la Y) y la concentracion de hormona y

170



Resultados y discusion

peso fresco (parte negativa). Por otro lado, la proyeccion de las muestras
sobre los ejes mostro una clara separacion en los datos del T-1 (control) y T-
4, que se encontraban a la izquierda y derecha del origen respectivamente, y
que el T-2 y el T-3 estuvieron muy préximos, lo que indicaba que tenian

comportamientos similares.
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Figura 4.3.27. Analisis PCA de la respuesta de las plantas de L. sinuatum de SN9001
sometidas a diferentes tratamientos en la fase de enraizamiento in vitro. El primer eje

explica el 39,2 % de la variacién y el segundo eje el 20,8 %. Se utilizaron ocho pares de

datos (n=8).

4.4. Establecimiento in vitro de Limonium sinuatum a partir de hojas

jovenes

4.4 1. Contaminaciones v establecimiento

En la variedad SN8946 se observo que el numero de tubos de ensayo
contaminados por bacterias u hongos era mas elevado para los tratamientos
T-2 y T4, lo cual arroj6 al final del ensayo un 45 % de explantes
supervivientes (Tabla 4.4.1). A pesar de esto, solamente un 290 % y un

1,39 %, respectivamente, presentaron callo para esos tratamientos, a lo que

171



Resultados y discusién

se le debia afiadir que en ninguno de los tubos de ensayo con callo

aparecieron plantas.

Tabla 4.4.1. Parametros de establecimiento

explantes de hojas jovenes.

in vitro de la variedad SN8946 a partir de

Tratamiento Contaminados Contaminados Explantes Explantes Tubos con
30 dias 60 dias supervivientes con callo plantas
(%) (%) (%) (%) (%)

T-1

(Control) 44.15 + 3.33b 70.69 £ 3.39a 29.31+3.39b 1.39+0.95a 0.00+0.00a
T-2 36.54+2.17b 54.89 +1.37b 45,10 + 1.37a 290+ 1.45a 0.00 £ 0.00a
T-3 67.17 £1.98a 77.55 %+ 2.99a 22.45 + 2.99b 0.00 £ 0.00a 0.00 + 0.00a
T-4 47.18 + 7.69ab 54.63 + 2.4b 45.37 + 2.45a 1.39+1.3%9a 0.00 + 0.00a

Para la variedad de color blanco, SN9013, los tratamientos T-1 (control), T-3

y T-4 presentaron un numero superior al 85 % en lo referido a la

supervivencia de explantes (Tabla 4.4.2.). En cuanto a los tubos de ensayo

gue mostraron explantes con callo, el T-4, que estaba suplementado con

TDZ e AIA mostro el resultado mas alto, al cual siguié el T-3, que llevaba

TDZ solamente. Estos dos mostraron diferencias significativas con el T-1,

que Unicamente tenia BA. Sin embargo, todos los porcentajes en lo referido

a tubos donde se observaba callo fueron bajos, lo que dio lugar a que

ninguno de estos tuviera plantas que pudieran subcultivarse.

Tabla 4.4.2. Parametros de establecimiento in vitro de la variedad SN9013 a partir de

explantes de hojas jovenes.

Tratamiento Contaminados Contaminados Explantes Explantes Tubos con
30 dias 60 dias supervivientes con callo plantas
(%) (%) (%) (%) (%)

T-1

(Control) 12.33+2.41b 13.72+3.71b 86.28 +3.07a 6.83+2.31bc  0.00 £+ 0.00a
T-2 35.81 +4.16a 37.20+3.17a 62.80 +3.16b 0.00 £ 0.00c 0.00 £ 0.00a
T-3 10.23 + 0.96b 14.35 + 2.96ab 85.65+2.96a 10.34+1.46ab 0.00 + 0.00a
T-4 7.87 £2.01b 13.12 + 2.96b 86.88+2.96a 16.20+2.812  0.00 + 0.00a

Para la variedad SN9000 el porcentaje de contaminaciones estuvo por

debajo del 30 %, un valor muy significativo, si se tiene en cuenta que el
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establecimiento a partir de inflorescencia inmadura resulta normalmente en

un 50-60 % de los explantes contaminados. Asi, hubo una supervivencia de

explantes por encima del 70% para todos los tratamientos. A pesar de esto,

el T-1 tuvo un nimero de explantes con callo muy bajo, estando el resto de

tratamientos cercanos al 25% como T-2 y T-4, y por encima de este valor el

T-3. Con esta evolucién se observo que solamente los tratamientos T-2 con

un 14,62 % de los tubos y el T-3 con un 31,93 % de los tubos, dieron plantas

para poder realizar una posterior multiplicacion (Fig. 4.4.1. a 4.4.3.).

Tabla 4.4.3. Parametros de establecimiento in vitro de la variedad SN9000 a partir de

explantes de hojas jovenes.

Tratamiento Contaminados Contaminados Explantes Explantes Tubos con
30 dias 60 dias supervivientes con callo plantas
(%) (%) (%) (%) (%)
T-1
(Control 22.73 +3.67a 29.09 + 3.02a 70.91 + 3.02b 6.52 £ 1.74b 0.00 £ 0.00c
T-2 21.33+ 3.53a 28.00 + 2.31a 72.00+2.31b 24.00 £ 6.11ab 14.67 £ 2.67b
T-3 3.95+2.31b 5.23+2.61b 94.77 +2.6la 39.83+3.71a 31.93+157a
T-4 21.29 + 2.45a 24.07 £ 2.58a 75.93+258b 25.15+ 2.54ab 0.00 + 0.00c

Figura 4.4.1. Estado inicial de los explantes de SN9000 al ponerse en el primer subcultivo

en el medio de establecimiento con TDZ.
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Figura 4.4.2. Estado final de los explantes con brotes de SN9000 tras dos subcultivos en el

medio de establecimiento con TDZ.

Figura 4.4.3. Detalle de los brotes de SN9000 generados a partir de los explantes de hojas

jévenes.

Al igual que ocurria en las variedades SN8946 y SN9013, el cultivar SN9001
mostrd porcentajes de explantes supervivientes por encima del 35 % en
todos los tratamientos, datos bajos para un establecimiento adecuado.
Ademas, a esto se le suma valores muy bajos en cuanto al numero de
explantes con callo. Este ultimo valor repercutio, como en SN8946 y en
SN9013, en que no aparecieran plantas en ninguno de los tubos de los

tratamientos llevados a cabo.
174



Resultados y discusién

Tabla 4.4.4. Parametros de establecimiento in vitro de la variedad SN9001 a partir de

explantes de hojas jovenes.

Tratamiento Contaminados Contaminados Explantes Explantes Tubos con
30 dias 60 dias supervivientes con callo plantas
(%) (%) (%) (%) (%)
T-1
(Control) 48.98 + 2.63ab 64.99 + 6.04a 35.01 + 6.04a 1.39 + 1.39ab 0.00 £ 0.00a
T-2 48.00 £ 2.36ab 55.01 + 2.93ab 44,98 + 2.93a 2.90 £ 1.45ab 0.00 £ 0.00a
T-3 38.43+1.23a 51.71+2.77ab 48.29 +2.77a 0.00 £ 0.00a 0.00 £ 0.00a
T-4 57.85 + 3.01a 62.41 +2.22b 3758 +2.22a 7.37 £ 0.56a 0.00 £ 0.00a

En este ensayo el establecimiento a partir de explantes de hojas jovenes
usando TDZ como fitorregulador inductor solamente resultd viable en la
variedad SN9000 de color amarillo. En ensayos realizados por otros
investigadores, las citoquininas BA, ZT y TDZ también resultaron utiles en la
diferenciacion de organos a partir de yemas axilares (Harazy et al., 1985;
Witomska, 1995), o en la formacion directa de brotes en Limonium

peregrinun a partir de discos de hojas (Seelye et al., 1994).

Asi, en otras especies como en Syringa vulgaris, se vio que la propagaciéon a
partir de yemas axilares necesitaba altos niveles de citoquininas para
activarlas (Hildebrandt y Harney, 1983; Gabryszewska, 1989; Waldenmaier y
Blinemann, 1991; Cui et al., 2009), mientras que cuando se usaba un sélo
nodo, los niveles debian ser bajos favoreciendo el establecimiento y la
elongacion el tallo (Einset y Alexander, 1985; Waldenmaier y Blnemann,
1991; Pierik et al., 1982; Gabryszewska y Warabieda, 1992; Charlebois y
Richter, 2004).

También se vio una alta eficiencia de la ZT y de la BA en la regeneracion de
brotes a partir de callo en L. perezii (Kunikate y Mii, 1990), y aunque la BA
ha sido usado pricipalmente para la multiplicacion de brotes de diversas
especies de Limonium, incluido Limonium sinuatum (Harazy et al., 1985;
Martin y Pérez, 1992, 1995; Witomska, 1995; Amo-Marco e |bafiez, 1998),
no ha tenido éxito en la induccion a partir de explantes de hojas jovenes
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como se ha observado en el T-1 (Control) en todas las variedades

estudiadas en el presente trabajo.

El TDZ también fue una citoquinina muy eficiente en la induccién de
organogénesis a partir de explantes de hojas tanto en manzana (Fasolo et
al., 1989), como en pera (Leblay et al., 1991) y en gerbera (Reynoird et al.,
1993).

En varias especies, la utilizacion del peciolo y la parte central de las hojas
mostré una mejor respuesta que el resto de la hoja (Wei-lun et al., 1980; Oka
y Ohyama, 1981; Nair et al., 1984). Sin embargo, para L. altaica cv Emilie los
segmentos de la hoja y del peciolo respondieron igual y desarrollaron brotes
adventicios rapidamente (Srivatsava et al., 1985; Lee y Rao, 1986; Fink et
al., 1986), al igual que ocurri6 en el caso de SN9000, aunque no se dio este

desarrollo de forma tan veloz.

Este proceso de regeneracion permite tener gran nimero de plantas en un
espacio corto de tiempo y conservando la plante madre de la cual se
tomaron las hojas como explantes (Jeong et al., 2001). En comparacion con
la capacidad de regeneracion a partir de inflorescencias inmaduras que
permite obtener explantes con menos contaminacion (Ruffoni et al., 2000) la
velocidad fue mayor. Asi, también se regeneraron brotes a partir de hojas de
plantas in vitro de las especies L. otolepis, L. latifolium y L. dumosum,
mostrando que la citoquinina mas efectiva fue la 2iP, y constatando que, a
menudo, los brotes en presencia de BA presentaban hiperhidricidad y callo
basal (Ruffoni et al., 2000).

En otros ensayos ciertos autores observaron una pérdida de longitud en los
brotes de especies cultivadas in vitro en los medios que estaban
suplementados de forma continua con TDZ (Briggs et al., 1988). Por tanto,
se sugirié aplicar pulsos de TDZ durante periodos cortos de tiempo evitando
este problema en brotes de Acnitidia (Seelye y Butcher, 1991), lo cual sirvi
para realizar un buen establecimiento y posteriores subcultivos de L.

sinuatum variedad SN9000. Estos pulsos fueron de 0,25 mg/L en dos
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ocasiones, cada 60 dias, mientras que en ensayos con petunia los pulsos de
TDZ fueron de 100 uM (22,0 mg/L) durante 30 dias (Fellman et al., 1987).

En relacion a la cantidad de contaminaciones detectadas en el ensayo,
algunos autores sugieren que la obtencidén de un cultivo aséptico de estatice
usando procedimientos estandar (explantes de la roseta basal) resulta muy
complicado, pues se necesitaban muchas plantas para obtener explantes sin
contaminacion (Amo-Marco e Ibafiez, 1998). Por ese motivo, los tallos de
inflorescencia eran una buena opcion para la introduccion y establecimiento
in vitro, evitando contaminaciones como en los casos de Eleusine coracana
(George y Eapen, 1990), Cortaderia selloana (Robacker, 1992) y Beta
maritima (Zhong et al., 1993). Pero, claro esta, que la segunda opcion

conlleva mayor variacion somaclonal que la primera (Pierik, 1975).

El protocolo de esterilizacion ha podido ser a la vista de los resultados
quizas no muy adecuado. Asi, otros métodos de desinfeccién que han sido
utilizados para segmentos nodales de tallos de inflorescencias inmaduras
consistirian en una secuencia que comenzaria por una inmersién en solucién
acuosa al 1 % de hipoclorito sédico durante un minuto, seguido de un triple
enjuague con agua destilada estéril (Kaninski et al., 2012); mientras que
para semillas se realizaba una esterilizacién superficial comenzando por una
inmersion en etanol al 70 % durante 1 minuto, seguido de 1 minuto en
solucion de hipoclorito sodico al 1 %, un enjuague con cloruro de mercurio al
0,1 % y posteriormente tres enjuagues con agua destilada estéril (Kaninski et
al., 2012).0Otros protocolos establecidos para la desinfeccion se llevaron a
cabo en dos pasos, primero un enjuague con solucién jabonosa, y segundo
un tratamiento con etanol al 70 % durante 30 segundos seguido de
hipoclorito sodico al 1 % durante 10 minutos, y a continuacion se enjuagaron
cuatro veces, durante 5 minutos cada una, en agua destilada estéril
(Pedroza et al., 1997).

En el establecimiento el tipo de explante usado (hoja joven de unos 2 cm de
longitud) ha dado buenos resultados de introduccion para Limonium

sinuatum, concretamente para la variedad SN9000. Pero el éxito de la
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introducciéon también se dio con otro tipo de explantes (tallos de
inflorescencias inmaduras o escapos de flores inmaduras) o con el mismo
tipo (hojas jovenes) en L. cordatum, L. gmlinii y L. sinuatum cuando el medio
fue suplementado con varias combinaciones de citoquininas y auxinas como
BA, 2iP y AIA (Gabryszewska et al., 2000; Rufoni et al., 2000; Mercuri et al.,
2003; Savona et al., 2009). También se usaron explantes de cotiledones en
medio con 2,4-D en Limonium bellidifolium con buenos resultados (Aly et al.,
2002). También ha sido llevado a cabo el cultivo de hojas en la propagacién
masiva in vitro del café con el fin de obtener embriones sométicos via
formacion de callo. La mayor produccion de plantulas en café se consiguio
combinando tanto BA con &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D, una auxina)
como 2iP con IBA (Garcia y Menéndez, 1987). En violeta africana se usaron
segmentos de hojas para obtener brotes y posteriormente enraizarlos para
una clonacion rapida, asi como en banana, pifia, orquideas, claveles,
begonias, gerberas y otras especies de interés agronémico y ornamental
(Hurtado y Merino, 1987; Okhi, 1994).

Otro factor a tener en cuenta a la hora de un establecimiento exitoso es la
posicion del explante en el medio de cultivo. En este ensayo los trozos de
hojas jovenes se colocaron de forma abaxial (envés de la hoja) y el callo se
formé alrededor del corte. Otros autores indican que era la parte adaxial (haz
de la hoja) en Sinningia speciosa la que, por tener un mayor nimero de
tricomas, fue donde se llevd a cabo mejor la desdiferenciacion y
rediferenciacion celular y esto favorecié la obtencion de un buen niamero de
plantas (Pacheco, 2001). Recalcar que en otras plantas ornamentales, como
la begonia (Begonia spp) y la violeta africana (Saintpaulia spp) se pudo ver
una intensa activacion de los tejidos superficiales, especificamente células

epidérmicas, para la posterior diferenciacion (Okhi, 1994).

El éxito del protocolo de propagacion in vitro reside en el tipo de explante
escogido para su establecimiento, de forma que debe ser un tejido donde el
riesgo de contaminacion sea minimo y que provoque el menor grado de
destrozo a los individuos seleccionados de la poblacion original (Ibafez,

2013). Por este motivo, los explantes de la inflorescencia, eran buenos,
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tienen facil esterilizacion y conservan las plantas madre (Singh y Sehgal,
1999).

Dentro de los factores ambientales durante el establecimiento, Ila
temperatura y la luz deben ser tenidas muy en cuenta. Asi, se mantuvieron
los valores de estos dos parametros usados para el establecimiento a partir
de inflorescencia inmadura. Se puede ver como este nuevo protocolo no es
apto para todas variedades, mientras que el anterior si lo era. Esto sugiere
que deberia también tenerse en cuenta los dos aspectos ambientales
mencionados. Asi, en otros ensayos se ha descrito que los resultados
obtenidos en el establecimiento de Sinningia speciosa sugerian que la luz
directa incide en un incremento de la temperatura interna y externa de los
frascos, lo que pudo afectar a la capacidad organogénica, siendo esta mas
favorable con menor intensidad y cantidad luminica, pues la luz directa y el
incremento de temperatura incurrieron en la oxidacion de los explantes y en
su muerte prematura (Pacheco, 2001). Ademds, la presencia de estrés
luminico y calérico sobre los explantes, pudo haber provocado la secrecion
de fenoles en la base de los mismos y esto, como consecuencia provoco su
muerte. Los compuestos fendlicos emitidos por los explantes en los medios
de cultivo pueden oxidarse causando un ennegrecimiento del medio y

muerte de los propios explantes (Navarro y Perea, 1996).

4.4.2. Crecimiento, tasa de multiplicacidon, peso fresco y peso seco

La variedad estudiada SN9000 presento datos de crecimiento similares entre
tratamientos, de manera que las variaciones estuvieron entre 1,98 y 2,55
centimetros sin diferencias significativas, y no observandose visualmente
distinciones (Fig. 4.4.4. y 4.4.5.). Sin embargo, si hubo diferencias entre las
plantas establecidas con el protocolo comercial y el T-3 con respecto a la
tasa de multiplicacion. A pesar de esto, como el valor del T-3 esta en 1,20

brotes por planta, el resultado se dio por bueno (Tabla 4.4.5.).

En cuanto al peso fresco y peso fresco se observé que no habia diferencias

significativas entre los tratamientos estudiados.
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Tabla 4.4.5. Parametros produccién in vitro de la variedad SN9000

multiplicacion establecida a partir de explantes de hojas jovenes.

en la fase de

Tratamiento  Crecimiento Tasa de Peso fresco Peso seco
(cm) multiplicacion (g/planta) (g/planta)
(brotes/planta)
Comercial
1.98 £ 0.01a 1.44 + 0.06a 1.09 +0.24a 0.07 +0.01a
(Control)
T-2 2.08 £ 0.06a 1.23 £ 0.02ab 2.49+0.83a 0.16 + 0.04a
T-3 2.55 + 0.34a 1.20 + 0.06b 1.29+0.32a 0.09 + 0.02a

Figura 4.4.5. Estado de las plantas de T-3 al finalizar un periodo de subcultivo.
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4.4.3. Concentracion de clorofilas a, b y totales

En este ensayo los valores de clorofila a se mostraron similares para el
control y el T-3, mostrando diferencias con el T-2, tratamiento suplementado
con IBA y AIA. Lo mismo ocurrié con la clorofila b y las clorofilas totales. Sin
embargo, para la relacion de clorofila a/b el valor mas alto se mostr6 en el
tratamiento en el que solo se utilizé TDZ, mostrando ligeras diferencias con

el control que solo tuvo en el medio BA.

Tabla 4.4.6. Concentraciéon de clorofilas a, b y totales durante la fase de multiplicacién in
vitro de la variedad SN9000.

Clorofila b
(microg/g PF)

Relacién clorfila
Totales a/b
(microg/g PF)

Tratamientos Clorofila a Clorofilas

(microg/g PF)

Comercial
164.12 + 5.35a 158.56 + 3.42a 322.68 + 8.67a 1.03 £ 0.01b

(Control)
T-2 144.63 +4.27b 143.48 +3.52b 288.11+7.37b 1.01 + 0.02ab
T-3 170.41 + 2.24a 158.72+1.09a 329.13+3.19a 1.07 + 0.01a

4.4 4. Niveles de fenoles solubles totales, flavonoides solubles y almidén

El contenido en fenoles solubles totales no presentd diferencias entre los
tratamientos estudiados en la variedad SN9000. Se pudo observar lo mismo
en cuanto al contenido de flavonoides, ya que los datos fueron muy
similares. Sin embargo, en el contenido de almidén, el tratamiento T-3, fue el
gue mostrd un mayor contenido de este compuesto, observandose

diferencias significativas con el T-2.
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Tabla 4.4.7. Concentracion de fenoles, flavonoides y almidén en la variedad SN9000
durante la fase de multiplicacion in vitro.

Tratamientos Fenoles Flavonoides Almidon
(umol eq. acido (umol eq. (umol eq.
galicol/g PF) rutina/g PF) glucosalg PF)
Comercial
27.21 £0.82a 1.02+0.14a 526.51+21.11ab
(Control)
T-2 24.87 + 1.33a 1.02+0.12a 455.24 +24.48b
T-3 28.17 £ 0.76a 1.19+0.09a 555.01+21.27a

445 Capacidad antioxidante: ABTS y FRAP

En la variedad de color amarillo no se encontraron diferencias entre
tratamientos con respecto a la capacidad antioxidante cuando se midié con

referencia a la oxidacion del acido galico (Fig. 4.4.6.).

La tendencia se mantiene igual cuando se realiz6 la medida de la capacidad
antioxidante con el protocolo ABTS usando como referencia el trolox (Fig.
4.4.7.). Ademas se observo que la relacion entre valores de ambas medidas

estuvo relacionada por un factor de entre 4 y 5.
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Figura 4.4.6. Capacidad antioxidante en extractos de la variedad SN9000, determinada con
el ensayo del ABTS y usando acido galico como estandar, durante la fase de multiplicacién.
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Figura 4.4.7. Capacidad antioxidante en extractos de la variedad SN9000, determinada con
ABTS y usando trolox como referencia, durante la fase de multiplicacién.

La medida de la capacidad antioxidante medida con FRAP mostré la misma
tendencia, pero el T-3 presento diferencias significativas con respecto a los

otros dos tratamientos (Fig. 4.4.8.).
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Figura 4.4.8. Capacidad antioxidante de la variedad SN9000, determinada con el método

con FRAP, durante la fase de multiplicacién.
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4.4.6. Produccion y parametros de calidad

La produccion en el tratamiento control y T-2 con BA y con BA mas AlA,

respectivamente, no llega al valor de 8 tallos por planta y corte que se exige,
si bien estan en valores muy cercanos de 7,5y 7. El T-3 supera el valor

esperado, presentando diferencias significativas con el T-2 (Fig. 4.4.9.).
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Figura 4.4.9. Efecto del establecimiento a partir de hojas jovenes durante la
micropropagacion sobre la produccion de la variedad SN9000 en plantas crecidas en
condiciones de invernadero. La linea indica el minimo de produccion exigido (8 tallos/planta).

Todas las plantas de los distintos tratamientos de la variedad ensayada
SN9000 de color amarillo presentaron una altura de tallo por encima de 60
centimetros, de manera que cumplen con el parametro de calidad extra.

Ademas, no hay diferencias significativas entre tratamientos (Fig. 4.4.10.).
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Figura 4.4.10. Efecto del establecimiento a partir de hojas jévenes durante la
micropropagacion sobre la longitud del tallo (calidad de la produccién) de la variedad SN9000
en plantas crecidas en condiciones de invernadero. La linea indica la longitud minima para

calidad extra (60 centimetros).
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Figura 4.4.11. Efecto del establecimiento a partir de hojas jévenes durante la
micropropagacién sobre el nimero de espigas por tallo de la variedad SN9000 en plantas
crecidas en condiciones de invernadero. La linea indica el minimo exigido (6 espigas/tallo).
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Todos los tratamientos mostraron valores entre 9 y 10 espigas por tallo,
superando el valor exigido de 6. También se observé que no hubo
diferencias significativas entre tratamientos. Esto puede indicar que el

suplemento hormonal no afecta a este parametro (Fig. 4.4.11.).
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Figura 4.4.12. Efecto del establecimiento a partir de hojas jévenes durante la
micropropagacion sobre el numero de ramificaciones por tallo de SN9000 en plantas

crecidas en condiciones de invernadero. La linea indica el minimo exigido (3-4 ramas/tallo).

Los valores de ramas por tallo también se encuentran por encima de lo
exigido en los tres tratamientos, no presentandose diferencias entre ellos
(Fig. 4.4.12). En definitiva, los tratamientos T-2 y T-3 produjeron un material
adecuado para la produccion, tal y como se muestra en las Figuras 4.4.13 a

4.417.
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N

Figura 4.4.13. Variedad SN9000 del T-2 establecida a partir de explantes de hojas jovenes

en produccion bajo condiciones de cultivo en invernadero.

Figura 4.4.14. Variedad SN9000 del T-3 establecida a partir de explantes de hojas jévenes

en produccion bajo condiciones de cultivo en invernadero.
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Figura 4.4.15. Perspectiva general de las plantas de SN9000 obtenidas a partir del
establecimiento de explantes de hojas jévenes en produccién bajo condiciones de
invernadero

Figura 4.4.16. Detalle de la inflorescencia de plantas de SN9000 obtenida a partir del
tratamiento de establecimiento T-2.
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Figura 4.4.17. Detalle de la inflorescencia de plantas de SN9000 obtenida a partir del

tratamiento de establecimiento T-3.

4.4.7. Andlisis multivariable de las componentes estudiadas (PCA)

El PCA se llevé a cabo para identificar qué parametros podian describir el
comportamiento de los tratamientos en la variedad estudiada, SN9000, con

respecto a los tratamientos de establecimiento aplicados.

Asi, el PCA (Fig. 4.4.18.) muestra que la primera componente principal
(PC1), que explica el 45,7 % de la variabilidad total, estaba fuertemente
relacionada con los parametros de altura de tallo, peso fresco y peso seco
en el eje positivo de las X, y con el almidon y clorofilas en la parte negativa.
La segunda componente principal (PC2) que explica el 21,9 % de la
varianza, estaba relacionada con la tasa de multiplicacion in vitro en la parte
positiva del eje Y, y, en menor medida, con el crecimiento en la parte
negativa. También, se podian observar tres zonas diferenciadas en funcion
de los tratamientos, de manera que el T-2 (derecha) y el T-3 (izquierda)
estaban separados del T-1 (control), y por tanto cada tratamiento presentaba
unas condiciones que favorecian a unos parametros en detrimento de otros.
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Figura 4.4.18. Analisis PCA de la respuesta de las plantas de L. sinuatum de la variedad

SN9000 tanto en la fase de multiplicacion in vitro como en el cultivo en invernadero tras
haber sido expuestas a diferentes tratamientos de establecimiento. El primer eje explica el

45,7 % de la variacién y el segundo eje el 21,9 %. Se utilizaron ocho pares de datos (n=8).
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5. CONCLUSIONES

O Ensayo de iluminacién

Para la variedad con flores de color violeta, SN8946, no se encuentran
diferencias significativas entre tratamientos en cuanto a crecimiento y tasa
de multiplicacion in vitro. Existen diferencias significativas en la produccién
en invernadero entre los tratamientos T-1 y T-2, pero siempre por encima de
lo exigido en todos los parametros comerciales. El resto de parametros
analizados son similares entre tratamientos y cumplen con lo requerido. Por
tanto, se podria usar el tratamiento T-3 para subcultivar la variedad SN8946

mientras esté dentro del ciclo productivo.

Para la variedad SN9013, el crecimiento in vitro es similar en todos los
tratamientos, pero hay diferencias en la tasa de multiplicacion de los
tratamientos T-1 y T-2. Respecto a la calidad comercial, a pesar de
encontrar diferencias en el numero de espigas también entre los
tratamientos T-1 y T-2, todos los valores estan por encima de los valores
deseados. Por tanto, también se puede usar el T-3 para subcultivar esta

variedad.

En la variedad SN9000, con flores de color amarillo, no se ven diferencias
significativas en lo referido al crecimiento ni a la tasa de multiplicacién. Por
este motivo, y debido a que los parametros de calidad para todos los
tratamientos se mantienen de acuerdo a los valores exigidos, esta variedad

se puede pasar a subcultivar en las condiciones del tratamiento T-3.

En la variedad SN9001 se observa un crecimiento y una tasa de
multiplicacion similar en todos los tratamientos. Ademas, todos los
pardmetros referidos a la calidad comercial de produccién estan por encima
de lo exigido. En consecuencia, se considera que puede utilizarse el

tratamiento T-3 como nuevo método de subcultivo.
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En resumen, aunque el tratamiento T-3 provoca algunos cambios a nivel
bioquimico y en el crecimiento del material cultivado in vitro con respecto a
condiciones de menor iluminacion, no se aprecian mermas ni en la cantidad
ni en la calidad de la produccion de flores para ninguna de las variedades
estudiadas. La posibilidad de reducir el espacio entre baldas dentro de las
camaras de cultivo, permitiria un mejor aprovechamiento de éstas y, por lo

tanto, una previsible disminucion de los costes de produccion.

O Ensayo de almacenamiento a baja temperatura

Para la variedad con flores de color violeta SN8946, el crecimiento se ve
reducido en el tratamiento 1. También se observa para ese tratamiento una
menor produccion. Ademdas, como en los tratamientos T-2 y T- 3 los
resultados son similares y acorde a los exigidos en produccion comercial se

podria pasar a realizar los subcultivos a una temperatura de 12 °C.

Para la variedad SN9013, el crecimiento y tasa de multiplicacion son mayores
en los tratamientos de 12 °C (T-2) y 22 °C (T-3), siendo aceptables los
resultados obtenidos con el tratamiento a 4 °C (T-1). Como no se aprecian
diferencias entre tratamientos respecto a los parametros de calidad, se
considera que esta variedad se podria subcultivara 4 °C o a 12 °C.

En la variedad SN9000, con flores de color amarillo, no se ven diferencias en
cuanto al crecimiento y a la tasa de multiplicacién entre tratamientos. Sin
embargo, la produccion para el tratamiento T-1 es menor. Por este motivo, y
debido a que los parametros de calidad para los otros tratamientos se
mantienen de acuerdo a lo exigido, esta variedad se puede pasar a

subcultivar a 12 °C.

En la variedad SN9001 se aprecia un crecimiento parecido a 12 °C y 22 °C,
gue es superior al obtenido a 4 °C, siendo las tasa de multiplicacion similar en
todos los tratamientos. Sin embargo, la produccion para los tratamientos T-1y

T-2 esta por debajo de lo exigido comercialmente. En consecuencia, se

194



Conclusiones

considera conveniente continuar con el subcultivo de esta variedad a una

temperatura de 22 °C.

En general, las alteraciones producidas a nivel bioquimico y en el crecimiento
in vitro por la incubacion a bajas temperaturas revierten cuando se vuelve a
hacer crecer el material vegetal in vitro a 22 °C, lo que sugiere que la técnica
de crecimiento lento aplicada puede ser adecuada para extender el periodo
entre subcultivos y, por tanto, podria contribuir a una reduccién de los costes

de produccion.

U Ensayo de enraizamiento

Para la variedad con flores de color violeta SN8946, los porcentajes de
enraizamiento y aclimatacion mejoran para los tratamientos T-2, T-3 y T-4
con respecto al control. Sin embargo, debido a la disminucién en la longitud
del tallo en los tratamientos T-2 y T-3, se considera mas apropiado el
tratamiento T-4, que usa un medio suplementado con ANA.

En la variedad SN9001 se aprecian buenos porcentajes de enraizamiento y
aclimataciéon con independencia del tratamiento utilizado. Por otro lado,
debido a que la longitud del tallo es mayor en el tratamiento con ANA, se

considera utilizar este tratamiento para esta variedad.

En la variedad SN9000, con flores de color amarillo, mejora el porcentaje de
plantas con raices y aclimatadas tanto al aumentar la concentracion de IBA
como al usar ANA. Por otro lado, en medios con una concentracion de IBA
de 5 mg/L (tratamiento T-3) se aprecia una bajada en la produccion. Por
tanto, para esta variedad se considera que es conveniente utilizar el

tratamiento T-4.
Para la variedad SN9001 los porcentajes de enraizamiento y los de

aclimatacion aumentan al aumentar las concentraciones de IBA aplicadas,

bajando para el tratamiento T-4, con ANA. Sin embargo, el tratamiento T-4
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muestra los mejores datos en cuanto a produccion y calidad comercial, con

lo que se considera interesante usar este tratamiento.

La utilizacién de ANA en el T-4 arrojé los valores mas bajos en la mayoria de
los pardmetros bioquimicos determinados en el material vegetal cultivado in
vitro. A pesar de esto, dicho tratamiento mostro, excepto en la variedad
SN9001, una notable mejora en cuanto al porcentaje de enraizamiento,
llegando a ser la aclimatacion del 100% en todas variedades y el T-4. Por
este motivo, se recomendaria usar el tratamiento T-4 en la fase de

enraizamiento del sistema de produccion in vitro.

QO Ensayo de establecimiento del cultivo in vitro a partir de explantes
foliares

Para las variedades SN8946, SN9013 y SN9001 el método de
establecimiento del cultivo in vitro a partir de explantes foliares, con los

fitorreguladores y dosis ensayadas, no es efectivo.

En cuanto a la variedad con flores de color amarillo SN9000, se observa que
los tratamientos T-2 y T-3 son efectivos para la regeneracion de plantas a
partir de hojas jovenes.

En SN9000 solo se observan diferencias en los parametros de calidad,
concretamente en la produccién, que es mas alta para el tratamiento T-3, por
lo que este tratamiento se podria adoptar como un nuevo meétodo de
establecimiento y, una vez obtenidas la plantulas, seguir con el método de

multiplicacion que se usa actualmente.
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cabina de flujo. (C) Preparacion de medios. (D)
Realizacion del test de virus en clavel.

Plantas en floracion de Limonium bonduelli.

Planta en floracion de Limonium fruticans.

Flores de Limonium sinuatum de la variedad Agqua
Blue.

Planta en floracion de Limonium insigne.

Planta en floracion de Limonium suworowii.

Planta en floracién de Limonium incanum.

Planta en floracién de Limonium latifolium.

Planta en floracion de Limonium caspium

Planta en floracion de Limonium perezii.

Planta en floracion de Limonium pectinatum.
Inflorescencia de Limonium peregrinum.
Concentraciones relativas requeridas de auxinas y
citoquininas para el crecimiento y la morfogénesis en
cultivos de tejidos de plantas (George et al., 2008).
Fases del cultivo in vitro de Limonium sinuatum. (A)
Preacondicionamiento. (B) Establecimiento. (C)
Multiplicacion. (D) Enraizamiento. (E) Aclimatacion.
(F) Invernadero en produccién.

Mercado mundial de Liomunim sinuatun 2015.
Variedades estudiadas de Limonium sinuatum. (A)
SN8946. (B) SN9013. (C) SN9000. (D) SN9001.
Disposicion de los tratamientos durante el ensayo de

iluminacion
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Luxémetro Eco LX1010B.
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Sistema de climatizacion de invernaderos en la
empresa Barberet & Blanc, S.A. by Dimmen Orange.
(A) Sistema de enfriamiento evaporativo. (B)
Ventilacion cenital. (C) Malla de sombreo. (D)
Calefactor.

Medidas de los diferentes parametros para estudiar la
calidad comercial y agron6mica de las plantas de
Limonium sinuatum en invernadero. (A) Longitud de la
espiga. (B) Grosor de la espiga. (C) Longitud de tallo
(calidad comercial).

Estado de las plantas al inicio del subcultivo en el
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tratamiento T-2. Las variedades de
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derecha son SN9000, SN9013, SN9001 y SN8946.
Estado de las plantas al final del subucultivo en el
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el método FRAP.
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posible naturaleza flavonoide.
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tras dos subcultivos en el medio de establecimiento
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Anexo

ANEXO: ESTUDIO ECONOMICO Y VALORACION DE LA PUESTA EN
MARCHA DEL NUEVO SISTEMA DE CULTIVO IN VITRO

A. Reduccion de la distancia entre baldas en las estanterias

La optimizacion del espacio en la camara de cultivo se produciria debido a
que hay una reduccion en el espacio entre baldas cuando se pasa a utilizar
el tratamiento T-3 en lugar de T-1 (Control). Se consigue un mejor
aprovechamiento de la cdmara de cultivo, ya que se aumenta la superficie
atil destinada a la multiplicacién, y en consecuencia, también sube la

capacidad de la camara de cultivo para albergar plantas (Tabla A.1).

Tabla A.1. Optimizacion de la utilizacion de la camara de cultivo.

Tratamiento  Superficie de la Distancia Superficie util de la Capacidad de la

camara de cultivo entre baldas camara de cultivo camara de cultivo

(m?) (cm) (m?) (N° de plantas)
T-1 (Control) 56 345 975 63360
T-3 56 25.8 130.6 84480

El precio de un metro cuadrado de una camara de cultivo in vitro rondaria los
153,80 euros, con una superficie de 56 metros cuadrados de camara de
cultivo, se puede pasar a tener un 25% mas de superficie util. Asi, el coste
del metro cuadrado de superficie util pasaria a ser de 114,85 euros, lo cual
bajaria el coste de metro cuadrado de la cAmara en 38,9 euros/m?. Se

ahorrarian unos 2178,4 euros/ano.

Para realizar los calculos se han tenido en cuenta los siguientes datos:

e Superficie de la camara de cultivo in vitro dedicada a Limonium sinuatum.
¢ Numero de estanterias y de baldas de la camara de cultivo.

e Distancia actual entre baldas.

e Distancia propuesta entre baldas.

e Numero de plantas por balda de estanteria.
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B. Alargamiento de los periodos entre subcultivos

La eleccidon de realizar los subcultivos de las plantas a la temperatura de la
camara N° 2, que estad a 12 °C, durante la fase de mantenimiento in vitro
produciria un ahorro en mano de obra, pues se pasaria de realizar tres
cultivos cada tres meses a un unico subcultivo por trimestre por cada 100
tubos de cultivo de cualquiera de las variedades cuando se encontraran en

esta etapa (Tabla B.1.).

Tabla B.1. Ahorro en horas de mano de obra por el alargamiento del tiempo entre

subcultivos en la fase de multiplicacion.

Tratamiento Variedades en Tasa de Tiempo de Numero de Tiempo
fase de propagacién subcultivo subcultivos empleado

mantenimiento por persona (Meses) (Subcultivos/afio) paralos

(N°tubos/afio) (N°tubos/8 subcultivos
horas) (h)
T-2 10000 300 3 4 1066.67
T-3 (Control) 10000 300 1.2 10 2666.67

Estimando que el sueldo de un trabajador que estd multiplicando plantas in
vitro seria de 900 euros/mes, que trabajaria un total de 22 dias /mes y con

una jornada de 8 horas/dias, el coste de la hora seria de 5,11 euros/hora.

El tiempo empleado al afio para multiplicar Limonium sinuatum pasaria de
ser 2666,67 horas/afio a 1066,67 horas/afio, rebajandose en un total de
1600 horas por campafia. Por tanto, el ahorro econdmico en mano de obra

dedicada a la multiplicacion seria de 8176 euros/afio.

Simultaneamente a la vez que se disminuye la mano de obra empleada en
los subcultivos, también baja el numero de horas empleadas en la
preparacion de medios de cultivo. Asi, se pasaria de gastar 330 horas/afio a
131 horas/afio a emplear en la preparacion de estos medios, con lo que se
ahorrarian un total de 199 horas. Econ6micamente supondria un ahorro de
1017 euros/afo (Tabla B.2).
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Tabla B.2. Ahorro del tiempo de elaboracién de los medios de cultivo para la fase de

multiplicacion.

Tratamiento Variedades en Nimero de Nimero de Medio Tiempo
fase de subcultivos recipientes necesario empleado
mantenimiento (Subcultivos/afio) (Tubos/afio) L) (h)
(N° tubos/afo)
T-2 10000 4 40000 416 131
T-3 (Control) 10000 10 100000 1041 330

Teniendo en cuenta lo anterior, la suma del ahorro de mano de obra se

cuantificaria en un total de 9193 euros/afo.

Para realizar los calculos se han tenido en cuenta los siguientes datos:

Numero de variedades y tubos (nimero de plantas) en fase de
mantenimiento.

Tiempo necesario para la multiplicacion de 100 plantas, que se estima en
3 horas/trabajador.

Numero total de subcultivos anuales en la actualidad.

NuUmero total de subcultivos anuales en la propuesta realizada.

Tiempo para preparar los stocks de macro y micronutrientes por cada 30
litros de medio (8 horas).

Tiempo que se tarda en preparar 8 litros de medio: una hora en
prepararlo (si estan hechos los stocks) y una hora en repatrtirlo (la suma
serian 2 horas).

Mililitros lleva cada tubo de ensayo. 10,4 ml/tubo.

Numero de tubos de ensayo que se pueden llenar con 1 litro de medio
(96 tubos).

249



Anexo

C. Mejora de la fase de enraizamiento

La estandarizacion de un nuevo protocolo de enraizamiento donde solo se
realizara un Unico medio de cultivo para enraizar las plantas produciria un
ahorro en la mano de obra. Ademas, al aumentar el porcentaje de
enraizamiento y aclimatacion (Tabla C.1.), se deberia realizar menos
cantidad de medio de cultivo, lo que bajaria las horas dedicadas a este fin
(Tabla C.2.). Finalmente, al hacer un solo tipo de medio de cultivo en lugar
de dos, se reduciria el tiempo de elaboracion de medios en un tercio del

tiempo empleado actualmente (Tabla C.3.).

Tabla C.1. Volumen de plantas enraizadas en funcion de los porcentajes de enraizamiento y

aclimatacion.
Tratamiento Plantas Aclimatacion Plantas Plantas Plantas
servidas alos (Plantas/afio) enraizadas aclimatadas con raices
productores (Plantas/afio) (%) (%)
(Plantas/afio)
T-1 (Control) 8000 9410 11070 85 85
T-4 8000 8890 9880 90 90

Tabla C.2. Ahorro en horas de mano de obra debido a la mejora del porcentaje de plantas

enraizadas.
Tratamiento Plantas Plantas  Plantas con Tasa de Tiempo
servidas alos enraizadas raices enraizamiento empleado
productores (Plantas/afio) (%) por persona para el
(Plantas/afio) (N° plantas/ enraizado
8 horas) (h)
T-1 (Control) 8000 11070 85 300 295
T-4 8000 9880 90 300 263
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Tabla C.3. Ahorro del tiempo de elaboracién de los medios de cultivo para la fase de

enraizamiento.

Tratamiento Plantas Plantas N° de Medio Tiempo
servidas alos enraizadas recipientes necesario empleado
productores (Plantas/afio) (Tarros/afio) L) (h)

(Plantas/afo)

T-1 (Control) 5500 7610 1268 105 54,25
T-2 2500 3640 607 50,6 25,44
T-4 8000 9880 1646 137,2 34,3

La optimizacion tendria en cuenta, por un lado el espacio aprovechable,
serian 1190 plantas que no habria que enraizar (a 200 plantas
enraizadas/balda), se quedarian libres 6 baldas (4 m?), valiendo 153.8
euros/m?, tendriamos unos 615,2 euros/afio. Se le afiade la cantidad de
medio que no se realizaria (en horas) unas cuatro horas 20,44 euros. A esto
se le suma las horas no usadas en enraizamiento (32 horas) que supondrian
163.52 euros/afio. Y, por ultimo, el esfuerzo de no tener que preparar dos
tipos de medios, y pasar a un Unico tipo, supondria un ahorro de 232,10

euros/ano. El total ascenderia a 1010,82 euros anuales.

Para realizar los calculos se han tenido en cuenta los siguientes datos:

e Numero de plantas enraizadas al afio de Limonium sinuatum.

e Tiempo necesario para enraizar 100 plantas, que se estima en 3
horas/trabajador.

e Porcentaje de éxito de enraizamiento con el protocolo actual.

e Porcentaje de éxito de enraizamiento con el protocolo propuesto.

e Tiempo para preparar los stocks de macro y micronutrientes por cada 30
litros de medio (8 horas).

e Tiempo que se tarda en preparar 8 litros de medio: una hora en
prepararlo (si estan hechos los stocks) y una hora en repatrtirlo (la suma
serian 2 horas).

¢ Mililitros lleva cada recipiente. (83,3 ml/tarrina).
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e Numero de recipientes que se pueden llenar con 1 litro de medio (12
tarrinas).

e Numero de plantas por recipiente. (6 plantas).

D. Método alternativo de establecimiento para la variedad SN9000

El método de establecimiento para SN9000, variedad de flores de color
amarillo, a partir de explantes foliares asegura una alternativa a la utilizacion
de inflorescencia inmadura que presenta menor estabilidad genética dentro

del proceso de micropropagacion.

Tabla D.1. Comparacién entre métodos de establecimiento a partir de inflorescencia

inmadura u hoja joven de = 2 cm.

Tratamiento Tubos de Tubos Tubos Clones
ensayos contaminados con obtenidos
con explantes (%) plantas (N°
(N° de tubos) (%) clones/tubo)
T-1 (Control) 50 6 27 1-4
T-3 100 5.5 32 1-2

La diferencia entre los tratamientos no es significativa desde el punto de
vista cuantitativo, con lo que no hay ninguna mejora econdmica. Sin
embargo, las plantas obtenidas a partir de hojas jovenes presentan menor
variacion somaclonal, lo que permite trabajar mejor el cultivo in vitro con esta

variedad.

E. Ahorro economico total de la puesta en marcha del nuevo sistema

de cultivo in vitro

Teniendo en cuenta las diferentes fases contempladas en el cultivo in vitro
de Limonium sinuatum y la optimizacién en cada una de ellas, que ademas
va acompafada de un ahorro econdémico, se puede calcular cual seria el

ahorro global anual que se produciria (Tabla E.1.).
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Tabla E.1. Ahorro econémico global anual del nuevo sistema de produccién in vitro de

Limonium sinuatum.

Fase de cultivo

Tratamiento elegido

Ahorro en cada fase Ahorro total

in vitro en cada fase (€/aino) (€/aino)
Establecimiento T-3 0
Multiplicacién
L T-3 2178,4
(luminacién)
Multiplicacién 12328,22
T-2 9193
(Temperatura)
Enraizamiento y
T-4 1010,82

aclimatacion

253









uf
8

IIIIIIIIIIIIIII

DDDDDDDDD Cartagena





