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RESUMEN

El cultivo in vitro se ha confirmado hoy en dia como una herramienta que
facilita la multiplicacion, la conservacion y el almacenamiento de recursos genéticos de
especies de propagacion vegetativa o con semillas recalcitrantes. Las condiciones de
crecimiento ralentizado in vitro permiten la conservacion del material vegetal con una
menor incidencia de trabajo y mano de obra. Para el crecimiento en estas condiciones,
hay que tener en cuenta factores como baja temperatura, oscuridad, o medios de cultivo
adecuados.

El objetivo del presente trabajo es la puesta a punto de un método general de
conservacion in vitro para una amplia variedad de especies frutales, atendiendo al
crecimiento de los cultivos, tanto durante la conservacion, como en su recuperacion
posterior y multiplicacion.

Se conservaron 138 clones pertenecientes a 18 especies frutales de 8 géneros
diferentes. Los cultivos se mantuvieron en frigorifico a 4°C de temperatura tanto en
oscuridad como en luz durante 7 meses en dos medios de cultivo diferentes, MS20 y
1/2MS20 con las sales minerales a la mitad de concentracion, controlando el estado de
las plantas cada 4 semanas. Ademas, se compard el estado de los cultivos tras la
permanencia en dos tiempos de conservacion de 7 y 12 meses en las condiciones de
oscuridad, 4°C y medio de cultivo MS con mitad de sales y 2% de sacarosa.

Se estudidé el porcentaje de especies y clones que sobrevivieron después del
periodo de crecimiento lento y se evalu6 el tiempo necesario para la recuperacion
posterior del material en medio de cultivo de multiplicacion.

El almacenamiento de germoplasma de frutales en crecimiento lento durante un
afio, segun los resultados de este trabajo, es un método viable para mantener grandes
colecciones en poco espacio. Este trabajo ha mostrado que el crecimiento ralentizado
permite mantener el material vegetal de una manera eficaz, ya que hemos obtenido una
supervivencia del 98,6% de los 138 clones estudiados, desarrollando un protocolo
generalizado valido para 136 clones de 17 especies pertenecientes a 7 generos. Sin
embargo, la conservacion en condiciones de luz no dio buen resultado.

La recuperacion de los cultivos tras el periodo de conservacion en condiciones
de crecimiento lento ha sido satisfactoria, creciendo 6ptimamente in vitro el 50% de los

clones, pertenecientes a 7 géneros, tras 3 subcultivos.
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Aungue el protocolo desarrollado aqui ha sido eficaz para la conservacion in
vitro de la mayoria de los genotipos estudiados, serd necesario estudiar los casos
particulares no adaptados al protocolo.

Este trabajo supone un punto de partida para el desarrollo de protocolos de

conservacion in vitro de especies frutales a mas largo plazo.
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1. INTRODUCCION

1.1. LA CONSERVACION DE GERMOPLASMA

Desde la antigiedad el ser humano dispone de los recursos genéticos para su
beneficio, usando la diversidad bioldgica existente. EI aumento de la poblacion y la
demanda de alimentos impulsan a ocupar nuevos espacios con la consecuente
destruccion de las especies existentes, ademas la manipulacion de otras para
domesticarlas y obtener produccion de variedades mejoradas altamente homogéneas
para la alimentacion, provoca la reduccion de la variabilidad genética de las especies
cultivadas, ocasionando una “erosién genética" (Jaramillo y Baena, 2000). En este
contexto es cuando se recurre a las fuentes genéticas originales de la variabilidad, que se
deben preservar adecuadamente.

Aungue no se ha hecho un inventario del total de la flora presente en el mundo,
se estima que existen 300.000 especies, de las cuales muchas estan en peligro de
extincion. Esta situacion genera la necesidad de implementar estrategias para preservar
la biodiversidad del planeta, tales como el ‘Plan de accion mundial para la conservacion
y uso sostenible de los recursos genéticos vegetales para la alimentacion y la
agricultura’ (FAO, 2005). En consecuencia, la mayoria de los paises han prestado
especial interés a mantener y ampliar la base genética de las especies que existen en sus
territorios.

Esta actividad cientifica fue propuesta en los afios 70 del siglo XX con el
objetivo de prevenir la erosion genética y mejorar la productividad agricola de muchas
especies a partir de la preservacion de diferentes especies y genes de interés. Cuando se
habla de preservacion de germoplasma hay que subrayar que el objetivo es conservar,
con la mayor integridad posible, la variabilidad genética de las poblaciones
seleccionadas.

La estrategia a seguir para la conservacion de germoplasma, depende de la
naturaleza del material vegetal, y esta definida por la duracion de su ciclo de vida, el
modo de reproduccién y el tamafio de sus individuos (CIAT, 2007). De acuerdo con
estas caracteristicas se han intentado diversas alternativas de conservacion, que van
desde el tradicional banco de semillas hasta el mantenimiento de &reas de reservas. Sin
embargo, en muchos casos el mantenimiento no es posible y los riesgos de pérdidas por

manipulacién o desastres naturales son muy altos. Por lo tanto, se busca implantar
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nuevas estrategias para conservar los recursos genéticos de la forma mas eficiente
posible (FAO, 2013).

Existen dos estrategias basicas para la conservacion de germoplasma vegetal
(Nodarse et al., 1998):

- Métodos de conservacion in situ

- Métodos de conservacidn ex situ

Los métodos de conservacion in situ se basan en la conservacion de las plantas
en sus habitats naturales e incluyen la conservacion en Parques Nacionales y en
Reservas Ecoldgicas, los cuales requieren un considerable espacio fisico, altos costos
asociados a la necesidad de mano de obra especializada, control permanente de
enfermedades y malezas, a la par que las plantas estan expuestas a las inclemencias del
climay de los incendios.

Por otra parte, los métodos de conservacion ex situ se basan en el mantenimiento
del material biologico fuera de su ambiente natural, conservado en espacios
acondicionados, tales como bancos de semillas, bancos de cultivo in vitro y colecciones
de plantas (en campo, viveros o jardines botanicos).

En general, los bancos de semillas constituyen uno de los métodos mas
adecuados para la conservacion de germoplasma ex situ, porque permiten almacenar una
gran variabilidad genética en forma economica y practica. Para la conservacion de
semillas la International Plant Genetic Resouces Institute (IPGRI) recomienda su
desecacion hasta un 3-7% de humedad y su almacenamiento a bajas temperaturas
(-18°C). Este protocolo de conservacion es el mas recomendado para la mayoria de las
especies que se propagan por semillas ya que resisten la desecacion sin que ello
implique pérdida de viabilidad, y las semillas pueden conservarse en condiciones
adecuadas durante décadas o incluso periodos mayores sin que pierdan de forma
significativa su capacidad germinativa. A las semillas que presentan estas caracteristicas
se las denominan “semillas ortodoxas” como las semillas de cereales, leguminosas
comestibles y oleaginosas, o por ejemplo el tabaco, el tomate y la lechuga. Sin embargo,
en ciertos casos este método de conservacion no se aplica porque la especie se propaga,
en la practica, vegetativamente (como los frutales) o bien porque sus semillas pierden
rapidamente la viabilidad cuando son sometidas a procesos de desecacion, denominadas
“semillas recalcitrantes”. Donde haya problemas genéticos y de propagacion, la
diversidad genética de estas especies se puede conservar mediante bancos de plantas en

campo o0 mediante técnicas de conservacion in vitro (Graudal et al., 1997). Se utilizan
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también para conservar especies que tardan mucho en producir semilla, como es el caso
de las forestales.

Los Bancos de Germoplasma para la conservacion de los recursos fitogenéticos
implican la generacion de una gran cantidad de informacion que debe ser registrada o
almacenada de alguna forma, es decir, debe ser documentada y se entiende por
documentacion al proceso de identificar, adquirir, clasificar, almacenar y difundir la
informacion del germoplasma (CIAT, 2007).

Los recursos fitogenéticos constituyen un reservorio de informacion genética
imprescindible para la solucién de muchos de los problemas a los que se enfrenta la
agricultura. Los métodos para asegurar su conservacion son diversos y cada uno de ellos
posee sus ventajas e inconvenientes. Por ello, se considera que el conjunto de técnicas
de conservacion in situ y ex situ, son métodos complementarios, no excluyentes, para
lograr el objetivo comdn de preservar los recursos fitogenéticos, como parte esencial de
una estrategia global para la conservacion de la biodiversidad. En las investigaciones
cientificas es crucial disponer de colecciones activas a disposicion de mejoradores e
investigadores, por ello los bancos de germoplasma no deben limitarse a la mera

conservacion a largo plazo.

1.2. EL CULTIVO IN VITRO EN LA CONSERVACION DEL
GERMOPLASMA

La conservacion de germoplasma ex situ, puede realizarse mediante el cultivo in
vitro de tejidos. El cultivo in vitro se ha confirmado hoy en dia como una herramienta
que facilita la multiplicacion, la conservacion y el almacenamiento de recursos
genéticos de especies de propagacion vegetativa o plantas que no producen semillas
(Withers, 1986; Grout, 1990) o con semillas recalcitrantes (Ashmore, 1997; Engelmann,
2011). Muchos cultivos con propagacion vegetativa como tubérculos ornamentales,
plantas medicinales y muchas otras especies de frutales se conservan in vitro (AKin-
Idowu et al., 2009) sin afectar a la viabilidad y crecimiento del material vegetal
(Ozudogru et al., 2010). Ademas, la conservacion in vitro es considerada como

complementaria a las demas técnicas de conservacion de germoplasma para
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proporcionar mas seguridad para aquellas especies amenazadas por la erosion genética
(Mlot, 1989). A pesar de sus mayores costes (Pence, 2011) el cultivo in vitro permite
reducir las necesidades de espacio y facilita el intercambio de material en adecuadas
condiciones sanitarias (Engelmann, 2011) para los Bancos de Germoplasma.

El desarrollo de técnicas de conservacion alternativas es muy deseable. Durante
las dltimas décadas, diferentes métodos de conservacion in vitro se han desarrollado
como sustitutos o duplicados seguros de los bancos de genes de campo, proporcionan
herramientas muy Utiles para la conservacién de la biodiversidad en numerosas partes
del mundo (Reed et al., 2011) y se utilizan ampliamente en funcion de la duracién del
tiempo de almacenamiento requerido (Engelmann, 1991ay 1997; Ashmore, 1997).

Hay tres tipos de almacenamiento in vitro para la conservacion:

i) cultivo y propagacion estandar in vitro;

ii) cultivo en crecimiento ralentizado o minimo;

iii) suspension del crecimiento (crio-conservacion).

La eleccion de uno u otro tipo de almacenamiento depende del tiempo de
conservacion requerido. A corto o medio plazo, el objetivo es reducir la velocidad de
crecimiento del material vegetal, y en este caso se puede utilizar el método de
crecimiento ralentizado. Por otra parte la crio-conservacion garantiza la conservacion in

vitro por periodos prolongados de tiempo (Ozodogru et al., 2011).

1.2.1. CULTIVO IN VITRO

El cultivo in vitro es la técnica para lograr el desarrollo de nuevas plantas en un
medio artificial, en condiciones asépticas, a partir de porciones muy pequefias de plantas
(explanto), tales como embriones, semillas, tallos, puntas de raices, callo, células
individuales y granos de polen (Jones, 1979).

Con esta técnica es posible reproducir plantas de todas las especies si se conocen
sus requerimientos nutritivos, hormonales y de cultivo. Ademas deben mantenerse las
condiciones asépticas evitando las contaminaciones por hongos o bacterias que afectan

negativamente al cultivo de tejidos (Marin, 1993).
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Separar células de un tejido, un trozo de tejido de un 6rgano, o bien un
fragmento de un 6rgano de la planta entera es en cierto modo romper o alterar el
equilibrio natural de los mismos. Sin embargo, su cultivo de forma aislada en un medio
nutritivo conocido puede ser de gran utilidad para comprender su funcionamiento y
estudiar la influencia de un gran namero de variables.

De esta forma, la técnica del cultivo in vitro permite el estudio de los diferentes
factores que afectan al desarrollo de la planta, ya que se puede variar cada factor o
conjunto de factores, manteniendo constantes los demas. Nos permite estudiar las
necesidades nutritivas de las plantas, desarrollando tejidos vegetales en medios
totalmente sintéticos y perfectamente definidos. Ademas, permite controlar mejor las
condiciones ambientales (luz, temperatura y humedad) y la aplicacion de tratamientos
hormonales, obteniendo éxitos en casos en que los métodos tradicionales fallan.

El cultivo in vitro permite trabajar con un nimero muy grande de individuos
ocupando poco espacio, lo que aumenta las posibilidades de éxito, especialmente para
especies de dificil propagacion por otros métodos o en vias de extincion. Las plantas
cultivadas tienen un tamafio reducido, por lo que pueden cultivarse con una gran
densidad, centenares de plantas por metro cuadrado de estanteria, lo que supone un
ahorro de espacio, de superficie de viveros, de costes de almacenamiento y de labores
(Marin, 1983).

A veces es posible propagar especies in vitro que presenten gran dificultad para
ser multiplicadas in vivo, debido al proceso de rejuvenecimiento que suele producirse
(Pierik, 1975). El crecimiento de las plantas propagadas in vitro es frecuentemente mas
vigoroso que el de las clonadas in vivo; esto se debe sobre todo al rejuvenecimiento y/o
al hecho de que las plantas in vitro se encuentran libres de enfermedades (Pierik, 1990).
Al producirse la propagacion en condiciones de asepsia no deberian producirse pérdidas
por plagas o enfermedades y las plantulas producidas finalmente deberian ser libres de
bacterias y hongos (Jones, 1979; Marin, 1993; Lépez Corrales, 1996).

Debido a la existencia de condiciones controladas, se puede eliminar el efecto
estacional y conseguir una produccion homogénea a lo largo del afio (Pierik, 1975;
Jones, 1979).

Por otro lado el clonado in vitro puede presentar ciertas desventajas o
inconvenientes, como la necesidad de instalaciones muy especializadas: camara de
cultivo, cabina de flujo laminar, etc. Es un método que resulta caro, el estaquillado

tradicional es mas barato. El clonado in vitro exige una aportacion de mano de obra
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importante ya que exige el subcultivo de las plantas en nuevo medio cada 4-6 semanas,
lo que redunda en costes relativamente altos para las plantas producidas o conservadas
de esta forma, aunque puede compensarse por la gran cantidad de planta producida
(Smith, 1986).

1.2.2. CRECIMIENTO RALENTIZADO

El objetivo de la técnica del crecimiento ralentizado in vitro es reducir el
crecimiento y prolongar los intervalos de subcultivo del material. Esta técnica ha sido
usada para mantener colecciones en crecimiento minimo, para lo cual se requiere:
reducir la temperatura, reducir las condiciones de luminosidad, modificar el medio de
cultivo, adicionar inhibidores osméticos o retardantes del crecimiento y deshidratadores
de tejido o modificar la fase gaseosa del recipiente de cultivo. Esta técnica mediante la
modificacion de uno o mas de estos factores es utilizada para la conservacion de
numerosas especies.

El subcultivo frecuente de muchos clones es costoso y laborioso, y ademas, el
riesgo de perder los materiales a través de la contaminacion o errores humanos en la
esterilizacion de cada subcultivo y el riesgo de perder la integridad genética a traves de
la variacion somaclonal aumenta con el tiempo en cultivo. La conservacion in vitro en
crecimiento lento se ha desarrollado para resolver algunos de estos problemas mediante
la prolongacion de los intervalos de los subcultivos (Hao y Deng, 2003; Marino et al.,
1985; Capuana y Di Lonardo, 2013).

Este método constituye una de las principales variantes que puede garantizar el
éxito de un programa de conservacion, debido a que es relativamente sencillo y puede
ser establecido con facilidad con el equipamiento que normalmente existe en un
laboratorio de cultivo de tejidos.

Estas técnicas de almacenamiento se realizan a medio plazo, es decir, se basa en
la disminucién de la division celular y el metabolismo de la planta. Tiene como
objetivos incrementar la longevidad in vitro de los cultivos sin que se produzcan

cambios genéticos, por tanto, no hay una detencién total de los procesos celulares sino
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una disminucién en la velocidad con que ocurren los mismos y asi se reduce la
frecuencia de transferencia de las plantas a medio de cultivo fresco (Roca et al., 1994).

Al reducir el metabolismo celular y con ello reducir el crecimiento, el nimero de
subcultivos también se reduce, permaneciendo en el mismo medio de cultivo durante
meses, hasta un afio, o incluso mas, sin que ello afecte la viabilidad de los cultivos.
Autores como Garcia et al. (2004) conservaron plantas in vitro de cafia de azUcar,
durante seis meses, con calidad y sin realizar subcultivos, con la reduccién de las sales
propuestas por Murashige y Skoog (1962) entre 25 y 50% de su concentracién normal.
Y en castafo, los cultivos permanecieron 18 meses en el mismo medio de cultivo a 8°C
(Capuana y Di Lonardo, 2013).

La limitacion del crecimiento por efecto de la concentracién osmoética se debe a
la reduccion de la adsorcion de agua y nutrientes del medio de cultivo. La sacarosa
como es altamente metabolizable, puede actuar como agente osmotico en
concentraciones elevadas. Otros agentes osmaéticos no metabolizables, como el manitol
y el sorbitol, son efectivos en la limitacion del crecimiento, porque interactdan con el
contenido de sacarosa y la temperatura de conservacion (Bhat y Chandel, 1993).

Autores como Bertrand et al. (1992), estudiaron la respuesta de micro esquejes
de cafeto en presencia de diferentes concentraciones de sacarosa y su interaccion con la
temperatura, observando que las bajas concentraciones redujeron el crecimiento,
enraizamiento y porcentaje de supervivencia, después de siete meses conservados a
20°C. Los mejores resultados los obtuvieron en un medio de cultivo que contenia como
minimo 20 g.I™ de sacarosa y a una temperatura de 20 °C.

Eventualmente en los cultivos conservados in vitro, debido a las bajas
temperaturas, la alta concentracion osmotica, la reduccién de la concentracion de sales
inorganicas y la presencia de inhibidores del crecimiento, se puede producir un
oscurecimiento de los tejidos, seguido por defoliacion. Esto se atribuye a la oxidacidon
fendlica y a la induccion de senescencia por la presencia de determinadas
concentraciones de gases como el etileno, especialmente cuando se utilizan frascos
pequefios o sellados herméticamente. Roca et al. (1994), observaron una disminucién de
la defoliacion y una reduccidn de la tasa de crecimiento a la mitad, en dos variedades de
yuca, al adicionar al medio de cultivo un 0.25% de carbdn activado.

La intensidad y calidad de la luz, son otros factores importantes en el control de

la velocidad de crecimiento, especialmente en su interaccion con la temperatura, que
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como Yya se ha comentado, es otro de los factores muy utilizados en la conservacién en
condiciones de crecimiento ralentizado.

La disponibilidad de bancos de germoplasma in vitro en condiciones de
crecimiento lento, han contribuido al avance de la conservacion de un elevado niimero
de especies vegetales. Algunos ejemplos de conservacion de germoplasma en
crecimiento lento son usados como rutina en Centros Internacionales, como la
conservacion de germoplasma de mandioca en el CIAT en Cali (Colombia), y la
conservacion de germoplasma de papa en el CIP (Centro Internacional de la Papa) en
Per( (Scocchi y Rey, 2010).

1.2.3. CRIOCONSERVACION

La crioconservacion implica enfriar el material vegetal a temperaturas ultra bajas
en las que el metabolismo se suspende. Esta técnica de conservacion in vitro a largo
plazo consiste en el almacenamiento a temperatura del nitrégeno liquido (-196°C), con
lo cual se consigue la detencion del crecimiento hasta llegar a un estado de "suspension
animada”.

Las tecnicas de conservacion de germoplasma mediante el uso de la
crioconservacion ofrecen ventajas en relacion con las técnicas tradicionales, pues
permiten la conservacion a largo plazo (afios), presenta bajos costos de mantenimiento y
una facil manipulacion de las muestras. En 1968, Quatrano consiguid la
crioconservacion de células de lino, pero los primeros estudios sobre la
crioconservacion de plantas basada en la vitrificacion completa fueron realizados por
Uragami (1989) con embriones somaticos de Asparagus officinalis L. y Langis (1989)
con suspensiones celulares de Brassica campestris. A partir de estos estudios,
numerosos trabajos dan muestra de la importancia de esta técnica, de sus usos y
aplicaciones. La aplicacion de esta estrategia ha permitido el almacenamiento de
materiales vegetales como células nucleares de Citrus sinensis (Sakai et al., 1990),
protoplastos de Secale sereale (Langis y Steponkus, 1991), &pices vegetativos de
Ananas comosus (Gonzélez et al., 1998), yuca (Charoensub et al., 1999), boniato

(Pennycooke y Towill, 2000) y Anigozanthos humilis (Turner et al., 2001), entre otros.
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En particular, la crioconservacion se ha aplicado en muchas especies para la
conservacion de polen, meristemos, apices, embriones cig6ticos, embriones somaticos y
suspensiones celulares. Se reconocen dos grupos de técnicas para conseguir la
crioconservacion: a) las técnicas clasicas basadas en la deshidratacion quimica parcial
con osmoprotectantes y con el congelamiento programado, y b) las nuevas técnicas
basadas en la vitrificacion con congelamiento rapido. Esta Gltima técnica evita la
formacion de cristales de hielo en el interior de los tejidos que son los responsables del
dafio mecénico que se produce a las membranas celulares durante la congelacién
(Towill, 1996) ya que se produce el cambio del estado liquido a un estado intermedio
Ilamado vitreo. Estas técnicas combinan el uso de crioprotectores y de soluciones de
vitrificacion con técnicas de deshidratacion y encapsulacion. Dentro de estas nuevas
técnicas se reconocen siete procedimientos (Engelmann, 2000):

- Encapsulacion-Deshidratacion

- Vitrificacion

- Encapsulacion-Vitrificacion

- Desecacion

- Precultivo

- Precultivo-Desecacion

- Gotita Congelada.

Existen mecanismos que determinan como los sistemas biologicos responden
ante la disminucion de las temperaturas y la solidificacion del agua liquida, por ello, es
necesario conocer los aspectos basicos que tienen lugar durante la congelacion del agua
como evento decisivo para desarrollar una metodologia de crioconservacion. En este
sentido, destacan los procesos de nucleacion y vitrificacion. El procedimiento de
vitrificacion ha demostrado ser el mas efectivo y empleado por muchos autores
(Lambardi et al., 2000; Tsukazaki et al., 2000; Hirai y Sakai, 2003; Wang et al., 2004;
Caccavale et al., 2005).

La disponibilidad de bancos de germoplasma in vitro en condiciones de
conservacion a temperaturas ultra bajas (crioconservacion), ha contribuido de manera
notable al avance de la conservacion de especies vegetales. Ademas, es importante
resaltar que las técnicas de crioconservacion ofrecen una alternativa muy valiosa cuando

se piensa en conservar los recursos fitogenéticos por tiempo ilimitado (afios).
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1.3. LA CONSERVACION DE GERMOPLASMA FRUTAL

Las conservacion de germoplasma frutal se realiza hoy en dia por medio de
diversas técnicas tanto en colecciones en campo como en colecciones in vitro o
crioconservadas.

El trabajo de los bancos de germoplasma comprende las actividades siguientes:
adquisicion del material, conservacion propiamente dicha, multiplicacion,
caracterizacion/evaluacién, documentacién e intercambio.

La recoleccién puede realizarse en habitats naturales, en campos de cultivo,
directamente de los agricultores o incluso en mercados locales, siendo siempre el
principio fundamental recoger la maxima cantidad de variabilidad en el minimo niimero
de muestras. Ademas del material, es muy importante recoger lo mas detalladamente
posible la informacion asociada al mismo, incluyendo datos boténicos, datos referentes

a la zona, usos, técnicas de cultivo y cualquier otra observacion de interés.

1.3.1. COLECCIONES EN CAMPO

La conservacion mediante colecciones de plantas mantenidas en el campo se
realiza fundamentalmente en especies sexualmente estériles o que poseen semillas que
no pueden ser conservadas durante largos periodos de tiempo. Se usa también en
especies de reproduccion vegetativa para el mantenimiento de clones y en aquellas que
tardan mucho en producir semilla. La conservacion del germoplasma frutal tiene
algunas de esas limitaciones, ya que para la mayoria de frutales el almacenamiento de
semillas no es un buen método debido a que la semilla no tiene la misma dotacion
genética y caracteristicas de la variedad que queremos conservar y con problemas de
propagacion, por lo que los recursos genéticos de arboles frutales se conservan
principalmente en huertos como bancos genéticos de campo (Shen, 1992). Este método
involucra una inversion de espacio, tiempo, personal y operaciones que deben
justificarse en términos de necesidad real, de acuerdo a criterios légicos, cientificos y
socioecondmicos, tales como la necesidad, el valor y el uso de las especies (CIAT,
2007).
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Las colecciones de plantas que se mantienen en el campo, hay que regenerarlas
periddicamente dependiendo de la duracion del ciclo de la planta. Este tipo de
conservacion tiene como limitante la necesidad de grandes extensiones de superficie de
tierra fértil, especialmente al tratarse de arboles, y requiere un coste de mantenimiento
elevado sobre todo si las plantas necesitan regeneraciones anuales o0 muy frecuentes.

El coste de mantenimiento asociado a las labores agrotécnicas es alto y se hace
necesario controlar plagas y enfermedades por el riesgo de pérdidas. Evitar plagas,
enfermedades e insectos vectores es de gran importancia para las colecciones de campo,
por eso cuando es posible, el banco de germoplasma de campo debe estar ubicado en un
emplazamiento libre de enfermedades y plagas patdgenas mas importantes o alejado de
zonas de las que se tiene conocimiento de infeccion por hongos y virus, con el fin de
reducir los riesgos y los costos de manejo relacionados con la proteccion fitosanitaria y
garantizar una fuente limpia de material para su distribucion. Antes de la plantacion se
debe comprobar que los suelos estan libres de hongos, termitas y otros parasitos
transmitidos por el suelo y asegurar que se proporciona el tratamiento adecuado para
limpiar el suelo antes de la plantacion.

Ademas son vulnerables a los desastres climaticos, anomalias climéticas o a
condiciones ecoldgicas adversas como sequias, inundaciones, incendios, vientos, etc.
Por todo esto, el desarrollo de nuevas técnicas de conservacion, han permitido preservar

mejor los recursos genéticos importantes para muchos paises (Ortiz, 2000).

1.3.2. CONSERVACION IN VITRO

Otro método de conservacion de germoplasma frutal, es mediante el cultivo in
vitro de tejidos. El potencial de los métodos del cultivo in vitro para la conservacion de
especies de plantas con dificultades para la conservacion y almacenamiento como es el
caso de las especies frutales, es amplio y necesario en muchos casos. El cultivo in vitro
facilita la multiplicacion, la conservacion y el almacenamiento de recursos genéticos de
especies de propagacion vegetativa o plantas que no producen semillas o con semillas
recalcitrantes. Por ejemplo, las semillas de una gran proporcion de especies de arboles

tropicales pierden viabilidad muy rapidamente y mueren poco después de haber sido
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recogidas del arbol (Theilade et al. 2004).

Mantener colecciones de frutales in vitro es un complemento a la tradicional
conservacion en campo de las colecciones varietales y de los Bancos de Germoplasma.

Las especies frutales tienen unas caracteristicas que condicionan su desarrollo in
vitro porque son sensibles a la oxidacion al ser introducidos en cultivo in vitro. Los
explantos jovenes de especies lefiosas a menudo excretan al medio de cultivo
compuestos fendlicos, visibles como pigmentos marrones y/o negros. En los explantos
de arboles adultos el problema se acentla, por lo que se recomienda el empleo de
explantos primarios juveniles.

El tipo de material mas utilizado para el establecimiento in vitro son los
segmentos nodales de explantos juveniles, las yemas axilares obtenidas por
rejuvenecimiento de plantas adultas, y los embriones cigoéticos y plantulas obtenidas de
semillas de origen sexual. Es mucho més facil propagar material juvenil que el material
adulto. La introduccion e inicio en cultivo in vitro es una tarea costosa y lenta. La
induccion de yemas adventicias es el método més empleado. Las yemas se inducen
directamente sobre el explanto sin pasar previamente por una etapa de callo. En general,
cuanto mas joven es el tejido, tanto mejor es la respuesta a los tratamientos (Villalobos
et al., 1982; Olmos et al., 2010).

Existen ejemplos de conservacion de germoplasma frutal mediante los dos
sistemas basicos de conservacion in vitro, uno mediante la limitacion del crecimiento
hasta tasas minimas (crecimiento lento o ralentizado), y otro mediante la suspensién
total del crecimiento y del metabolismo celular (crio-conservacion).

En cultivos frutales como los citricos (Hor et al., 2005) y el café (Dussert et al.
2011) se pensO que no seria posible obtener supervivencia después de la exposicion de
sus semillas al nitrégeno liquido. Sin embargo, finalmente se logré6 mediante el control
de los niveles de desecacion y la optimizacion de los métodos de enfriamiento y
calentamiento, lo que permitid6 ampliar los conocimientos sobre esas plantas. Uno de
estos métodos esta orientado a semillas recalcitrantes que son extremadamente sensibles
a la desecacion y no pueden sobrevivir a contenidos de humedad inferiores al 60% (por
ejemplo, citricos). Estas semillas se almacenan en un estado de vitrificacidn en el que no
se forman cristales de hielo a pesar de encontrarse a temperaturas inferiores a 0 °C
(Fahy et al., 1984).

El método basado en el crecimiento minimo es el mas generalizado. Se basa en

modificar las condiciones Optimas de cultivo, para disminuir la velocidad de
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crecimiento normal de la especie objeto de estudio, con lo cual se reduce la frecuencia
de transferencia de las plantas a medio de cultivo fresco. Por otra parte, en los procesos
de renovacion de los cultivos (subcultivos) del material conservado bajo crecimiento
lento hay posibilidades de seleccionar los explantos mejores 0 mas vigorosos por parte
de la persona que realiza estos procesos. El crecimiento lento se ha aplicado
ampliamente para este proposito en arboles frutales (Moriguchi et al., 1988, 1990;
Orlikowska, 1992; Van den Houwe et al., 1995; Oka y Niino, 1997).

Hay ejemplos de almacenamiento en frio de cultivos in vitro de diversas
especies de Prunus. Tanto el portainjertos de cerezo 'Gisela 5 ®', como el patron de
manzano '‘M26' o el porta-injertos de peral 'A74' se mantuvieron 9 meses con un buen
nivel de calidad de los cultivos y fueron capaces de reanudar el crecimiento con rapidez
cuando regresaron a sus condiciones proliferativas estandar (Lambardi et al., 2006).
Pannovi¢ (1996) mantuvo apices de ciruelo en frio durante 6 meses, y tres cultivares de
cerezo almacenados a 4 °C se mantuvieron viables durante méas de 30 meses
(Kovalchuk et al., 2011). Estudios sobre almacenamiento en frio in vitro de Prunus
micropropagados dieron buenos resultados hasta 10 meses a -2°C (Druart, 1985; Marino
et al., 1985). La experiencia con muchas plantas lefiosas ha demostrado que el periodo
de almacenamiento se puede prolongar a 2 afios o incluso mas, aunque 12 meses parece
ser un objetivo realista para la mayoria de especies (Grout, 1995; Reed, 1999).

El almacenamiento de germoplasma en crecimiento lento es actualmente un
método viable para mantener grandes colecciones en poco espacio, libres de riesgos que
causan plagas y enfermedades. El establecimiento de bancos de germoplasma in vitro en
crecimiento ralentizado se ha convertido en una alternativa importante al mantenimiento

convencional, en el campo, de grandes colecciones.

1.3.3. FRUTALES PARA LA CONSERVACION EN CRECIMIENTO
LENTO

Generalmente las especies frutales son muy heterocigoéticas, por lo que la
reproduccion sexual produce descendencias diferentes genéticamente a los individuos

parentales debido a la recombinacion de genes. Esto ha posibilitado la obtencién de
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nueva variabilidad y la seleccién de individuos mejorados genéticamente. Sin embargo,
si queremos mantener los caracteres de un individuo o de un cultivar, la reproduccion
vegetativa (clonal) es la indicada, ya que no produce variabilidad genética.

La conservacion de especies frutales de zonas templadas de distintos géneros y
especies, forman parte de las tareas de mantenimiento de los Bancos de Germoplasma
de la Estacion Experimental de Aula Dei, y aunque mayoritariamente se trabaja con el
género Prunus, se incluyen clones de los géneros: Punica, Ficus, Cydonia, Pyrus,
Malus, Eriobotrya y Crataegus. Estas son las especies que han sido incluidas en este
proyecto para el desarrollo de las técnicas de conservacion en crecimiento ralentizado in

vitro.

e GENERO PRUNUS

- Prunus cerasifera

‘MIROBOLAN 29 C’

Es un patrén seleccionado en la universidad de California, Davis (EEUU).

Posee un vigor elevado, el anclaje del sistema radicular es bueno aunque un
poco superficial y serpea bastante. Tiene buena adaptacion a distintos tipos de suelos
con condiciones de humedad. Es resistente a suelos calizos y con problemas de clorosis.

Es altamente resistente a nematodos del grupo Meloidogyne, moderadamente
resistente a Agrobacterium, Armillaria, Phytophthora, Verticilium y a podredumbre de
cuello. Muestra sensibilidad a Pratylenchus vulnus. Posee muy buena propagacion por
estaquilla lefiosa (Felipe 1989).

‘MIROBOLAN P’

Clon procedente de polinizacion libre de mirobolan (P. cerasifera) en proceso de
seleccion en la Estacion Experimental de Aula Dei por el Departamento de Pomologia
(Zaragoza), cuya caracteristica principal es el color rojo de sus hojas.

‘MIROBOLAN 605°, ‘MIROBOLAN 469°, ‘MIROBOLAN 543’ vy
‘MIROBOLAN 743’

Clones seleccionado por el Departamento de Pomologia en la E. E. Aula Dei

(Zaragoza) procedentes de polinizaciones libres de mirobolan.
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A partir de una poblacion de 754 clones (Cambra y Cambra, 1972) se
seleccionaron 26 clones por su aptitud a la propagacién por estaquilla lefiosa y ensayos
de compatibilidad con variedades de ciruelo y albaricoquero (Cambra y Cambra, 1973).

‘MIROBOLAN P2175’ y ‘MIROBOLAN P2980°

Son preselecciones del INRA de Burdeos (Francia) de origen rumano que
muestran resistencia a nematodos Meloidogyne spp. (Scotto la Massese et al., 1991;
Esmenjaud et al., 1992)

Utilizados para conferir tolerancia a la asfixia radicular y resistencia estable a los
nematodos agalladores.

‘MIROBOLAN B’

Es un clon seleccionado en la estacion inglesa de East Malling (Felipe, 1989).

Posee un sistema radicular semi-profundo que proporciona buen anclaje y se
comporta bien en una amplia gama de suelos (Westwood, 1993) siendo resistentes a
caliza y relativamente resistente a la sequia (Cambra, 1983). Produce arboles vigorosos
de buen tamafio que dan una excelente produccion pero retrasa un poco la entrada en
esa produccion. Esto se ha de tener en cuenta para las variedades precoces.

Es sensible a los nematodos Meloidogyne incognita, M. javanica y Pratylenchus
vulnus, asi como a Armillaria y Agrobacterium. A su vez, es moderadamente resistente
a Verticilium, a Phytophthora y al chancro bacteriano del cuello (Crossa-Raynaud y
Audergon, 1987).

‘ADARA’

Es un patrén seleccionado en la Estacion Experimental de Aula Dei, Zaragoza.

Soporta temperaturas bajas en invierno y tiene una moderada resistencia a la
asfixia de cuello, de raices y a Verticilium. Destaca por su elevada tolerancia a clorosis
(Breton et al., 1972; Perry, 1987; Moreno et al., 1996).

Su entrada en produccion es bastante temprana y presenta buena productividad.
Se usa como patrén de ciruelo y melocotonero. Es compatible con algunas variedades

de cerezo, albaricoquero y almendro.

- Prunus cerasifera x munsoniana
‘MARIANA 2624°
Es una seleccién realizada en la Universidad de California a partir de una

poblacién de plantas de Mariana (P. cerasifera x munsoniana) (Felipe, 1989).
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El sistema radicular es relativamente superficial y serpea bastante. Produce
arboles de tamafio medio e induce buena productividad. Ademéas hay que tener en
cuenta que los frutos maduran ligeramente adelantados.

Es resistente a M. incognita y M. javanica, a asfixia radicular y a la asfixia de
cuello, y moderadamente resistente a Armillaria, Agrobacterium y Phytophthora. Es
sensible al nematodo P. vulnus y al chancro bacteriano, y algo sensible a Verticilium
(Felipe, 1989).

Es un patrdn Gtil para suelos con problemas de encharcamiento ya que se adapta
a suelos himedos y pesados (Crossa-Raynaud y Audergon, 1987).

‘MARIANA GF-8-1°

Es una seleccion realizada en La Grande Ferrade de entre las plantas procedentes
de semilla de Mariana (P. cerasifera x munsoniana) (Felipe, 1989).

Es resistente a los nematodos Meloidogyne, a los ataques de Armillaria y a la
asfixia radicular, pero es s6lo moderadamente resistente a Verticilium y Agrobacterium,
y sensible al mal del plomo en vivero (Stereum purpureum).

El sistema radicular es relativamente superficial pero no serpea, adaptandose a
diferentes tipos de suelos. Sin embargo, los problemas de compatibilidad que plantea
con algunas variedades de ciruelo europeo y de albaricoquero aconsejan que se
disponga de buena informacion antes de usarlo. Ademas, no es compatible con

melocotonero ni con la mayor parte de las variedades de almendro (Felipe, 1989).

- Prunus cerasifera x armeniaca

‘HIBRIDOS CIRUELO X ALBARICOQIUERO’

Son hibridos de P. cerasifera y P. armeniaca obtenidos por polinizacion dirigida
en la E. E. de Aula Dei que se han multiplicado in vitro a partir del cultivo de embriones
(Daorden et al., 2001; Daorden, 2003) y se encuentran en proceso de seleccion.

El nimero de hibridos provenientes de semilla fue de 77 para el presente

estudio.
- Prunus domestica

‘REINA CLAUDIA VERDE’

Es una variedad tradicional de ciruelo europea de origen muy antiguo.
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El fruto es de tamafio medio de color verde, el hueso es muy adherente y de
tamafio medio y la piel es fuerte y esta bien adherida a la carne (Da Graga, 2006). Su
floracién es temprana, por eso puede sufrir con las heladas primaverales. Prefiere los
climas templados, pero se desarrolla bien en climas relativamente frios.

Reina Claudia es uno de los frutales de hueso de crecimiento lento mas rasticos
y faciles de cultivar, resiste bien las bajas temperaturas y es moderadamente resistente a
Verticilium, Agrobacterium y a clorosis; puede ser utilizada como patron de otros
frutales por su rusticidad.

- Prunus insititia

‘POLLIZO DE MURCIA 25°

Es un patron procedente de una prospeccion realizada por la E.E. Aula Dei en la
region de Murcia donde estos ciruelos fueron introducidos hace siglos, afincados alli y
considerados hoy como autdctonos. El nombre lo ha tomado de su sistema de
propagacion, ya que en Murcia se denominan “pollizos™ a las sierpes, y éste ha sido
tradicionalmente el sistema de propagacion de estos patrones.

Es resistente a la asfixia radicular, a los suelos compactos, calizos y algo salinos
(Herrero,1964). Gran polivalencia de adaptacion a suelos dificiles pero debe evitarse los
pedregosos y secos. Es sensible a sequia.

Constituye el patron de uso generalizado, para el cultivo de melocotoneros,

albaricoqueros y ciruelos.

- Prunus cerasus

‘CAB 6P°

Patron del grupo cerezo que procede de semillas de cerezas acidas o guindas (P.
cerasus), seleccionado en el Instituto Colvazioni de Arborea, Bologna (ltalia).

Se propaga facilmente por hijuelos o sierpes que nacen de las raices de los
portainjertos en huertos de cerezo ya establecidos o de arboles aislados de la propia
especie. Se adaptan bien a suelos poco profundos.

Desde el punto de vista sanitario es sensible a Armillaria y Verticilium, asi como
a los nematodos Pratylenchus vulnus. Es relativamente tolerante a suelos himedos, asi
como a la podredumbre de cuello debido a Phytophtora y a Agrobacterium. Inmune a

los nematodos Meloidogyne, Incognita y M. javanica.
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- Prunus avium x pseudocerasus

‘COLT’

Es un hibrido entre las especies P.avium y P. pseudocerasus, seleccionado en la
Estacion inglesa de East Malling, en 1966.

Es atil para zonas con suelos no calizos y sin problemas de Agrobacterium
debido a su sensibilidad a clorosis y a sequia, pero es resistente al chancro bacteriano
(Pseudomonas morsprunorum) y a la enfermedad especifica de la replantacion del
cerezo (Thielaviopsis basicola) (Felipe, 1989).

Es compatible con variedades de cerezo, guindo y ornamentales.

- Prunus persica

‘GF 305’

Es un patron franco de semilla de melocotonero seleccion de Montreuil, en el
INRA-La Grande Ferrade, en Burdeos (Francia).

Produce arboles con muy buen vigor una rapida entrada en produccion y una
buena compatibilidad con todas las variedades. Por el hecho de proceder de semilla
proporcionan una mayor variabilidad, en comparacion a los patrones clonales. La planta
es mas homogénea, tanto desde un punto de vista morfologico como por su
comportamiento agronémico, a causa de la tendencia fuertemente autégama de la
especie.

Es muy sensible a clorosis férrica y a asfixia radicular. También demuestra

sensibilidad a Armillaria, a Rosellinia y a nematodos agalladores.

- Prunus amygdalus x persica

‘ADARCIAS’

Clon espontaneo de hibrido almendro x melocotonero, procedente de la
localidad de Arbucias (Gerona) y seleccionado en la E. E. de Aula Dei en Zaragoza
(Cambra, 1979; Moreno y Cambra, 1994).

Se trata de un patrén que confiere a la variedad injertada una mayor
productividad debido a su menor vigor. EI menor vigor debe considerarse como una
cualidad positiva ya que en general, las combinaciones melocotonero / hibrido almendro
x melocotonero son excesivamente vigorosas (Moreno et al., 1994).

Se adapta bien a suelos calizos, pero requiere un buen drenaje. Es resistente a

Coryneum beijerickii y Tranzschelia prunispinosae.

( 1
{ 40 )



Introduccién

‘ADAFUEL’

Es un clon hibrido (P. amygdalus x persica) seleccionado en la EE Aula Dei
(Zaragoza), entre un conjunto de mas de sesenta hibridos espontaneos procedentes de
varias regiones espafolas (Felipe, 1989).

Se trata de un patrén vigoroso, con un sistema radicular muy bien configurado
por raices abundantes y profundas, muy recomendable para terrenos replantados, asi
como en suelos calizos y pobres.

Posee alta resistencia a clorosis, también se ha observado buen comportamiento
frente a Phytophthora y a Agrobacterium. Por el contrario ha demostrado tener
sensibilidad a ciertos nematodos.

‘GF 677’

Es un clon hibrido entre melocotonero y almendro, seleccionado en la estacion
francesa de La Grande Ferrade, entre una poblacién de hibridos naturales reunidos entre
1944 y 1950.

Tiene un buen comportamiento en terrenos fatigados por plantaciones anteriores
de melocotonero y en suelos muy permeables (suelos calcareos y aridos). Confiere
vigor, calidad y productividad. Tolera moderadamente la salinidad.

Es sensible a Phythopthora, Armillaria, Agrobacterium y a nematodos del
género Meloidogyne, al igual que a asfixia de cuello y radicular. Es tolerante a la
clorosis y relativamente resistente a Phytophora.

‘GXN 22°

El hibrido GxN 22 (almendro Garfi x melocotonero Nemared) procede de
cruzamientos dirigidos y se caracteriza por el color rojo de sus hojas (Felipe et al.,
1997); su resistencia a nematodos agalladores lo hace apropiado para la replantacion,
salvo en caso de problemas de asfixia de raices.

Muy buen anclaje radicular y de propagacion facil, elevado vigor y buen
comportamiento en vivero. Confiere productividad y precocidad. De gran resistencia en
relacion con clorosis y a la deficiencia hidrica.

A pesar de su buena adaptacion y elevada tolerancia a los suelos calizos, se
aconseja limitar su utilizacion a suelos pobres y secos, sin problemas de

encharcamientos, ya que en terrenos fértiles adquieren excesivo vigor.
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- Prunus persica x davidiana

‘NEMAGUARD’

Seleccionado en California (USA) entre plantas procedentes de Extremo
Oriente, se supone que es un hibrido entre P. persica y P. davidiana (Kester y
Grasselly, 1983).

Posee un buen sistema radicular lo que le confiere un buen anclaje. Produce
arboles con muy buen vigor, con répida entrada en fructificacion, y con una
homogeneidad aceptable.

Es tolerante a los nematodos Meloidogyne javanica, M. arenaria y M. incognita,
asi como Agrobacterium por lo que es muy aconsejable para suelos con estos
problemas. Sin embargo, es sensible a Pratylenchus, Armillaria, Verticillium vy
Phytophthora, asi como a la clorosis férrica en suelos de elevado pH o calizos. Es util
para suelos &cidos o neutros (Felipe, 1989).

‘CADAMAN’

Es un hibrido entre las especies P. persica y P. davidiana obtenido por el GYDN
de Budapest (Hungria).

Es un hibrido usado como portainjerto, compatible con todas las variedades de
melocotonero y almendro aportando un vigor similar al hibrido GF 677 y aumenta su
productividad.

Es mas resistente a la asfixia radicular y tolerante a la clorosis, comportandose
bien tras el replante después de melocotonero. Resistente frente a nematodos

agalladores.

- Prunus spinosa

‘ENDRINO’

La especie P. spinosa es una mata alta o arbusto caducifolio que normalmente se
eleva hasta 1-2 m de altura, pudiendo alcanzar tallas arbustivas de 4-6 m (Ruiz de la
Torre, 2006) extendido por la mayor parte de Europa, Asia occidental y norte de Africa.
Admite bien la poda y el injerto y rebrota con facilidad de raiz

Indiferente en cuanto a suelos, prefiere los formados sobre calizas 0 margas,
siendo mas raro en sustratos siliceos. Su temperamento es de luz o media luz,
especialmente en las zonas mas humedas, prefiriendo los enclaves frescos (Fernandez,

2011). Es una especie de capacidad invasora y colonizadora de calveros de bosques,
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prados y laderas de derrubios. Por tanto, se encuentra asociado a majuelos, rosales,
zarzas, avellanos, aligustres, etc. (Blanco et al., 1997).

e GENERO MALUS

- Malus domestica

‘MANZANO JORK 9’

Procede de la Estacion Experimental de Jork (Alemania) y es un portainjerto de
manzano enanizante. Tiene caracteristicas como precocidad, eficiencia productiva y
calidad de fruta. Se adapta a una amplia gama de suelos, pero su mejor comportamiento
se obtiene en suelos ricos y fértiles (Felipe, 1989).

Tiene cierta resistencia a la podredumbre de cuello y es resistente a nematodos
Meloidogyne, Verticilium y bastante resistente a Armillaria. Es sensible al fuego
bacteriano, al pulgon lanigero y a Agrobacterium. Sensible también a las bajas
temperaturas de invierno y a la sequia.

‘MANZANO DOUCE DE D'JERBA’

El cultivar de manzano Douce de D’jerba es originario de la isla de D’jerba
(Tunez). Su fruto es conocido en la zona por sus cualidades organolépticas (Boudabous

et al., 2012). Esta adaptado a climas aridos, por lo que es tolerante a sequia.

e GENERO PYRUS

- Pyrus communis

‘PERAL’

Pyrus communis L., perteneciente a la familia de las Rosaceas, es un frutal de
pepita, y se encuentra en casi toda Espana.

El peral es resistente a los suelos alcalinos y a clorosis, a los suelos himedos y
pesados, asi como al frio invernal. También es resistente a Verticilium, Armillaria,
Agrobacterium y a los nematodos Meloidogyne, Pratylenchus y sensible al pulgén de
las raices Eriosoma pyricola y al fuego bacteriano.

El clon EP2 procede de semilla del Centro de Investigacién y Tecnologia

Agroalimentaria de Aragon (CITA).

43

——
| —



Introduccién

e GENERO FICUS

- Ficus carica

‘NAPOLITANA’

En la actualidad se distribuye en torno al Mediterraneo y otras regiones del
mundo, tipica de los secanos mediterraneos (Kislev et al., 2009). La variedad
Napolitana es de porte semierecto y vigor fuerte, densidad de ramificacion baja y
presencia de ramas colgantes y protuberancias ausentes, con una produccion media de
brevas e higos de tamafio medio de color purpura. Tolera bastante bien la salinidad.

Sensible a estreses bidticos como la enfermedad del mosaico de la higuera
(Baraket et al., 2009). Sensible a algunas plagas como cochinilla, mosca del higo
(Lonchaea aristella), barrenillo (Hypoborus ficus) y algunas enfermedades como
podredumbres radiculares o virosis (Virus del Mosaico).

‘HIGUERA S4°

En el centro de investigacion 'La Orden-Valdesequera' (Badajoz), se localiza el
Banco de Germoplasma de variedades de higuera, que dispone de unas 250 accesiones
procedentes en su mayoria de las prospecciones realizadas en distintas Comunidades
Auténomas de Espanfa (Gil et al., 2009).

El clon S4 procede de semilla obtenido en este centro de investigacion.

Perteneciente a la familia de las Moréaceas, es una especie tipica de los secanos.

Tolera bien la salinidad.

e GENERO PUNICA

- Punica granatum
‘GRANADO’

El granado es uno de los cultivos mas antiguos que se conocen (Blumenfeld et
al., 2000). Pertenece a la Familia Punicaceas y aunque es originaria de Persia, su cultivo
se ha extendido desde el mediterraneo hasta California y México.

El granado se adapta bien en regiones aridas y semiaridas. Crece en una amplia
gama de suelos. Tolera una cierta salinidad, la clorosis férrica y suelos calizos. Prefiere
un clima templado e incluso caluroso que los relativamente frios. Es muy sensible a las

heladas tardias a partir de la entrada en vegetacion.
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Es sensible a las plagas como la barrena (Zeuzera pyrina), barreneta o barrenillo
(Anisandrus dispar), pulgén (Aphis laburoi), caparreta negra (Ceroplantes sinensis) y
cotonet (Planococcus citri), cochinilla de la tizne (Saissetia oleae) y enfermedades
como podredumbre del fruto (Botrytis cinerea) y cribado (Clasterosporium
carpophilum).

e GENERO CYDONIA

- Cydonia oblonga

‘MEMBRILLERO BA-29’

Es una seleccion clonal de membrillero (C. oblonga Miller) realizada en Angers,
entre los membrilleros de Provenza, por investigadores del INRA, y utilizada como
patrén para peral.

Induce rapida entrada en fructificacion y buena productividad a las variedades.
Acepta bien los injertos y trasplanta bien. Su anclaje es de regular a bueno.

Resistente al pulgdn de las raices y a los nematodos. Mas resistente a sequia y a
clorosis que otros membrilleros. Sensible a Armillaria.

‘MEMBRILLERO EM-C’

Resultante de una seleccion de membrilleros realizada en la estacion inglesa de
East Malling y Long Ashton para seleccionar un clon libre de las virosis conocidas.

Es muy enanizante y acepta bien el injerto. Da buenos resultados con variedades
vigorosas Y lentas al entrar en produccion (Felipe, 1989). Su anclaje es escaso, por lo

gue necesita soporte. Es sensible a clorosis y sequia.

e GENERO ERIOBOTRYA

- Eriobotrya japonica

‘NISPERO JAPONES’

El nispero japonés originario de la zona media y baja del rio Daduhe en China
(Zhang y col., 1993), fue introducido en Japdn donde se naturaliz6 y lleva cultivandose
mas de 1000 afos. Llegd a Europa procedente de Japdn en el siglo XVIII como arbol

ornamental.
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Es una especie adaptable, moderadamente resistente al frio y resistente a la
sequia. Puede cultivarse en una amplia gama de suelos, aunque deben presentar un buen
drenaje, ya que es sensible a la asfixia. Es una especie muy sensible a la salinidad y en
suelos calizos sufre frecuentemente problemas de clorosis (Martinez-Calvo et al., 2000).

Es sensible al hongo Fusicladium eryobotryaea que le produce la enfermedad de
Moteado o Rofia. Sensible también a los hongos del suelo, como Armillaria mellea y

Rosellinia necatrix.

e GENERO CRATAEGUS

- Crataegus monogyna

‘ESPINO ALBAR’

La especie Crataegus monogyna tiene un area de origen variado: gran parte de
Europa, Norte de Africa y Asia.

Es un arbusto que puede llegar a alcanzar los 10 m. de altura, aunque no suele
pasar de los 5 m. Admite bien la poda, aunque dado su escaso crecimiento ésta no es
muy necesaria. Un inconveniente importante es la presencia de espinas a lo largo del
tronco y de las ramillas.

Especie poco exigente, desarrollandose sobre todo tipo de terrenos, tanto en
climas frios como célidos y desde el nivel del mar hasta los 1.800 metros e incluso mas.
Soporta bien la sequia (Sallabanks, 1992).

Es sensible a hongos Gymnosporangium sp., Nectria sp., Diapothe sp.,

Phitopthora sp., y a la bacteria Erwinia amylovora.

1.4. JUSTIFICACION

Las especies frutales tienen unas caracteristicas que condicionan su desarrollo in
vitro. Son especies lefiosas, con reposo invernal, y en general son sensibles a la
oxidacion al ser introducidas in vitro. Por estas razones, entre otras, la introduccion e

inicio de un nuevo cultivo in vitro es una tarea costosa y lenta por lo que se suelen
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conservar los cultivos para posteriores estudios. Sin embargo, su mantenimiento
requiere una carga de trabajo que dificulta la conservacion de un nimero elevado de
clones. Por todo lo expuesto, disponer de una técnica in vitro eficaz para la
conservacion de gran numero de frutales permitiria mantener colecciones de variedades,
como complemento a la tradicional conservacion en campo de las colecciones varietales
y de los Bancos de Germoplasma, que conlleva el uso de grandes extensiones de campo
y el riesgo de ser atacadas por plagas o climatologias adversas.

Este trabajo se basa en la reproduccién vegetativa y en la conservacion in vitro
de especies frutales de zonas templadas de distintos géneros y especies, como parte de
las tareas de mantenimiento de los Bancos de Germoplasma de la Estacion
Experimental de Aula Dei. La mayoria de los clones con los se trabaja pertenecen al
género Prunus pero se incluyen clones de los géneros: Punica, Ficus, Cydonia, Pyrus,
Malus, Eriobotrya y Crataegus. Con la conservacion in vitro en condiciones de
crecimiento lento o ralentizado se pretende reducir el crecimiento y mantener el material
el mayor tiempo posible sin subcultivos. Esta técnica se utiliza para mantener
colecciones con un crecimiento minimo el mayor tiempo posible, por lo que es
importante encontrar un protocolo adecuado al mayor nimero de clones.

Un método eficaz de conservacion in vitro debe permitir:

e reducir el nimero de subcultivos sucesivos

e aumentar la capacidad de mantenimiento de cultivos al reducir el espacio
necesario

e reducir la carga de trabajo y los costes elevados de mano de obra, medios
de cultivo, material de laboratorio

e evitar la lentitud en la introduccion e inicio de los cultivos in vitro

e aumentar la proteccion frente a la erosion genética que supondria la
pérdida de accesiones en colecciones varietales en situacion de riesgo por
enfermedades, climatologia adversa o accidentes

e aumentar la proteccion frente a plagas y enfermedades, manteniendo un
estado sanitario 6ptimo

e permitir la conservacion cuando por otros métodos no resulta aplicable
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2. OBJETIVOS

Es por esto que el objetivo general de este proyecto es la puesta a punto de un
meétodo de conservacion in vitro en condiciones de crecimiento lento para una amplia
variedad de especies frutales, que se ha de realizar atendiendo al crecimiento de los
cultivos durante la conservacion en frio, y al crecimiento en su recuperacion posterior.

Para la obtencidn de este objetivo es necesario:

— la optimizacién de las condiciones luz y/o oscuridad en conservacion de
crecimiento ralentizado.

— la optimizacién de un Gnico medio de cultivo para la conservacion de la
mayor cantidad de especies frutales templadas diferentes.

— la optimizacién del tiempo de conservacion en el mismo medio de
cultivo, sin subcultivos

— la optimizacion del protocolo de recuperacion posterior de plantas tras un

periodo en condiciones de crecimiento ralentizado.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

Los 138 clones de frutales que han sido objeto del presente estudio pertenecen a
18 especies diferentes dentro de 8 géneros siendo los mas abundantes los del género
Prunus con 125 clones diferentes.

e Género Prunus

- Prunus cerasifera

Mirobolan 29 C 1 clon
Mirobolan P 1 clon
Mirobolan 605 1 clon
Mirobolan 469 1 clon
Mirobolan 543 1 clon
Mirobolan 743 1 clon
Mirobolan P2175 1 clon
Mirobolan P2980 1 clon
Mirobolan B 1 clon
Adara 1 clon

- Prunus cerasifera x munsoniana

Mariana 2624 3 clones

Mariana GF-8-1 1 clon
- Prunus cerasifera x armeniaca

Hibridos ciruelo por albaricoquero 77 clones
- Prunus domestica

Reina Claudia Verde 1 clon

Prunus domestica L. 14 clones
- Prunus insititia

1 clon

Pollizo de Murcia 25
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- Prunus cerasus

Cab 6P 2 clones
- Prunus avium x pseudocerasus

Colt 1 clon
- Prunus persica

GF 305 1 clon

- Prunus amygdalus x persica

Adarcias 2 clones
Adafuel 2 clones
GF 677 1 clon
GXN 22 1clon

- Prunus persica. x davidiana
Nemaguard 1clon
Cadaman 1clon

- Prunus spinosa

Endrino 6 clones

e Género Malus
- Malus domestica
Manzano Jork 9 1 clon

Manzano Douce de D"Jerba 1 clon
e Geénero Pyrus
- Pyrus communis

Peral 1 clon

e Género Ficus

- Ficus carica
Napolitana 1clon
Higuera S4 1clon
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e Género Punica
- Punica granatum

Granado 1 clon

e Género Cydonia

- Cydonia oblonga
Membrillero BA-29 1clon
Membrillero EM-C 1 clon

e Género Eriobotrya
- Eriobotrya japonica

Nispero Japonés 2 clones

e Genero Crataegus
- Crataegus monogyna

Espino Albar 3 clones

3.2. MICROPROPAGACION DEL MATERIAL VEGETAL

El material vegetal se mantuvo en cultivo in vitro y se subcultivo cada cuatro
semanas en medio de cultivo nuevo. Los subcultivos se llevaron a cabo en condiciones
de asepsia en una cabina de flujo laminar (Figura 1).

Las operaciones de corte, separacion y preparacion de los explantos se realizan
sobre papel de filtro o bandejas estériles. El instrumental empleado para el manejo de
los mismos (pinzas Yy bisturis) se esteriliza introduciéndolo durante diez segundos en un
esterilizador de bolas de vidrio, a 250°C, y se deja enfriar antes de su uso (Figura 2). Es
importante mantener las condiciones de asepsia durante todo el proceso para evitar

contaminaciones por hongos o bacterias.
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Figura 1: Cabina de flujo laminar Figura 2: Esterilizador de bolas.

Esterilizacion a 250°C.

Los subcultivos se repitieron cada 4 semanas hasta obtener el nimero de brotes
necesarios para llevar a cabo los experimentos. EI medio de cultivo empleado para la
multiplicacion de los brotes es el de Murashige y Skoog (1962) MS, con Na,EDTA y
FeSO4-7H,0 sustituidos por FEEDDHA (Van der Salm, 1994) como quelato altamente
estable que proporciona una fuente de hierro facilmente absorbible, y con la
concentracion aumentada de tiamina que recomendaron Linsmaier y Skoog (1965).

La composicion del medio de cultivo expresado en mg/l podemos verlo en la
Tabla 1.

Figura 3: Camara de cultivo tipo armario. Figura 4: Camara de cultivo de grandes

dimensiones.
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El material permanecio en la camara de cultivo (Figura 3 y 4), a una temperatura
de 23-25°C con un fotoperiodo de 16 horas de luz a una intensidad de 35umol-m?s™

suministrada por tubos fluorescentes cool-white.

Tabla 1. Composicion del medio de cultivo MS utilizado en la multiplicacion del

material expresado en mg/I.

Concentracion mg/I

NHsNO; 1650,00
KNO3 1900,00
CaCl,.2 H,0 332,02
MgS04.7 H,0 180,54
KH,PO, 170,00
FeEDDHA 96,00
MnSQO,4.H,0 16,90
ZnS04.7H,0 8,60
H3;BOs 6,20
Kl 0,83
Na;Mo00,.2H,0 0,25
CuS0,.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
Tiamina.HCI 0,40
Acido nicotinico 0,50
Piridoxina.HCI 0,50
Glicina 2,00
Mio-Inositol 100,00
IBA 0,01
BA 1,00
Sacarosa 3%(p/v)
Agar 0,7%(p/v)
pH 5,5-5,7

——
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3.2.1. ELABORACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Para elaborar un litro de medio se siguen los siguientes pasos:

En un vaso de un litro de capacidad, se afiade aproximadamente 800ml de agua
destilada. El vaso se coloca sobre un agitador magnético, y en el interior del vaso se
introduce un iman, de manera que se facilita la distribucion de los productos que se van

afiadiendo (Figura 5).

Figura 5: Elaboracion de medio de cultivo.

A continuacién con ayuda de una pipeta automatica se toman de las soluciones
stock las cantidades correspondientes de sales y componentes organicos, utilizando una
punta de pipeta diferente para cada solucion. Los compuestos que se afiaden en gran
cantidad (sacarosa, mio-inositol...) se pesan en una balanza de precision y se afiaden al
medio. Seguidamente se ajusta el volumen con una probeta de un litro, afiadiendo agua

destilada hasta alcanzar el volumen deseado.

Se mide el pH con un pH-metro y
se ajusta hasta alcanzar el pH requerido
con ayuda de soluciones de NaOH y CIH
de concentracion 1N. EI medio con el agar
disuelto se dispensa en frascos con ayuda

de un dispensador (Figura 6).
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Se procede seguidamente a la esterilizacion del medio en autoclave (Figura 7),
durante 20 minutos a 120°C y 1 atmdsfera de presidn. Transcurrido este tiempo y una
vez que desciende la presion alcanzada por el autoclave, se dejan enfriar los frascos a

temperatura ambiente.

Figura 7: Autoclave para esterilizacién.

3.3. EL CULTIVO EN CONDICIONES DE CRECIMIENTO LENTO

Con la conservacion in vitro en condiciones de crecimiento lento o ralentizado
se pretende reducir el crecimiento y mantener el material el mayor tiempo posible sin
subcultivos. Esta técnica es usada para mantener colecciones en minimo crecimiento,
por lo que es importante encontrar un protocolo adecuado al mayor namero de clones
con una duracién maxima de tiempo.

La reduccién del crecimiento en condiciones in vitro se puede lograr
disminuyendo en unos grados centigrados la temperatura de la camara de cultivo, y
reduciendo la intensidad o las horas luz, dependiendo de la sensibilidad de la especie.
También puede lograrse modificando la concentracion de nutrientes en el medio de

cultivo, eliminando o disminuyendo la concentracion de los reguladores de crecimiento
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o0 adicionando algun retardadante del crecimiento. El uso de osmoreguladores como la
sacarosa, han sido favorables para retardar el desarrollo.

En este trabajo se estudid el efecto de la ausencia (oscuridad) o presencia de luz
en el crecimiento lento a una temperatura baja constante de 4°C, asi como el efecto de la
disminucién de sacarosa y de las sales minerales en el medio de cultivo.

No se realizaron tratamientos de pre-acondicionamiento de temperatura para
pasar de la camara de cultivo a 23-25°C con fotoperiodo de 16 horas de luz a una
intensidad de 35 umol.m™?s™ a las condiciones de cada tratamiento en crecimiento lento
a 4°C. Los cultivos permanecieron durante dos semanas, en crecimiento activo (23-25°C
con fotoperiodo de 16 h) y después pasaron a la fase de crecimiento ralentizado a 3-4°C
de temperatura.

Para la realizacion de los tratamientos se efectud el subcultivo de 2 frascos por
clon, con 6 brotes en cada uno, siendo un total de 12 brotes por clon.

El control del estado y conservacion de las plantas durante el periodo de
almacenamiento en crecimiento lento se realizé cada 4 semanas.

Se anoto el porcentaje de supervivencia de los clones, (% de clones vivos al final
de cada tratamiento a 4°C respecto al nimero inicial de clones). Se tomaron ademas los

datos de multiplicacion y elongacion de los clones.

3.3.1. TRATAMIENTO 1: Crecimiento ralentizado a 4°C en medio de

cultivo MS20 durante 7 meses con luz continua.

Este ensayo tiene como objetivo ver el efecto de la luz continua en la
conservacion de los cultivos en crecimiento lento. Para ello el material permanecio
durante un periodo de 7 meses en condiciones de iluminacién con luz blanca con un
sistema de iluminacién LED de 3 vatios (110-150 Im) durante 24 h a 4°C. EIl medio de
cultivo utilizado en este ensayo fue un medio nutritivo basado en el medio MS utilizado
para los subcultivos del material descrito con anterioridad (Tabla 1) reduciendo la

sacarosa a un 2% (p/v) y que denominaremos MS20.
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3.3.2. TRATAMIENTO 2: Crecimiento ralentizado a 4°C en medio de
cultivo MS20 durante 7 meses en oscuridad.

Este ensayo se realizo para observar el efecto de la oscuridad en la conservacion
del material, manteniéndose durante un periodo de 7 meses en condiciones de oscuridad

a 4°C en el medio de cultivo MS20 descrito con anterioridad.

3.3.3. TRATAMIENTO 3: Crecimiento ralentizado a 4°C en medio de
cultivo 1/2MS20 durante 7 meses en oscuridad.

En este ensayo se modifico el medio de cultivo empleado para la conservacion,
manteniendo igual el periodo de tiempo en cultivo lento, 7 meses, la oscuridad y la
temperatura, 4°C. El medio de cultivo utilizado basado en el medio MS (Tablal)
reduciendo la sacarosa a un 2% (p/v) y los micronutrientes a la mitad de la

concentracion (50%), y lo denominaremos 1/2MS20.

3.3.4. TRATAMIENTO 4: Crecimiento ralentizado a 4°C en medio de

cultivo 1/2MS20 durante 12 meses en oscuridad.

En este ensayo se estudio el crecimiento lento a una temperatura constante de
4°C en oscuridad con gran namero de clones de diferentes géneros durante un periodo
de 12 meses, incrementando de esta forma el tiempo si comparamos con el Tratamiento
3.

A los 7 meses en condiciones de frio se contabilizan y estudian los resultados
(Tratamiento 3) y se reintroducen de nuevo en las condiciones de crecimiento lento sin
realizar un nuevo subcultivo hasta que cumplen un periodo total de 12 meses en el

mismo medio de cultivol/2MS20.
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3.35. RECUPERACION DEL MATERIAL DESPUES DE LA
CONSERVACION EN CRECIMIENTO LENTO

La recuperacion del material al terminar los distintos tratamientos se inicia con
el subcultivo del material en medio MS (Tabla 1) y en condiciones de 23-25°C de
temperatura con fotoperiodo de 16 horas a una intensidad de 35 pmol.m?s® en la
camara de cultivo. Después de la conservacion en frio, se realizaron 3 subcultivos

consecutivos en medio MS cada 4 semanas y se evalu6 el material.

3.4. ANALISIS DE DATOS.

Se tomaron, para todos los tratamientos, datos de multiplicacion y elongacion de
brotes, definiendo la tasa de multiplicacion como el nimero de brotes obtenidos a partir
de un brote (nimero de brotes/brote), y la elongacion de los brotes como una variable
binaria (“elonga” o “no elonga”) dependiendo de que el brote alcance, al menos, el
doble de la longitud inicial (10 mm) y se analizaron los resultados en funcion de estas
dos variables. Los datos de multiplicacion se agruparon en categorias, teniendo en
cuenta el nUmero de nuevos brotes por brote (Tasa de Multiplicacién). Se utilizaron 3
categorias arbitrarias segun que la tasa de multiplicacion fuera menor de 5 brotes por
brotes, entre 5y 7 0 mas de 7 brotes por brote. En el caso de clones de los 77 hibridos
de ciruelo por albaricoquero por ser un grupo muy numeroso de estudio solo se
utilizaron 2 categorias, segun fuera la tasa de multiplicacion mayor o menor de 5 brotes
por brote.

Se tomaron datos del namero de clones vivos al final de cada tratamiento a 4°C
respecto al nimero de clones inicial, expresado como porcentaje de supervivencia de los
clones. También se anotaron datos del estado del material para obtener la condicion de
desarrollo 6ptimo/normal (estandar), atendiendo a la presencia/ausencia de fisiopatias,
necrosis, senescencia, amarilleamiento, pardeamiento, desarrollo de la yema apical y
desarrollo anormal de callo basal.

Se evalud la recuperacion de los cultivos con la realizacién de 3 subcultivos
consecutivos cada 4 semanas en medio MS, después de la conservacion en frio, para

volver al crecimiento in vitro activo.
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3.4.1. ANALISIS ESTADISTICO.

Para el grupo de clones mas numeroso (los 77 hibridos de ciruelo por
albaricoquero) se realizé un anlisis estadistico de la relacion entre las variables “tasa
de multiplicacion > 5” y “elongacion de brotes”, ambas con dos categorias, utilizando
tablas de contingencia para ver laasociacion entre las distribuciones de las dos
variables. Se realizaron tests ¥ (Chi-cuadrado) cuyo célculo nos permite afirmar con un
nivel de confianza determinado si los niveles de una variable cualitativa estdn asociados
a los niveles de la otra variable nominal analizada, es decir, nos permite saber si la tasa
de multiplicacion de los brotes por encima o no de 5 brotes por brote, es un factor
determinante para que dicho brote elongue. Los deméas grupos poseen un numero de
clones pequefio que no aconseja su andlisis estadistico.

Para la realizacion de los andlisis se utilizO el paquete estadistico R
(R Development Core Team, 2008)
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Resultados

4. RESULTADOS

4.1. TRATAMIENTO 1: Crecimiento ralentizado a 4°C en medio de cultivo
MS20 durante 7 meses con luz continua

En este ensayo el material se conservo en presencia de luz blanca mediante un
sistema de iluminacién LED de 3 vatios (110-150 Im) durante 24 horas dentro de la
camara a 4°C. El control del estado y conservacion de las plantas durante el periodo de
almacenamiento en crecimiento lento se inici6 a las 4 semanas.

En la primera revision en estas condiciones, se observo una masiva defoliacion
de los cultivos y un oscurecimiento generalizado de los tejidos que empeord con el

tiempo, por lo que las siguientes revisiones se realizaron una vez a la semana.

Tras 2 revisiones mas, es decir a los 2 meses y medio desde el inicio del ensayo,

se finalizé debido al mal aspecto de los cultivos y al peligro de perder el material.

4.2. TRATAMIENTO 2: Crecimiento ralentizado a 4°C en medio de cultivo

MS20 durante 7 meses en oscuridad.

El material se mantuvo en oscuridad y a 4°C durante 7 meses con revisiones
cada 4 semanas. Después de siete meses se observd que todo el material de nuevo
crecimiento estaba etiolado debido a la ausencia de luz.

Se tomaron datos de multiplicacion y de elongacion al finalizar el tratamiento.
Los resultados se muestran separadamente segun los géneros. En el caso del género
Prunus, el estudio se hard también por especies ya que es un grupo amplio y diverso con

un total de 125 clones.
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4.2.1. Género Prunus.

- Prunus cerasifera (10 clones).

Los resultados muestran que en todos los clones que presentan una tasa de
multiplicacion superior a 5, los brotes elongan, a excepcion del Mirobolan 29C que
presenta un buena multiplicacién, pero los brotes no estan elongados (Tabla 2). EI 36%
de los clones presentan bajas tasas de multiplicacion (<5 brotes por brote) como el
Mirobolan 743, Mirobolan B, Mirobolan P y Adara. Mientras que el 45,5 % de los
clones destaca por su elevada tasa de multiplicacién ( >7 brotes por brote) (Figura 8). Se

observa que cuando los brotes multiplican con tasa inferior a 5 tampoco elongan.

Tabla 2: Prunus cerasifera en el Tratamiento 2. Resultados de multiplicacion en

crecimiento lento (X para <5 brotes por brote, XX con tasa entre 5-7 brotes por brote, o

XXX si son >7 brotes por brote). Elongacion (+) o no elongacion (-).

MS20 Multiplicacion Elongacion
Mirobolan 29C XXX _
Mirobolan 748 XXX +
Mirobolan 469 XXX +
Mirobolan 543 XX +
Mirobolan 605 XXX +
Mirobolan 743 X -
Mirobolan P2175 XX +
Mirobolan P2980 XXX +
Mirobolan B X -
Mirobolan P X -
Adara X -
[ 7]
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Figura 8: Mirobolan P2980 (izquierda) y Mirobolan 605 (derecha) ambos de la especie
Prunus cerasifera con tasa de multiplicacion mayor de 7 y brotes elongados en el
Tratamiento 2.

La tasa de multiplicacion obtenida presenta grandes diferencias entre los clones
(Figura 9), siendo maxima para el Mirobolan 748 con una tasa de 10,2 brotes por brote,
y minima para Mirobolan P, Mirobolan 743 y Mirobolan B con tasas de multiplicacién
entre 0,5y 1,4. En el caso de Adara su tasa de multiplicacién también esta por debajo de
5 (Figura 10).
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Figura 9: Tasa de multiplicacién de los clones de Prunus cerasifera en el Tratamiento 2.
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Figura 10: Mirobolan 743 (izquierda) y Adara (derecha) ambos de la especie Prunus
cerasifera con tasa de multiplicacion menor de 5y brotes no elongados en el
Tratamiento 2.

- Prunus cerasifera x munsoniana (4 clones).

En todos los clones de Mariana el material multiplica por encima de 5 brotes por
brote, y s6lo Mariana P, multiplica pero no elonga, es decir, los brotes no crecen en
altura (Tabla 3). La tasa de multiplicacion llega a 12 en el clon de Mariana 2624-11 con
buen aspecto (Figuras 11 y 12). La menor tasa de multiplicacién corresponde a Mariana
P con 5,8.

Figura 11: Mariana 2624-11 perteneciente a Prunus cerasifera x munsoniana con
brotes elongados y tasa de multiplicacion mayor de7 brotes por brote tras el

Tratamiento 2.
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Tabla 3: Prunus cerasifera x munsoniana en el tratamiento 2. Resultados de
multiplicacion en crecimiento lento (X para <5 brotes por brote, XX con tasa entre 5-7
brotes por brote, 0 XXX si son >7 brotes por brote). Elongacién (+) o no elongacion (-).

MS20 Multiplicacion Elongacion
Mariana 2624-11 XXX +
Mariana 2624-12 XXX +
Mariana P XX -
Mariana GF 81 XXX +
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Figura 12: Tasa de multiplicacion de P. cerasifera x munsoniana en el Tratamiento 2.

- Prunus cerasifera x armeniaca (77 clones).

Al ser un grupo numeroso de clones, se realizd un analisis estadistico de la
relacion entre las variables cualitativas de multiplicacién y elongacion. Utilizamos una
tabla de contingencia para estudiar la distribucién conjunta de las dos variables (Tabla
4).
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El andlisis de la relacion de dependencia entre variables cualitativas utiliza un
contraste estadistico basado en el estadistico ¥* (Chi-cuadrado), cuyo calculo nos
permite afirmar con un nivel de confianza determinado si los niveles de una variable
cualitativa estan asociados a los niveles de la otra variable nominal analizada, en este
caso nos permite saber si la tasa de multiplicacion de los brotes por encima o no de 5
brotes por brote, es un factor determinante para que dicho brote elongue.

Podemos observar en la columna de la derecha y en la fila inferior de la Tabla 4
las frecuencias marginales de estas 2 variables.

Para los 77 clones de Prunus cerasifera x armeniaca en el tratamiento 2 y con el
medio de cultivo MS20 los resultados obtenidos muestran una falta de asociacién entre
las variables elongacién y multiplicacién, como muestra el valor de la ¥°, que con 1
grado de libertad no cae en la region de rechazo con una probabilidad alta de p=0,2031
de forma que las diferencias encontradas no son estadisticamente significativas y las

variables son independientes.

Tabla 4: Tabla de Contingencia entre multiplicacion y elongacion de los brotes

de Prunus cerasifera x armeniaca (Tratamiento 2) con el valor de y* y su probabilidad

de error p.
MS20 Elongacion No elongacion Total
Multiplicacion<b 7 18 25
Multiplicacion>5 24 28 52
Total 31 46 77
v’=1,6202
p=0,2031 (n.s.)

La Figura 13 muestra el aspecto de los brotes cultivados en el medio MS20,

elongados y con baja tasa de multiplicacion.
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Figura 13: Clon nimero 65
perteneciente a Prunus cerasifera x
armeniaca con brotes elongados y tasa
de multiplicacion menor de 5 brotes
por brote después del Tratamiento 2.

- Prunus domestica (15 clones).

Entre los ciruelos P. domestica observamos que 12 de los 15 clones
multiplicaron por encima de 5 brotes por brote, lo que supone un 80% del material
(Tabla 5). De ese 80%, el 83% de los clones también elongaron. EI 20% restante que
presentd una multiplicacion por debajo de 5 brotes por brote, no elongaron. Ademas, el
26,7% de los clones multiplicé con una tasa superior a 7 brotes por brote.

De estos clones se observa que la tasa de multiplicacién de la ciruela Reina
Claudia Verde (denominada clon Ciruelo-1) fue de 10,8 brotes por brote y los brotes
habian elongado (Figura 14).

Figura 14: Reina Claudia Verde (Ciruelo-1), clon de Prunus domestica, con una tasa de

multiplicacion mayor que 7 y elongacion de los brotes tras el Tratamiento 2.
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Tabla 5: Prunus domestica en el Tratamiento 2. Resultados de multiplicacion en
crecimiento lento (X para <5 brotes por brote, XX con tasa entre 5-7 brotes por brote, o
XXX si son >7 brotes por brote). Elongacion (+) o no elongacion (-).

MS20 Multiplicacion Elongacion
Ciruelo-1 XXX +
Ciruelo-2 XX -
Ciruelo-3 XX +
Ciruelo-4 XX +
Ciruelo-5 XX +
Ciruelo-6 XX -
Ciruelo-7 XX +
Ciruelo-8 XX +
Ciruelo-9 X -
Ciruelo-10 X -
Ciruelo-11 X -
Ciruelo-12 XX +
Ciruelo-13 XXX +
Ciruelo-14 XXX +
Ciruelo-15 XXX +

- Prunus insititia (1 clon).
En esta especie se estudio un el clon Pollizo 25.
La tasa de multiplicacion fue alta, 7,5 brotes por brote y los brotes elongaron

durante este periodo de tiempo (7 meses) presentado muy buen estado (Figura 15).
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Figura 15: Pollizo 25, clon de Prunus insititia con una tasa de multiplicacién mayor

que 7y brotes elongados después del Tratamiento 2.

- Cerezos: Prunus cerasus (2 clones) y Prunus avium x pseudocerasus (1 clon).
Tras el Tratamiento 2 todos los clones sin excepcion multiplicaron con una tasa

superior a 7 (Tabla 6), entre 7 -8 brotes, y sus brotes elongaron (Figuras 16 y 17).

Tabla 6: Prunus cerasus (Cab) y P. avium x pseudocerasus (Colt) en el
Tratamiento 2. Resultados de multiplicacion en crecimiento lento (X para <5 brotes por
brote, XX con tasa entre 5-7 brotes por brote, 0 XXX si son >7 brotes por brote).

Elongacion (+) o no elongacion (-).

MS20 Multiplicacion Elongacion
Cab 6P XXX +
Cab P XXX +
Colt XXX +
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Figura 16: Tasa de multiplicacion de Prunus cerasus y P. avium x pseudocerasus en el
Tratamiento 2.

Figura 17: Cab P (izquierda) y Cab 6P (derecha) ambos clones de Prunus cerasus con

una tasa de multiplicacion de 7 y brotes elongados después del Tratamiento 2.

- Melocotonero e hibridos: Prunus persica (1 clon), Prunus amygdalus x persica
(6 clones) y Prunus persica x davidiana (2 clones).
En este grupo el clon Cadaman (Prunus persica x davidiana) muri6é tras un

periodo de 4 meses en las condiciones del Tratamiento 2.

78

——
| —



Resultados

Los resultados obtenidos en este grupo (Tabla 7) muestran el clon Adafuel 0
como el Gnico que multiplicoé por encima de la tasa de 5, lo que representa un 12,5% del
total de clones. ElI 75% de los clones multiplicaron por debajo de la tasa de 5, pero
elongaron, a excepcion de los clones GF305 y Adarcias 0 (Figura 18). Cadaman no se

adapto6 a las condiciones del Tratamiento 2.

Tabla 7: Prunus persica, P. amygdalus x persica y P. persica x davidiana en el
Tratamiento 2. Resultados de multiplicacion en crecimiento lento (X para <5 brotes por
brote, XX con tasa entre 5-7 brotes por brote, 0 XXX si son >7 brotes por brote).

Elongacion (+) o no elongacion (-).

MS20 Multiplicacion Elongacion
GF305 X -
Adarcias 0 X -
Adarcias 7 X +
Adafuel X +
Adafuel 0 XX +

GF 677 X +

G x N 22 X +
Nemaguard X +
Cadaman
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Figura 18: Nemaguard (Prunus persica x davidiana) (izquierda) con elongacién de

brotes y Adarcias 0 (Prunus amygdalus x persica) (derecha) sin elongacion de brotes,
ambos con tasa inferior a 5 en el Tratamiento 2.

Las tasas de multiplicacién dentro del grupo variaron entre 6 brotes para Adafuel
0, y 1 brote para el melocotonero (Prunus persica), es decir no presentd multiplicacion

al crecer en estas condiciones (Figura 19).
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Figura 19: Tasas de multiplicacion de Prunus persica, Prunus amygdalus x persica y

Prunus persica x davidiana en el Tratamiento 2.
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- Prunus spinosa (6 clones).
Se observa que cuatro de los seis clones obtienen una alta tasa de multiplicacion
(superior a 7) y también hay elongacion de los brotes. Los dos clones que multiplican

poco no presentan elongacion de los brotes (Tabla 8).

Tabla 8: Prunus spinosa en el Tratamiento 2. Resultados de multiplicacion en
crecimiento lento (X para <5 brotes por brote, XX con tasa entre 5-7 brotes por brote, o
XXX si son >7 brotes por brote). Elongacién (+) o no elongacién (-).

MS20 Multiplicacion Elongacion
Endrino 1 X -
Endrino 2 XXX +
Endrino 3 XXX +
Endrino 4 X -
Endrino 5 XXX +
Endrino 6 XXX +

El 66,7% de los clones multiplica con una tasa superior a 10 (Figura 20) siendo
los de mayor tasa, 12 brotes por brote, los clones Endrino 5 y 6 (Figura 21). Dos clones
de P. spinosa presentan una tasa inferior a 5: Endrino 1 y 4 presentan una tasa entre 3,5
y 3,8.
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Figura 20: Tasa de multiplicacion de Prunus spinosa en el Tratamiento 2.

Figura 21: Endrino 6 (Prunus spinosa) con elongacion de brotes y tasa de
multiplicacion mayor de 7 brotes por brote en el Tratamiento 2.

4.2.2. Género Malus: Malus domestica (2 clones).

En los dos clones estudiados hay elongacion. Sin embargo existen diferencias
entre estos dos clones en cuanto a la multiplicacion; la tasa de multiplicacion para
manzano Jork 9 fue de 2 y de 4,8 brotes para Douce D Jerba, méas del doble. El aspecto

de los 2 clones al salir del crecimiento lento es bueno (Figura 22).
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. 8

Figura 22: Manzano Jork 9 (izquierda) con tasa de multiplicacion de 2 y Douce D" Jerba
(derecha) con tasa de 4,8. Ambos del género Malus con elongacién de los brotes en el
Tratamiento 2.

4.2.3. Género Pyrus: Pyrus communis (1 clon).

El Unico clon del género Pyrus, sobrevive en buen estado. Aunque este cultivo
multiplica poco, la elongacion de sus brotes es muy elevada (Figura 23).
Para este clon de peral se obtiene una tasa de multiplicacion de 2,5 brotes por

brote en las condiciones del Tratamiento 2.

Figura 23: Peral perteneciente al género Pyrus con brotes elongados y tasa de

multiplicacion por debajo de 5 brotes por brote en el Tratamiento 2.
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4.2.4. Género Ficus: Ficus carica (2 clones).

Del género Ficus solo sobrevive uno de los dos clones estudiados. El otro muere
antes de completar el periodo de 7 meses. El clon superviviente, Higuera S4, multiplica
bien en estas condiciones llegando a una tasa de 5 y presenta elongacion de los brotes
(Figura 24).

Figura 24: Higuera S4 (género Ficus) con elongacidn de los brotes y tasa de
multiplicacién 5 brotes por brote en el Tratamiento 2.

4.2.5. Género Punica: Punica granatum (1 clon).

De este genero estudiamos un clon que muri6 a los 4 meses de cultivo en estas

condiciones.

4.2.6. Género Cydonia: Cydonia oblonga (2 clones).

En este género encontramos similitudes entre sus dos clones ya que ambos
multiplican poco (<5 brotes por brote) y la elongacion de sus brotes es la maxima

observada entre todos los clones (Figura 25).
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Figura 25: Membrillero BA 29 (género Cydonia) con elongacion de los brotes y tasa de
multiplicacion inferior a 5 brotes por brote tras el Tratamiento 2.

Sus tasas de multiplicacion son similares 1,5-1,6 en ambos clones y aunque sean

tasas de multiplicacion bajas, su aspecto es excelente.

4.2.7. Género Eriobotrya: Eriobotrya japonica (2 clones).

En este genero ambos clones presentan la misma respuesta a las condiciones del
Tratamiento 2, multiplican poco (tasa <5) y hay elongacién de sus brotes (Figura 26).

Es un material dificil de cultivar in vitro, y que en crecimiento activo multiplica

muy poco, lo que se aprecia también en el crecimiento ralentizado. Alguno de sus brotes

incluso muere en estas condiciones. La tasa de multiplicacién se sitda entre 0,8 y 1,1.

85

——
| —



Resultados

Figura 26: Clon 1 de Nispero japonés (género Eriobotrya) con elongacién de los brotes
y tasa de multiplicacion inferior a 5 brotes por brote en el Tratamiento 2.

4.2.8. Género Crataegus: Crataegus monogyna (3 clones).

Los tres clones de éste género presentaron resultados similares en estas
condiciones: multiplican muy poco, algunos brotes mueren (Figura 27), y la elongacion
de sus brotes es muy elevada. La tasa de multiplicacion esta entre 1,4 y 1,1 brotes por
brote.

Figura 27: Género Crataegus con tasa de multiplicacion menor de 5 brotes por brote,

elongacion de los brotes y brotes muertos en el Tratamiento 2.
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4.3. TRATAMIENTO 3: Crecimiento ralentizado a 4°C en medio de cultivo
1/2MS20 durante 7 meses en oscuridad.

En este tercer tratamiento la conservacion de las plantas se realizé durante 7
meses de almacenamiento en crecimiento lento en oscuridad, el medio utilizado fue
1/2MS20 y se realiz6 una revision del material cada 4 semanas.

Los resultados de los cultivos en el caso del género Prunus se analizaran
atendiendo a sus diferentes especies por ser el grupo mayor y mas diverso (125 clones).
Para el resto del material los resultados se expondran segun los diferentes géneros. Se
tomaron datos de multiplicacién y elongacion de los cultivos tras 7 meses en las
condiciones del Tratamiento 3.

4.3.1. Género Prunus.

- Prunus cerasifera (10 clones).

Observamos que a excepcion del Mirobolan B que multiplica poco (Tabla 9),
todos los demas multiplican por encima de 5 brotes por brote. Ademas el 45,5% de los
clones: Mirobolan 29C, Mirobolan 748, Mirobolan 469, Mirobolan 605 (Figuras 28 y
29) y Mirobolan P, multiplican mucho en estas condiciones. Con respecto a la
elongacion cabe destacar que cuatro clones: Mirobolan 29C, Mirobolan P2980,
Mirobolan B y Mirobolan P no elongan, lo que supone el 36,4% del total.

La tasa de multiplicacion que se obtiene al finalizar el Tratamiento 3, presenta
grandes diferencias en este grupo (Figura 30), siendo la tasa de multiplicacion mas alta
para el Mirobolan 748 con 13 brotes por brote y la mas baja para Mirobolan B con una
tasa de multiplicacién de 3,7. Se supera el 5 en la tasa de multiplicacion para todos los

clones excepto para Mirobolan B.
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Tabla 9: Prunus cerasifera en el Tratamiento 3. Resultados de multiplicacion en
crecimiento lento (X para <5 brotes por brote, XX con tasa entre 5-7 brotes por brote, 0
XXX si son >7 brotes por brote). Elongacién (+) o no elongacion (-).

1/2MS20 Multiplicacion Elongacion
Mirobolan 29C XXX -
Mirobolan 748 XXX +
Mirobolan 469 XXX +
Mirobolan 543 XX +
Mirobolan 605 XXX +
Mirobolan 743 XX +
Mirobolan P2175 XX +
Mirobolan P2980 XX -
Mirobolan B X -
Mirobolan P XXX -
Adara XX +

Figura 28: Mirobolan B (Prunus cerasifera) sin elongacién de los brotes y con una tasa

de multiplicacién por debajo de 5 brotes por brote tras el Tratamiento 3.
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Figura 29: Mirobolan 743 (izquierda) cuya tasa de multiplicacion esta entre 5-7 y

Mirobolan 605 (derecha) cuya tasa de multiplicacion es mayor de 7, ambos con

elongacién de sus brotes pertenecientes a Prunus cerasifera en el Tratamiento 3.
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Figura 30: Tasa de multiplicacion de Prunus cerasifera en el Tratamiento 3.

- Prunus cerasifera x munsoniana (4 clones).

En todos los casos el material multiplica por encima de 5 brotes por brote,
excepto en Mariana 2624-11, que multiplica por debajo de la tasa de 5 y no hay

elongacion de sus brotes (Tabla 10). S6lo en 1 de los 3 clones que multiplican por

encima de 5, Mariana P, no existe elongacidn de sus brotes.
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Resultados

Tabla 10: Prunus cerasifera x munsoniana en el Tratamiento 3. Resultados de
multiplicacion en crecimiento lento (X para <5 brotes por brote, XX con tasa entre 5-7

brotes por brote, 0 XXX si son >7 brotes por brote). Elongacién (+) o no elongacion (-).

1/2MS20 Multiplicacion Elongacion
Mariana 2624-11 X -
Mariana 2624-12 XXX +
Mariana GF 81 XXX +
Mariana P XXX -

El 75% de los clones superan una tasa de multiplicacion de 8 (Figura 31), siendo
la maxima de 9,2 para Mariana 2624-12. Sin embargo destaca la baja tasa de
multiplicacion del clon Mariana 2624-11, que es de 3,6 (Figura 32). Estos dos clones de
Mariana 2624 de diferente origen presentan un comportamiento muy diferente en el

Tratamiento 3.
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Figura 31: Tasa de multiplicacion Prunus cerasifera x munsoniana en el Tratamiento 3.
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Resultados

Figura 32: Mariana 2624-11 (izquierda) sin elongacion de los brotes y con tasa de
multiplicacion inferior a 5 y Mariana 2624-12 (derecha) con elongacion de los brotes y
tasa de multiplicacion superior a 5 ambos pertenecientes a Prunus cerasifera x
munsoniana tras el Tratamiento 3.

- Prunus cerasifera x armeniaca (77 clones).

Al ser un namero elevado de clones, se realiza un analisis estadistico de los
resultados del Tratamiento 3, estudiando la relacion entre dos variables cualitativas
diferentes, multiplicacion y elongacién. Utilizamos las tablas de contingencia para
expresar la relacion entre las dos variables (Tabla 11).

Para los 77 clones de Prunus cerasifera x armeniaca en el Tratamiento 3 y con
el medio de cultivo 1/2MS20 podemos ver en la columna de la derecha y en la fila
inferior de la Tablal2 las frecuencias marginales de estas 2 variables

La relacién de dependencia entre variables cualitativas utiliza un contraste
estadistico basado en el estadistico x* (Chi-cuadrado), cuyo calculo nos permite afirmar
con un nivel de confianza determinado si los niveles de una variable cualitativa estan
asociados a los niveles de la otra variable nominal analizada, es decir, nos permite saber
si la tasa de multiplicacion de los brotes por encima o no de 5 brotes por brote, es un

factor determinante para que dicho brote elongue.




Resultados

Tabla 11: Tabla de Contingencia entre multiplicacion y elongacién de los brotes
de Prunus cerasifera x armeniaca (Tratamiento 3) con el valor de ¥* y su probabilidad

de error p.
1/2MS20 Elongacion  No elongacion Total
Multiplicacion <5 0 16 16
Multiplicacion >5 43 18 61
Total 43 34 77
Y’=22,7642
p=1,831*10°
(***)

Con el medio de cultivo 1/2MS20 los resultados obtenidos muestran una fuerte
asociacion de la tasa de multiplicacion (menor o mayor que 5) con la elongacion, o no,
de los brotes, con una y°=22,7642, que para 1 grado de libertad, hace aceptar la
hipdtesis de que las diferencias entre las frecuencias son estadisticamente significativas
y no debidas al azar, con una probabilidad de error muy pequefia p=1,831*10°. Es
decir, los brotes que tienen una tasa de multiplicacion mayor que 5 presentan
elongacion, mientras que los brotes que presentan una tasa de multiplicacion menor que
5 no elongan. Las variables ‘tasa de multiplicacién’ y ‘elongacion’ son dependientes
con un grado de asociacion muy significativo.

La Figura 33 muestra el aspecto de los brotes cultivados en el medio de cultivo

1/2MS20, elongados y con alta o baja tasa de multiplicacion.
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Resultados

Figura 33: Clon nimero 72 (izquierda) con brotes elongados y baja tasa de
multiplicacion y clon 53 (derecha) con brotes elongados y elevada multiplicacion,
ambos clones de Prunus cerasifera x armeniaca al salir del Tratamiento 3.

- Prunus domestica (15 clones).

En el 80 % del material estudiado, 12 de los 15 clones, la tasa de multiplicacion
se encuentra por encima de 5. En 11 de los 12 casos donde la multiplicacion es elevada,
también hay elongacion de sus brotes. S6lo 1 de los clones que multiplican con tasa
superior a 5 no elonga. Ademas, los 3 clones que no multiplican mucho en este medio
(tasa de multiplicacién inferior a 5), tampoco elongan (Tabla 12).

La tasa de multiplicacion de la ciruela Reina Claudia Verde (clon ciruelo-1) fue
de 10,8 brotes por brote y se produce la elongacion de sus brotes a lo largo del
tratamiento (Figura 34).
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Resultados

Tabla 12: Prunus domestica en el Tratamiento 3. Resultados de multiplicacion
en crecimiento lento (X para <5 brotes por brote, XX con tasa entre 5-7 brotes por

brote, 0 XXX si son >7 brotes por brote). Elongacion (+) o no elongacion (-).

1/2MS20 Multiplicacion Elongacion
Ciruelo-1 XXX +
Ciruelo-2 XX -
Ciruelo-3 XX +
Ciruelo-4 XX +
Ciruelo-5 XX +
Ciruelo-6 XX -
Ciruelo-7 XX +
Ciruelo-8 X +
Ciruelo-9 X -
Ciruelo-10 XX -
Ciruelo-11 X -
Ciruelo-12 XX +
Ciruelo-13 XXX +
Ciruelo-14 XX +
Ciruelo-15 XXX +
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Resultados

Figura 34: Reina Claudia Verde (clon ciruelo-1) de Prunus domestica con elongacion
de los brotes y tasa de multiplicacion mayor de 7 brotes por brote en el Tratamiento 3.

- Prunus insititia (1 clon).

Este clon responde bien a las condiciones de crecimiento lento en este
tratamiento. Su tasa de multiplicacion es de 8 y la elongacién de sus brotes es elevada
(Figura 35).

Figura 35: Pollizo 25 perteneciente a Prunus insititia con elongacion de los brotes y

tasa de multiplicacion mayor de 7 brotes por brote en el Tratamiento 3.
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Resultados

- Cerezos: Prunus cerasus (2 clones) y Prunus avium x pseudocerasus (1 clon).

En el grupo de cerezos observamos que todos multiplican con tasas elevadas en
este medio de cultivo (1/2MS20) y a su vez elongan, sin excepcién (Tabla 13).

Comparando la tasa de multiplicacion de estos clones, observamos que esta tasa
no baja del 6 de promedio (Figura 36 y 37). La tasa més alta corresponde a Cab 6P con

8,2 brotes por brote

Tabla 13: Prunus cerasus y Prunus avium x pseudocerasus en el Tratamiento 3.
Resultados de multiplicacion en crecimiento lento (X para <5 brotes por brote, XX con
tasa entre 5-7 brotes por brote, 0 XXX si son >7 brotes por brote). Elongacion (+) o0 no

elongacion (-).

1/2MS20 Multiplicacion Elongacion
Cab 6P XXX +
CabP XX +
Colt XXX +

Figura 36: Tasa de multiplicacion de Prunus cerasus y Prunus avium X pseudocerasus

Tratamiento 3

[y
IS
|

[N
N
|

[N
o

1%
1
11

Tasa de Multiplicacion
(n°de brotes/brote)

e Medio de

cultivo
1/2MS20

oON B O 0

Cab CabP Colt

Cerezos

en el Tratamiento 3.

——

96

'



Resultados

Figura 37: Colt perteneciente a Prunus avium x pseudocerasus con elongacion de los

brotes y tasa de multiplicacion superior a 7 brotes por brote en el tratamiento 3.

- Melocotonero e hibridos: Prunus persica (1 clon), Prunus amygdalus x persica
(6 clones) y Prunus persica x davidiana (2 clones).

Cadaman se ve afectado por la baja temperatura del crecimiento lento hasta el
punto de morir al cabo de 4 meses. En este grupo de melocotonero y sus hibridos
observamos que el 37,5% de los clones: Adarcias 0, Adafuel 0 y GxN 22 (Figura 38),
multiplican con una tasa superior a 5 brotes por brote. Los 3 clones que multiplican con
tasas superiores no presentan sin embargo elongacion en los brotes. Los clones que
presentan elongacion en los brotes son Adarcias 7 y GF677 que suponen un 25% del

material, y son precisamente clones con baja tasa de multiplicacion (Tabla 14).

Comparando las tasas de multiplicacién de los hibridos: Prunus amygdalus x
persica y Prunus persica x davidiana, con melocotonero (Prunus persica) (Figura 38),
destacan los hibridos Adarcias 0 con una tasa de multiplicacion de 4.6, Adafuel 0 con
una tasa de 6 y GxN 22 con la mayor tasa de todos de 7,5 brotes por brote. La tasa mas
baja la observamos en GF305 con tasa 1,3 (Figura 39) aunque también es bastante baja

la del clon denominado Adafuel con 1,6 brotes por brote.

Tabla 14: Prunus persica, Prunus amygdalus x persica y Prunus persica X

davidiana en el Tratamiento 3. Resultados de multiplicacién en crecimiento lento (X
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Resultados

para <5 brotes por brote, XX con tasa entre 5-7 brotes por brote, 0 XXX si son >7
brotes por brote). Elongacion (+) o no elongacion (-).

1/2MS20 Multiplicacion Elongacion

GF305 X -

Adarcias 0 XX -

Adarcias 7 X +

Adafuel X -

Adafuel 0 XX -

GF 677 X +

GxN 22 XXX -

Nemaguard X -

Cadaman
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Figura 38: Tasa de multiplicacion de los clones de Prunus persica, Prunus amygdalus x

persica y Prunus persica x davidiana en el Tratamiento 3.
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Resultados

Figura 39: Adarcias 0 (Prunus amygdalus x persica) (izquierda) con tasa superior a5y
GF 305 (Prunus persica) (derecha) con tasa inferior a 5 brotes por brote, ambos sin
elongacién de los brotes en el Tratamiento 3.

- Prunus spinosa (6 clones).

Estudiando la multiplicacion y elongacion de estos clones tras el tratamiento 3,
se observa que en los 2 clones que multiplican con una tasa de multiplicacién superior a
5,también existe elongacion de sus brotes (Tabla 15). De la misma forma todos los que
multiplican por debajo de esa tasa no elongan, a excepcién de 1 clon, Endrino 6 que
multiplica poco (<5 brotes por brote) pero sus brotes elongan (Figura 40).

Figura 40: Endrino 6 perteneciente a Prunus spinosa con elongacion de los brotes y

multiplicacion inferior a 5 brotes por brote en el Tratamiento 3.
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Resultados

Tabla 15: Prunus spinosa en el Tratamiento 3. Resultados de multiplicacion en
crecimiento lento (X para <5 brotes por brote, XX con tasa entre 5-7 brotes por brote, o
XXX si son >7 brotes por brote). Elongacién (+) o no elongacion (-).

1/2MS20 Multiplicacion Elongacion
Endrino 1 X -
Endrino 2 X -
Endrino 3 X -
Endrino 4 XXX +
Endrino 5 XXX +
Endrino 6 X +

Los diferentes clones de endrino presenta notables diferencias con respecto a su
tasa de multiplicacion en este ensayo (Figura 41). Mientras que el 33,3% de los clones
(2 clones) multiplica con una tasa superior a 10 brotes por brote, siendo la mas elevada
la de Endrino 5 con 12,2 brotes. El otro 66,7% de los clones (4 clones) lo hacen entre un

3,2y 3,8 de tasa de multiplicacion.
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Figura 41: Tasa de multiplicacion de Prunus spinosa en el Tratamiento 3.
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Resultados

4.3.2. Género Malus: Malus domestica (2 clones).

El manzano Douce D"Jerba multiplica por encima de 5 (5,2) y existe elongacion
de los brotes, sin embargo el manzano Jork 9 multiplica menos (tasa 3,8) aunque existe
también elongacion de brotes (Figura 42).

Figura 42: Manzano Jork 9 (izquierda) con tasa de multiplicacién 3,8 y Douce D" Jerba
(derecha) con tasa 5,2 brotes por brote, ambos del género Malus con elongacion de sus
brotes en el Tratamiento 3.

4.3.3. Género Pyrus: Pyrus communis (1 clon).

El clon estudiado de este género presenta muy buen estado al finalizar el
Tratamiento 3. Aunque este cultivo multiplica poco, la elongacion de sus brotes es
méaxima llegando al borde superior del recipiente de cultivo (Figura 43). Para peral se

obtiene una tasa de multiplicacion de 3 en las condiciones del Tratamiento 3.

Figura 43: Varios brotes de
peral (género Pyrus) elongados
por encima del tamafio del
recipiente de cultivo que lo

contenia tras el Tratamiento 3.
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Resultados

4.3.4. Género Ficus: Ficus carica (2 clones).

Los 2 clones de higuera multiplican por debajo de 5 brotes por brote y no hay
elongacién de los brotes (Figura 44). La baja tasa de multiplicacion fue de 1,4 para el
clon Higuera S4 y 1,6 brotes por brote para el clon Napolitana.

Figura 44: Higuera S4 (género Ficus) con tasa de multiplicacion 1,4 brotes por brote y
sin elongacion de los brotes tras el Tratamiento 3.

4.3.5. Género Punica: Punica granatum (1 clon).

El clon de granado murié antes de transcurrir los 7 meses del periodo del ensayo.

4.3.6. Género Cydonia: Cydonia oblonga (2 clones).

En este género encontramos similitudes entre sus dos clones, ambos multiplican
por debajo de 5 brotes por brote y existe elongacion elevada de los brotes. Sin embargo,
la tasa de multiplicacion del membrillero EM-C es practicamente el doble que la del
membrillero BA 29 ya que su tasa de multiplicacion es de 3,4 frente al 1,8 brotes por
brote del membrillero BA29 (Figura 45).
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Resultados

Figura 45: Membrillero EM-C (izquierda) con tasa de multiplicacion 3,4 y membrillero
BA 29 (derecha) con tasa de multiplicacionl,8 brotes por brote, ambos con elongacién
de los brotes tras el Tratamiento 3.

4.3.7. Género Eriobotrya: Eriobotrya japonica (2 clones).
En este género ambos clones presentan similar apariencia con escasa
multiplicacion (<5 brotes por brote) y falta de elongacién de sus brotes (Figura 46).

Figura 46: Nispero japones 2
(género Eriobotrya) sin
elongacion de los brotes en el

Tratamiento 3.

ANt

Es un material dificil de cultivar in vitro y en crecimiento activo multiplica muy
poco; en este ensayo alguno de los brotes de estos clones incluso muere durante el
experimento. ES un material que también tiene baja tasa de multiplicacién en el
Tratamiento 3. La tasa de multiplicacion en el género Eriobotrya esta entre los valores

de 1 para el clon Nispero japonés 1y 1,75 brotes por brote para Nispero japonés 2.
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Resultados

4.3.8. Género Crataegus: Crataegus monogyna (3 clones).

Los tres clones reaccionan de la misma manera: sus brotes multiplican mucho y
la elongacion de los brotes supera el tamafio del envase de cultivo que los contiene. La
tasa de multiplicacién es elevada y esta en torno a los 12-14 brotes por brote en los tres
clones para este tratamiento (Figuras 47 y 48).

Figura 47: Espino albar 1 perteneciente al género Crataegus con elongacién de los

brotes tras el Tratamiento 3.
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Figura 48: Tasa de multiplicacion de los clones del género Crataegus en Tratamiento 3.
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Resultados

4.4. TRATAMIENTO 4: Crecimiento ralentizado a 4°C en medio de cultivo
1/2MS20 durante 12 meses en oscuridad.

En este ensayo se planted alargar el periodo de tiempo hasta alcanzar 12 meses
en las condiciones del tratamiento 3 dados los resultados tras 7 meses de cultivo en
crecimiento ralentizado a 4°C en medio 1/2MS20 y oscuridad.

Después de 12 meses en las mismas condiciones de cultivo no hubo variacién en
el nimero de clones en cultivo aunque se observo un cierto decaimiento respecto a los 7
meses, que no impidio el crecimiento posterior de los brotes.

Como en los tratamientos anteriores, presentaremos los resultados de
multiplicacion y elongacion de los brotes por géneros. En el caso del género Prunus lo

haremos por especies debido al elevado nimero de clones.

4.4.1. Género Prunus.

- Prunus cerasifera (10 clones).

Entre los 10 clones de esta especie, observamos que Mirobolan B (Figura 49)
presenta una tasa de multiplicacion inferior a 5 y no hay elongacion de los brotes en
estas condiciones (Tabla 16). El resto, que supone el 90,9% multiplican por encima de 5
brotes por brote. Ademas, destacan por su elevada tasa de multiplicacion (>7 brotes por
brote) los clones de Mirobolan 29C, Mirobolan 748 (Figura 49), Mirobolan 469,
Mirobolan 605 y Mirobolan P, que suponen el 45,5% del material. En el caso de
Mirobolan 29C, Mirobolan P2980, Mirobolan B y Mirobolan P no presentan elongacion
de los brotes. En los demas clones hay elongacion de brotes, lo que supone un 63,6% de

los cultivos de esta especie.
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Resultados

Tabla 16: Prunus cerasifera en el Tratamiento 4. Resultados de multiplicacion
en crecimiento lento (X para <5 brotes por brote, XX con tasa entre 5-7 brotes por
brote, 0 XXX si son >7 brotes por brote). Elongacion (+) o no elongacion (-).

1/2MS20 Multiplicacion Elongacion
Mirobolan 29C XXX -
Mirobolan 748 XXX +
Mirobolan 469 XXX +
Mirobolan 543 XX +
Mirobolan 605 XXX +
Mirobolan 743 XX +
Mirobolan P2175 XX +
Mirobolan P2980 XX -
Mirobolan B X -
Mirobolan P XXX -
Adara XX +

Figura 49: Mirobolan B (izquierda) sin elongacion de sus brotes y Mirobolan 748

(derecha) con elongacion de los brotes de Prunus cerasifera en el Tratamiento 4.
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Resultados

En la Figura 50 podemos observar las diferencias en la tasa de multiplicacion
entre los distintos clones. La méaxima es de 13,2 para el clon Mirobolan 748, y la méas
baja de 3,8 para el clon Mirobolan B. En todos los casos la tasa de multiplicacion supera

los 5 brotes por brote, excepto para este clon.
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Figura 50: Tasa de multiplicacion de Prunus cerasifera en el Tratamiento 4.

- Prunus cerasifera x munsoniana (4 clones).

Tres de los clones estudiados presentaron alta tasa de multiplicacion, y uno muy
baja (Tabla 17). El clon Mariana 2624-11 (Figura 51) multiplica poco, menos de 5
brotes por brote y no hay elongacion de los brotes; en el resto de los clones del material
multiplica por encima de 5 .Mariana 2624-12 y Mariana GF 81 multiplican y elongan, y
Mariana P multiplica por encima de 7 brotes por brote pero no hay elongacion de los

brotes.
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Resultados

Figura 51: Mariana 2614-11 perteneciente a Prunus cerasifera x munsoniana sin
elongacion de sus brotes y multiplicacion inferior a 5 brotes por brote tras el
Tratamiento 4.

Tabla 17: Prunus cerasifera x munsoniana en el Tratamiento 4. Resultados de
multiplicacién en crecimiento lento (X para <5 brotes por brote, XX con tasa entre 5-7
brotes por brote, 0 XXX si son >7 brotes por brote). Elongacién (+) o no elongacién (-).

1/2MS20 Multiplicacion Elongacion
Mariana 2624-11 X -
Mariana 2624-12 XXX +
Mariana GF 81 XXX +
Mariana P XXX -

El clon Mariana 2624-11 en este tratamiento destaca por la baja tasa de
multiplicacion (3,6). El resto de los clones superan el 8 de tasa de multiplicacion, siendo

la maxima tasa para Mariana 2624-12 con 9,4 brotes por brote (Figura 52).

108

——
| —



Resultados

Tratamiento 4

14 -
S
3 = 12 -

o
25107 _
23 8- Medio de
55 §- cultivo
=5 —
28 4- 1/2MS20
ST 24
Il N
F oo

Mariana Mariana Mariana Mariana
2624-11 2624-12 P GF 81

Prunus cerasifera x munsoniana

Figura 52: Tasa de multiplicacion de Prunus cerasifera x munsoniana en Tratamiento 4.

- Prunus cerasifera x armeniaca (77 clones).

Este tratamiento es la continuacion en el tiempo del Tratamiento 3, observando
las variables elongacion y tasa multiplicacion a los 12 meses. Los resultados observados
no han experimentados cambios respecto al Tratamiento 3, por lo que valen las mismas
conclusiones, existiendo una fuerte asociacion entre las variables, de forma que los
brotes que tienen una tasa de multiplicacion mayor que 5 presentan elongacion,
mientras que cuando la tasa de multiplicacion es menor que 5 no la presentan.

Podemos observar el estado del material con alta o baja tasa de multiplicacion en
el medio de cultivo 1/2MS20 y la elongacién o no de sus brotes en cultivo en la Figura
53.
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Resultados

Figura 53: Clon 74 (izquierda) con brotes elongados y alta tasa de multiplicacion y clon

72 (derecha) con brotes no elongados y baja tasa de multiplicacion, ambos clones

pertenecientes a Prunus cerasifera x armeniaca al salir del Tratamiento 4.

- Prunus domestica (15 clones).

De los clones de ciruelo estudiados, 12 multiplican bien y hay elongacién de sus
brotes, a excepcion de 1 que multiplica bien pero no elonga (Tabla 18). Esto supone que
el 80% del material de este grupo multiplica por encima de 5 brotes por brote. Entre los
clones que multiplican poco, con tasa menor de 5, el Ciruelo 9 y 11 presentan mal
aspecto al finalizar el experimento. La tasa de multiplicacién es muy baja en estos
clones y no hay elongacion de los brotes. Supone el 13,3% de los clones.

El clon Reina Claudia Verde (Ciruelo-1) presenta sin embargo una alta tasa de

multiplicacion de 11 brotes por brote y los brotes elongan (Figura 54).

Figura 54: Reina Claudia
Verde (ciruelo-1) con
elongacion de los brotes y
tasa de multiplicacion 11

brotes por brote.
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Resultados

Tabla 18: Prunus domestica en el Tratamiento 4. Resultados de multiplicacion
en crecimiento lento (X para <5 brotes por brote, XX con tasa entre 5-7 brotes por
brote, 0 XXX si son >7 brotes por brote). Elongacion (+) o no elongacion (-).

1/2MS20 Multiplicacion Elongacion
Ciruelo-1 XXX +
Ciruelo-2 XX -
Ciruelo-3 XX +
Ciruelo-4 XX +
Ciruelo-5 XX +
Ciruelo-6 XX -
Ciruelo-7 XX +
Ciruelo-8 X -
Ciruelo-9 X MAL -
Ciruelo-10 XX -
Ciruelo-11 X MAL -
Ciruelo-12 XX +
Ciruelo-13 XXX +
Ciruelo-14 XX +
Ciruelo-15 XXX +

- Prunus insititia (1 clon).

Durante todo el periodo de 12 meses de crecimiento lento en oscuridad y en el
medio 1/2MS20, el clon Pollizo 25 responde bien, multiplica mucho y elongan los
brotes (Figura 55). Su tasa de multiplicacion esta por encima de 7, llegando a una media

de 8,2 brotes por brote lo cual es una elevada proporcion en cultivo lento.
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Resultados

Figura 55: Pollizo 25 de la especie Prunus insititia con elongacién de los brotes y tasa
de multiplicacion 8,2 brotes por brote al finalizar el Tratamiento 4.

- Cerezos: Prunus cerasus (2 clones) y Prunus avium x pseudocerasus (1 clon).
En el grupo de los cerezo observamos que en estas condiciones tras el periodo de

12 meses, todos los clones multiplican y sus brotes elongan, sin excepcién (Tabla 19).

Tabla 19: Prunus cerasus y Prunus avium x P.pseudocerasus en el Tratamiento
4. Resultados de multiplicacion en crecimiento lento (X para <5 brotes por brote, XX
con tasa entre 5-7 brotes por brote, 0 XXX si son >7 brotes por brote). Elongacion (+) o

no elongacion (-).

1/2MS20 Multiplicacion Elongacion
Cab 6P XXX +
CabP XX +
Colt XXX +
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La tasa de multiplicacion menor corresponde a Cab P (Figura 56) y sin embargo
es superior a 6 brotes por brote en todos los clones (Figura 57), lo que es un buen
promedio, y en el clon Cab es de mas de 8 brotes por brote. Todos los cerezos

estudiados se comportan de una manera similar en estas condiciones.

Figura 56: Cab P perteneciente a Prunus cerasus con elongacidn de sus brotes y alta
tasa de multiplicacion (>7 brotes por brote) en el Tratamiento 4.
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Figura 57: Tasa de multiplicacion de Prunus cerasus y Prunus avium X pseudocerasus

en el Tratamiento 4.
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- Melocotonero e hibridos: Prunus persica (1 clon), Prunus amygdalus x persica
(6 clones) y Prunus persica x davidiana (2 clones).

En este grupo no sobreviven todos los clones. Cadaman, probablemente por sus
necesidades de cultivo a mayor temperatura, muere a los 4 meses de cultivo a 4°C.

Los resultados de multiplicacion y elongacién muestran que sélo 3 clones de los
8 supervivientes multiplican con 5 brotes por brote 0 mas (Tabla 20), son los clones de
Adarcias 0, Adafuel 0 y GxN 22, suponen el 37,5% del material. Sin embargo en la
mayoria de los clones no hay elongacion de sus brotes con estas condiciones (75%), a
excepcion de Adarcias 7 y GF677.

El melocotonero GF305 tiene la tasa mas baja de multiplicacién, sélo 1,1 brotes
por brote (Figura 58). Una gran diferencia con el clon de mayor tasa, el hibrido GxN 22
con 7,5 brotes por brote como media. Los resultados presentan una alta variabilidad,
donde el 62,5% de los clones no llega a una tasa de multiplicacion de 5 (Figura 59).

Tabla 20: Prunus persica, Prunus amygdalus x persica y Prunus persica. X
davidiana en el Tratamiento 4. Resultados de multiplicacion en crecimiento lento (X
para <5 brotes por brote, XX con tasa entre 5-7 brotes por brote, 0 XXX si son >7

brotes por brote). Elongacion (+) o no elongacion (-).

1/2MS20 Multiplicacion Elongacion
GF305 X -
Adarcias 0 XX -
Adarcias 7 X +
Adafuel X -
Adafuel 0 XX -

GF 677 X +
GxN 22 XXX -
Nemaguard X -
Cadaman
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Figura 58: GF 305 perteneciente a Prunus persica sin
elongacién de los brotes y con tasa de multiplicacién de 1,1
brotes por brote en el Tratamiento 4.
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Figura 59: Tasa de multiplicacion de Prunus persica, Prunus amygdalus x persica y

Prunus persica x davidiana en el Tratamiento 4.

- Prunus spinosa (6 clones).
Entre los clones de Prunus spinosa Unicamente 2 clones multiplican por encima

de 7 brotes por brote, también elongan y suponen el 33,3% del material. El resto de los
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clones en cultivo multiplican poco (<5 brotes por brote) y no elongan (Tabla 21).
Después de 12 meses en crecimiento lento, los clones que multiplican poco y no
presentan elongacion de los brotes tienen mal aspecto y comienza el empardecimiento

de los brotes (Figura 60).

Figura 60: Clon endrino 1 perteneciente a Prunus spinosa sin elongacién de los brotes
y con tasa de multiplicacion inferior a 5 brotes por brote en el Tratamiento 4.

Tabla 21: Prunus spinosa en el Tratamiento 4. Resultados de multiplicacion en
crecimiento lento (X para <5 brotes por brote, XX con tasa entre 5-7 brotes por brote, o

XXX si son >7 brotes por brote). Elongacion (+) o no elongacion (-).

1/2MS20 Multiplicacion | Elongacion
Endrino 1 X MAL -
Endrino 2 X MAL -
Endrino 3 X MAL -
Endrino 4 XXX +
Endrino 5 XXX +
Endrino 6 X MAL -
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El 66,7% de los clones presentan una tasa de multiplicacién entre 3,2 y 3,5. Solo
dos clones: 4 y 5, multiplican con una tasa alta de 10 y 12 brotes por brote

respectivamente (Figura 61).
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Figura 61: Tasa de multiplicacion de Prunus spinosa en el Tratamiento 4.

4.4.2. Género Malus: Malus domestica (2 clones).

De los dos clones de manzano estudiados, Douce D’Jerba multiplica un poco
méas que Jork 9, y en ambos clones hay elongacién de los brotes. La tasa de
multiplicacion esta entre 4 para Jork 9 y 5 para Douce D"Jerba, sin embargo los brotes
presentan mal aspecto en ambos clones, con empardecimiento en la base y aspecto

vitreo en la parte aérea (Figura 62).
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Figura 62: Manzano Douce D Jerba (género Malus) con elongacién de los brotes tras el
Tratamiento 4.

4.4.3. Género Pyrus: Pyrus communis (1 clon).

El clon de peral estudiado multiplica poco (<5 brotes por brote) y presenta
elongacién de los brotes.

La tasa de multiplicacién es de 3,3 brotes, sin embargo, el material comienza a
ponerse pardo por la parte del apice en algunos de los brotes elongados (Figura 63).

Figura 63: Peral perteneciente al género Pyrus con algun brote muerto tras el

Tratamiento 4.
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4.4.4. Género Ficus: Ficus carica (2 clones).

Los resultados observados en ambos clones indican que las higueras multiplican
poco (menos de 5 brotes por brote) y no presentan elongacion (Figura 64).

Figura 64: Higuera S4 perteneciente al género Ficus con tasa de multiplicacion menor
de 5 brotes por brote y sin elongacion de los brotes en el Tratamiento 4.

La tasa de multiplicacion es de 1,2 para el clon de higuera S4 y de 1,4 para el
clon Napolitana. Es una tasa muy baja teniendo en cuenta que en condiciones de

crecimiento activo presentan una multiplicacion muy elevada.

4.4.5. Género Punica: Punica granatum (1 clon).

El clon de granado murié antes de finalizar el tiempo del ensayo.

4.4.6. Género Cydonia: Cydonia oblonga (2 clones).

Los dos clones de membrillero presentan una baja tasa de multiplicacion y los
brotes elongan. Los brotes de estos clones, al pasar los 12 meses comienzan a tener un
aspecto pardo (Figura 65). Membrillero EM-C tiene una tasa de multiplicacion de 3,6

mas del doble que Membrillero BA 29 con tasa de multiplicacion 1,6.
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Figura 65: Membrillero EM-C perteneciente al género Cydonia con elongacion de los

brotes en el Tratamiento 4.

4.4.7. Género Eriobotrya: Eriobotrya japonica (2 clones).

Observamos que en los dos clones de este género no existe elongacion de los
brotes y multiplican muy poco (por debajo de 5 brotes por brote). Para el clon nispero
japonés-1 la tasa es de 0.8, no llega ni a 1 brote por brote, y para el clon nispero
japonés-2 es de 1,75 brotes por brote. Sobrevive la mayor parte del material, pero
alguno de los brotes de estos clones muere durante los meses de crecimiento lento
(Figura 66).

Figura 66: Nispero japonés 1 perteneciente al género Eriobotrya sin elongacion de los

brotes y con tasa de multiplicacion 1,75 brotes por brote en el Tratamiento 4.
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4.4.8. Género Crataegus: Crataegus monogyna (3 clones).

Todos los clones del género en estas condiciones reaccionan de igual forma: sus
brotes multiplican mucho (>7 brotes por brote) y existe elongacion de los brotes
superando el tamafio del frasco de cultivo que los contiene (Figura 67).

La tasa de multiplicacion es elevada, 12 para el clon 1 y la maxima de 14 para el
clon 2 (Figura 68).

Figura 67: Espino Albar 2 del género Crataegus con elongacion de sus brotes y tasa de
multiplicacién 14 brotes por brote en el Tratamiento 4.
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Figura 68: Tasa de multiplicacion de los clones del género Crataegus en Tratamiento 4.
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4.5. EFECTO LUZ/OSCURIDAD

El mantenimiento de estas especies frutales en condiciones de crecimiento
ralentizado con iluminacién continua provoco el decaimiento rapido de todos los
cultivos indicando que la presencia de luz continua es desfavorable para la conservacion
de este material.

El control del estado de las plantas durante el Tratamiento 1 con luz continua se
realizo inicialmente cada 4 semanas, pero el resto de revisiones se hicieron cada 15 dias
debido al mal estado del material. A los 2 meses y medio se suspende el ensayo de luz
continua debido al mal aspecto de los cultivos, con defoliacion masiva y peligro de

perder el material, quedando eliminada la luz continua para los siguientes tratamientos.

El porcentaje de supervivencia de los clones (% de clones vivos a 4°C respecto
al nimero inicial de clones) en los tratamientos en oscuridad (Tratamientos 2, 3, y 4)
superd el 97% (Figura 69), por lo que se observa que para el cultivo de estas especies en

crecimiento lento han de mantenerse en oscuridad.

Supervivencia por Tratamientos
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Figura 69: Grafico del porcentaje de supervivencia de los clones segun los diferentes

tratamientos.
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4.6. EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO

Se han comparado dos medios de cultivo diferentes, en similares condiciones de
crecimiento, basados en el medio de cultivo MS: MS20 y 1/2 MS20 que difieren en la
cantidad de macronutrientes.

El porcentaje de supervivencia de los clones después de las distintas condiciones
de crecimiento ralentizado, ha sido similar. Comparando los medios MS20 (Tratamiento
2) donde la supervivencia es del 97,8% de los clones, y 1/2MS20 (Tratamientos 3y 4)

con una supervivencia del 98,6% de los clones, la diferencia es inapreciable (Figura 70).

Medio MS20 Medio 1/2MS20
97,8% 98,6%
| W SUPERVIVENCIA | 4 SUPERVIVENCIA
CLONES CLONES
4 MORTANDAD : “ MORTANDAD
2,2% 1,4%

Figura 70: Gréfico del porcentaje de supervivencia en los medios de cultivo MS20 y
1/2MS20

En los géneros Malus, Pyrus, Cydonia, Eriobotrya y Crataegus, la supervivencia
es del 100% en todos los tratamientos (Figura 71). El género Punica no ha sobrevivido
con los tratamientos utilizados en crecimiento ralentizado en este trabajo. En el género
Ficus se obtiene el 100% de supervivencia para el medio de cultivo 1/2MS20, y sélo el
50% en MS20 al morir todos los brotes de uno de los clones del estudio. El género
Prunus presenta un 99,2% de supervivencia en todos los tratamientos.

Este porcentaje de supervivencia global del 98,6% es un resultado muy

satisfactorio.
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Figura 71: Comparacion del porcentaje de supervivencia de los clones en los
Tratamientos 2 y 3 segun los diferentes géneros.

El porcentaje de supervivencia en los 2 medios de cultivo para los 138 clones
estudiados ha superado el 97% tras un periodo de 7 meses de cultivo en frio (Figura 70).
Sin embargo, si analizamos los resultados obtenidos en ambos medios de cultivo con
respecto a la tasa de multiplicacion, para los diferentes géneros (excepto Prunus), se
observa que el medio 1/2MS20 mejora la tasa de multiplicacion en los clones de todos
los géneros excepto para Higuera S4, en el que la tasa de multiplicacion en el medio
MS20 es mas del doble que la obtenida en el medio 1/2MS20 (Figuras 72 y 73). En el
género Punica no obtenemos respuesta en ninguno de los 2 medios, muriendo a lo largo

de los tratamientos.
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En el género Crataegus se observa la mayor diferencia de comportamiento entre
los dos medios de cultivo, indicando la importancia de utilizar un medio de cultivo
adecuado para la conservacion de cada material (Figura 74). En este género la tasa de
multiplicacion en MS20 se sitGa entre 1,1 y 1,4 mientras que para el medio de cultivo
1/2MS20 se situa entre 12 y 14 brotes por brote, lo que supone un aumento del 92% en
la tasa entre ambos medios.

Tasa de Multiplicacion
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n°de brotes / brote
o

Manzano Jork9
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Napolitana
Higuera S4
Granado I
Membrillero BA
Membrillero EM-C
Nispero Japonés 1
Nispero Japonés 2
Espino Albar 1
Espino Albar 2
Espino Albar 3

Manzano Douce D Jerba

MALUS PYRUS FICUS PUNICA CYDONIA | EROBOTRYA CRATAEGUS

= Medio MS20 = Medio 1/2MS20

Figura 72: Comparacién de la tasa de multiplicacién de 7 géneros en los medios de
cultivo MS20 y 1/2MS20.
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Figura 73: Clon Higuera S4 perteneciente al género Ficus al salir del crecimiento lento
de 7 meses, a la izquierda en el medio MS20 y a la derecha en el medio 1/2MS20.

Figura 74: Clon Espino Albar 2 en el medio MS20 (izquierda) y en el medio 1/2MS20

(derecha) del género Crataegus al salir del crecimiento lento de 7 meses.

Hay que destacar también que entre estos géneros Unicamente el género
Crataegus en sus tres clones y en el genero Malus el manzano Douce D’Jerba
cultivados en el medio de cultivo 1/2MS20 (Figura 75), y la Higuera S4 del género
Ficus en el medio MS20 alcanzan una tasa de multiplicacion de 5. En el resto del
material estudiado, la tasa de multiplicacion fue siempre inferior a 5 en cualquiera de

los dos medios de cultivo.
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Figura 75: Clon Manzano Douce D’ Jerba, perteneciente al género Malus, en el medio
MS20 (izquierda) y en el medio 1/2MS20 (derecha) al salir del crecimiento lento de 7

meses.

En cuanto a la elongacion de los brotes, no hay diferencias apreciables entre los
dos medios de cultivo, ya que si un clon elonga lo hace en los dos medios y en el caso
contrario, en ninguno. El género Eriobotrya es la excepcidn ya que sus clones presentan
elongacién de brotes en el medio de cultivo MS20 y no elongan en el medio de cultivo
1/2MS20 (Figura 76).

Figura 76: Clon Nispero 1 en el medio MS20 (izquierda) y en el medio 1/2MS20

(derecha) del género Eriobotrya tras el crecimiento lento durante 7 meses.
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Los resultados obtenidos para los 125 clones del género Prunus mostraron que la
supervivencia en cualquiera de los tratamientos super6 el 99% de los clones (Figura 70).
Unicamente el clon Cadaman, hibrido de Prunus persica. x davidiana, muere antes de
los 7 meses en cualquiera de los dos medios.

Sin tener en cuenta los 77 hibridos de ciruelo por albaricoquero, la tasa de
multiplicacion de los otros 35 clones de Prunus, muestran diferencias entre los dos
medios de cultivo utilizados (Figura 81). Asi, la tasa es mayor en el medio 1/2MS20 en
la especie P. cerasifera para cuatro clones de diez: Mirobolan 748, Mirobolan 743,

Mirobolan B, Mirobolan P y Adara (Figura 77) en el mismo periodo de tiempo.

Figura 77: Clon Adara en el medio MS20 (izquierda) y en el medio 1/2MS20 (derecha)

de Prunus cerasifera al salir crecimiento lento durante 7 meses.

Mayores tasas de multiplicacion en medio 1/2MS20 las encontramos también en
Mariana P y cuatro clones de hibrido almendro x melocotonero (Adarcias 0, GXN 22,
GF 677 y Nemaguard) asi como en un clon de P. spinosa (Endrino 4). Por otra parte, la
tasa de multiplicacion en el medio MS20 fue superior en otros clones: Mirobolan
P2980, Mariana 2624-11, y Adafuel, asi como en tres de los seis clones de P. spinosa.

El 31,4% de los clones del género Prunus multiplica mas en el medio de cultivo
1/2MS20 frente al 20% que lo hace en el medio de cultivo MS20 (Figura 78). Para el
resto de los clones de éste género (48,6%) su respuesta de multiplicacién es similar en

ambos medios de cultivo (Figura 79).
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Figura 78: Clon de Mariana 2621-11 en el medio MS20 (izquierda) y en el medio
1/2MS20 (derecha) de P. cerasifera x munsoniana tras el crecimiento lento durante 7

meses.

Cabe sefialar que los clones Mirobolan B, GF 305, Adarcias 7, Adafuel, GF677
y Nemaguard, tienen una tasa de multiplicacion inferior a 5 en ambos medios de cultivo
(MS20 o 1/2MS20) (Figura 79).

En cuanto a la elongacion de los brotes, 13 de los 35 clones de Prunus
anteriormente indicados varian segun el medio en el que estén. Mirobolan 743 (Figura
80), Adara y Mariana P presentan elongacion de los brotes s6lo en el medio de cultivo
1/2MS20, y sin embargo en los clones Mirobolan P2980, Mariana 2624-11, Mariana
GF81 (Figuras 81), Adafuel, Adafuel 0, GXN 22 y Nemaguard (Figura 82) presentan
elongacion de los brotes Unicamente en el medio de cultivo MS20. EI endrino 4 (P.
spinosa) presenta elongacion de los brotes en el medio de cultivo 1/2MS20, y sin
embargo en los clones Endrino 2 y Endrino 3 hay elongacion de los brotes Unicamente

en el medio de cultivo MS20.
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Figura 79: Comparacion de la tasa de multiplicacién de los clones del género Prunus en los medios de cultivo MS20 y 1/2MS20.
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Figura 80: Mirobolan 743 en el medio MS20 (izquierda) y en el medio 1/2MS20

(derecha) de la especie Prunus cerasifera en crecimiento lento durante 7 meses.

Figura 81: Marian GF-81 en el medio MS20 (izquierda) y en el medio 1/2MS20
(derecha) de la especie Prunus cerasifera x munsoniana en crecimiento lento durante 7

Meses.

Figura 82: Nemaguard en el medio MS20 (izquierda) y en el medio 1/2MS20 (derecha)

de la especie Prunus amygdalus x persica en crecimiento lento durante 7 meses.
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Por otra parte el efecto de los medios de cultivo en el comportamiento del grupo
de hibridos P. cerasifera x armeniaca (77 clones) muestra grandes diferencias en el
hébito de crecimiento de los brotes, ya que las variables ‘tasa de multiplicacion’ y
‘elongacion’ de los brotes muestran en el estudio estadistico diferente grado de
asociacion segun el medio de cultivo utilizado. Cuando los brotes crecen en MS20 no
hay grado de asociacion estadisticamente significativo (Figura 83, Tabla 4), mientras
que en 1/2MS20 las variables muestran una fuerte asociacion (Figura 84, Tabla 11). La
representacion grafica de las frecuencias relativas, respecto a la tasa de multiplicacién
ayuda a ver estas diferencias (Figura 83 Y 84).

En el medio de cultivo 1/2MS20 observamos la tendencia de que cuando los
brotes multiplican menos de 5 brotes por brote no muestran elongacion, mientras que
con tasas de multiplicacion superiores a 5 los brotes muestran elongacion. Por otra
parte, en el medio MS20 se observa esta tendencia solo cuando la tasa de multiplicacion
es inferior a 5, en cuyos brotes no hay elongacion, pero no se mantiene la tendencia
cuando la tasa de multiplicacion es superior a 5 (Figuras 83 y 84).

Mientras en el medio de cultivo MS20 las diferencias encontradas pueden
deberse al azar al no ser estadisticamente significativas, en el medio 1/2MS20 no, ya
que la probabilidad de que la asociacion entre elongacion y multiplicacion sea debida al

azar es extremadamente pequefia.

Medio MS20
% clones —
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20

multiplicacion >5

0
multiplicacion <5
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no elongacion

Figura 83: Frecuencias relativas en el medio MS20, respecto a la tasa de multiplicacion,

de los clones de P. cerasifera x armeniaca que presentan, o no, elongacion.
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Figura 84: Frecuencias relativas en el medio 1/2MS20, respecto a la tasa de

multiplicacion de clones de P. cerasifera x armeniaca que presentan, o no, elongacion.

En el medio MS20 elongan el 31% de los clones que presentan una tasa de

multiplicacion superior a 5, mientras los que presentan tasa >5 en el medio 1/2MS20

elongan el 56%. Con respecto a la tasa de multiplicacion, en el medio MS20 un 67%

multiplica méas de 5 brotes y sin embargo en 1/2MS20 un mayor porcentaje de clones

(79%) multiplica por encima de 5 (Tabla 22). Algunos clones presentan un

comportamiento distinto segun el medio: multiplican y elongan o no multiplican ni

elongan (Figura 85).

Tabla 22: Resultados de multiplicacién y elongacion de los brotes de Prunus

cerasifera x armeniaca en los medios utilizados expresado en porcentaje (Tratamiento 2

y3).
Elongacion No elongacién
%
MS20 1/2MS20 MS20 1/2MS20
Multiplicacion<b 9 0 24 21
Multiplicacion>5 31 56 36 23
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Figura 85: Clon n® 18 (Prunus cerasifera x armeniaca) tras 7 meses en crecimiento
lento en el medio MS20 (izquierda) con brotes con baja tasa de multiplicacion y no
elongados, y en el medio 1/2MS20 (derecha) con brotes con alta tasa de

multiplicacién y elongados.

4.7. EFECTO TIEMPO

El efecto del tiempo en cultivo a bajas temperaturas se ha estudiado analizando
los resultados del Tratamiento 3 y Tratamiento 4, que varian Unicamente en la duracion
del tratamiento de 7 o 12 meses respectivamente. El porcentaje de supervivencia para
ambos tratamientos, en el estudio global de los 148 clones, es la misma para un periodo
de 7 6 12 meses, superando una supervivencia del 97% de los clones. Unicamente el
clon Cadaman del género Prunus y el clon de granado del género Punica murieron a los
4 meses de permanencia en estas condiciones de cultivo lento en ambos tratamientos.

La elongacion de los brotes no depende tampoco del periodo de tiempo de
permanencia en el cultivo ralentizado. Los clones que no presenta elongacion a los 7
meses de cultivo tampoco la presentan a los 12.

Sin embargo, se observa en algunos casos un empeoramiento del estado de los
clones al finalizar el periodo de 12 meses. Los resultados se analizaron para los
diferentes géneros observando el empeoramiento e incluso la muerte de algunos brotes

del material al permanecer un periodo de 12 meses en estas condiciones.
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La tasa de multiplicacion en algunos clones mejora si el cultivo permanece
durante 12 meses en condiciones de crecimiento ralentizado frente a 7 meses
produciéndose un aumento en la tasa del 9% en el mejor de los casos (Espino Albar 1) y
del 5% en el peor de los casos (Manzano Jork 9). Para el clon Nispero 2 perteneciente al
género Eriobotrya no hay variacién en su tasa de multiplicacion al aumentar el periodo
de tiempo en cultivo. Sin embargo, para el clon Douce D"Jerba (género Malus), el clon
de Peral (género Pyrus), los dos clones de Ficus, los dos clones de Cydonia y el clon
Nispero japonés 1 del género Eriobotrya disminuye la tasa de multiplicacion al morir
algunos brotes en el cultivo mas prolongado (Figura 86). EI género Crataegus presenta

un incremento de la tasa de multiplicacion en todos sus clones (Figura 87).

(1) )

Figura 86: Brotes en cultivo de clones de 5 géneros en 1/2MS20 después

de 12 meses en cultivo ralentizado: Manzano Douce D" Jerba (Malus) (1).

Peral (Pyrus) (2). Higuera S4 (Ficus) (3). Membrillero BA (Cydonia) (4).
Nispero japonés-1 (Eriobotrya) (5).

135

——
| —



Resultados

Tasa de multiplicacién en 1/2MS20

n°de brotes / brote
(o)}
[
\
|

4 - | [ | B
‘[ il nilemE NN
0 » < ———
o = < < o (@) — ~ — N ™
¥ £ 5 g 2 i @ < 2 3 5 5 5
- 2 3 S <) o m S S =2 = S
o g 3|56/ | & | % T %
@ < 2 = 5 S 3 o o o)
(] z T 5 = ° ° £ £ c
8 £ 5 3 3 2 & Z
s £ Z z « w .
s z z
MALUS  |PYRUS FICUS  PUNICA CYDONIA |EROBOTRYA CRATAEGUS

Medio 1/2MS20- 7 Meses Medio 1/2MS20-12 Meses

Figura 87: Comparacion de la tasa de multiplicacion en 7 géneros en el medio de cultivo

1/2MS20 después de 7 y 12 meses en cultivo lento.

En el género Prunus, la tasa de multiplicacion de los 35 clones estudiados
(descontando los 77 hibridos de ciruelo por albaricoquero) presentan diferencias poco

importantes entre los dos tiempos de cultivo (Figura 88).

Dentro de la especie P. cerasifera la tasa de multiplicacion aumenta en la
mayoria de los clones cuando los conservamos durante 12 meses, excepto el clon Adara
que mantiene la misma tasa, y el clon Mirobolan 29C, que disminuye ligeramente,
porque algunos brotes mueren. S6lo 1 de los clones multiplica por debajo de la tasa de

multiplicacion de 5.
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Figura 88: Comparacion de la tasa de multiplicacion del género Prunus en el medio de cultivo 1/2MS20 en los periodos de 7 y 12 meses.




Resultados

Dentro del grupo P. cerasifera x munsoniana, los clones Mariana 2624-11 y
Mariana P al pasar de 7 a 12 meses presentan un empeoramiento de su aspecto y se
reduce su tasa de multiplicacion ya que, algunos brotes se vuelven marrones y mueren
(Figura 89). Sin embargo en los clones Mariana 2624-12 y Mariana GF 81 la tasa de
multiplicacion obtenida mejora en un 2% cuando pasamos de 7 a 12 meses de cultivo y

mantienen un buen aspecto.

Figura 89: Clon Mariana
2624-11 (Prunus cerasifera
X munsoniana) después de
12 meses de cultivo en el
medio 1/2MS20
(Tratamiento 4).

Dentro del grupo de los ciruelos el clon Reina Claudia Verde y un clon de
Prunus insititia (Pollizo de Murcia 25) no varian su tasa de multiplicacion con el
incremento de tiempo.

En el grupo cerezo el clon Colt multiplica algo mas tras un periodo de 12 meses
con buen aspecto (un 2,5% mas), y los 2 clones Cab no varian su tasa de multiplicacion
aunque su buen aspecto se mantuvo.

Dentro del grupo de melocotonero e hibridos (P. persica, P. amygdalus x persica
y P. persica x davidiana) la tasa de multiplicacionde disminuye en el 55,5% de los
clones para 12 meses de conservacion y algunos brotes empeoran su aspecto. En el clon
GF305, la disminucion de la tasa fue del 12,8% y para el clon Adafuel 0 del 3,3%, ya
que algunos de los brotes se ponen marrones y mueren (Figura 90). La tasa de
multiplicacion no vario en 2 de los clones, y s6lo Adarcias 0 presento un aumento de la
tasa de multiplicacion al aumentar el periodo de tiempo en cultivo ralentizado.

En P. spinosa los clones tras 12 meses de permanencia en cultivo ralentizado
multiplicaban por debajo de 5 brotes, disminuyendo un 66,6% frente a 7 meses de

cultivo y ademas el aspecto de los brotes cambié a color pardo (Figura 91).
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Figura 90: GF 305 (Prunus
persica) en el medio
1/2MS20 después de 12

meses en el Tratamiento 4.

Figura 91: Clon Endrino 2
(Prunus spinosa) en el
medio 1/2MS20 después de
12 meses en Tratamiento 4.

En los 77 clones de P. cerasifera x armeniaca al aumentar el tiempo de cultivo
en condiciones de crecimiento lento en el medio 1/2MS20, los brotes sufren deterioro y
muerte por lo que su tasa de multiplicacion disminuye en el 28,5% de los clones. Sin
embargo, no presenta cambios en las frecuencias de las tasas de multiplicacion >5 o <5,
manteniéndose los clones en los mismos grupos, por lo que no hay diferencias en el
grado de asociacion de las variables.

Es decir en el medio de cultivo MS20 no encontramos asociacion entre
multiplicacién y elongacion, pero en el medio de cultivo 1/2MS20 el test 4 revela que
existe una asociacion significativa entre la tasa de multiplicacién y la elongacion de los
brotes (Tabla 4 y 11; Figura 83 y 84).
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4.8. RECUPERACION DEL MATERIAL

En la gran mayoria de los clones estudiados se ha obtenido el 100% de
supervivencia, sin embargo encontramos diferencias en el nimero de subcultivos
necesarios para una recuperacion oéptima (crecimiento estandar) después de los
tratamientos. Los diferentes géneros estudiados presentan diferencias en el niamero de
subcultivos necesarios para un crecimiento activo in vitro 6ptimo, tras los tratamientos
de crecimiento ralentizado. En general, consideramos que el nimero de subcultivos
necesarios para la recuperacion del material acondiciones de crecimiento activo es de 3
subcultivos (3 meses) (Figura 92 y 93).

La recuperacion en el género Prunus en 3 subcultivos tiene lugar en un 49,2% de
los clones tras un periodo de 7 meses en frio en el medio MS20 y sin embargo, el
porcentaje de clones que se recuperan en 3 subcultivos, después de 12 meses en
crecimiento lento en medio 1/2MS20, es mucho mayor, un 80,9%.

(4)

Figura 92: Estados de desarrollo del Mirobolan 605 de la especie Prunus cerasifera al
salir de la conservacidn en frio tras el Tratamiento 2 (1), el primer subcultivo (2),

segundo subcultivo (3) y tercer subcultivo (4) durante la recuperacion.
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(1) (2)

(3) (4)

Figura 93: Estados de desarrollo del hibrido n® 3 de Prunus cerasifera x armeniaca al

salir de la conservacion en frio tras el Tratamiento 3 (1), el primer subcultivo de estos

clones (2), su recuperacion en un segundo subcultivo (3) y en el tercer subcultivo (4).
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Para el genero Ficus en el Tratamiento 2 uno de los clones se recupera en 3
subcultivos (50% del material) y el otro clon muere antes de completar el periodo de
tratamiento. En el Tratamiento 4 sobreviven los 2 clones pero son necesarios mas de 3
subcultivos para su recuperacion. En el género Cydonia de los 2 clones conservados
solo 1 de ellos se recupera en 3 subcultivos en cada uno de los medios: en el medio
MS20 se recupera en tres subcultivos el clon Membrillero BA 29 mientras que en el
1/2MS20 el clon recuperado es el membrillero EM-C. En el género Eriobotrya sélo hay
recuperacion en 3 subcultivos en uno de los medios, el MS20. Lo mismo sucede en el
género Crataegus con una recuperacion del 100% de los clones en 3 subcultivos en el
medio 1/2MS20. En los géneros Malus y Pyrus la recuperacion es total en cualquiera de
los medios y periodos de estudio (Figura 94).

Recuperacion de clones en 3 subcultivos

% clones
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Figura 94: Comparacion del porcentaje de clones recuperados y en crecimiento activo

tras 3 subcultivos después del cultivo ralentizado en los Tratamientos 2 y 4.
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5. DISCUSION

El almacenamiento de germoplasma de frutales en crecimiento lento durante un
afio, segun los resultados de este trabajo, es un método viable para mantener grandes
colecciones en poco espacio. Este trabajo ha mostrado que el crecimiento ralentizado
permite mantener el material vegetal de una manera eficaz, ya que hemos obtenido una
supervivencia del 98,6% de los 138 clones estudiados, desarrollando un protocolo
generalizado vélido para 136 clones de 17 especies pertenecientes a 7 géneros. Los
trabajos publicados trabajan en general con una o dos especies para optimizar
protocolos de conservacion y Unicamente se realizd la conservacion de 11 especies
frutales en un trabajo de Wilkins y colaboradores (1988) encontrando que el
almacenamiento en bajas temperaturas es aplicable para manzano, ciruelo y cerezo pero
no para Punica, Morus o Actinidia.

En este trabajo se ha visto ademas que no solo con la especie, sino siempre que
se trabaja con un nuevo clon, debe experimentarse antes para ver su adaptacion al frio,
medio de cultivo o condiciones de crecimiento ralentizado.

Entre los 138 clones estudiados Unicamente dos: Cadaman y granado no
sobrevivieron en ninguno de los tratamientos utilizados, muriendo en los 3 primeros
meses de conservacion a 4°C. Esto nos indica que presentan una falta de adaptacion a
bajas temperaturas. Wilkins y colaboradores (1988) observaron asimismo sensibilidad
al frio en la especie Punica granatum a 4°C que se conserva, sin embargo,
adecuadamente a 10°C. Los trabajos bibliograficos sobre almacenamiento en frio por
encima de 0°C de plantas lefiosas y arbustos muestran que la temperatura aplicada oscila
entre 1°C (Malus domestica y Pyrus pyriflora) (Lundergan y Janick, 1979; Moriguchi,
1995) y un maximo de 12°C (Vitis rupestris y V. vinifera) (Galzy y Compan, 1988). Sin
embargo, la aplicacion de una temperatura de entre 2 y 5°C es el método mas empleado
para la conservacion en frio en mas del 70% de los trabajos (Lambardi y Ozodugro,
2013). Algunas especies tropicales y subtropicales que necesitan una temperatura
superior a la estandar de 23°C y son sensibles a bajas temperaturas de cultivo in vitro
(Engelman, 1991b), se conservan también a temperaturas superiores 14-20°C en
crecimiento ralentizado (George, 1993). Para los dos clones no adaptados de nuestro
trabajo habria que experimentar en un futuro su conservacion en una temperatura
superior a 4 °C o la ralentizacién del crecimiento mediante otros métodos como la

adicién de inhibidores hormonales o de agentes osmaticos (Withers et al., 1990).
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EFECTO LUZ/OSCURIDAD

La presencia de luz blanca con un sistema de iluminacion LED de 3 vatios (110-
150 Im) durante 24 h en la camara de conservacion del material a 4°C provoco la muerte
prematura del material. Los cultivos mueren presentando ennegrecimiento de sus tejidos
en un corto periodo de tiempo (2 meses). En especies lefiosas, los experimentos en
crecimiento lento suelen hacerse en oscuridad (Negri et al., 2000; Bekheet et al., 2002;
Ozden-Tokalti, 2011; Lambardui y Ozudogu, 2013), aunque algunas combinaciones de
fotoperiodo e intensidad de luz han dado buenos resultados en algunas especies de
Prunus (Marino et al., 1985), Castanea (Capuana y Di Lonardo, 2013), o Malus (Hao,
2003). En otras especies lefiosas, los cultivares de pistacho "Uzun™ y "Kirmizi" fueron
mantenidos a 4°C también en oscuridad durante 6 meses, o los cultivares "Atli" y "Siirt"
se mantuvieron a 4°C en la oscuridad durante 3, 6, 9 y 12 meses (Ozden-Tokatli et al.,
2011).

Sin embargo, la luz era beneficiosa para la conservacion de brotes transgénicos
de peral a 4°C durante 12 meses, con un fotoperiodo de 12 h (Hao et al., 2004) y un
fotoperiodo de 16 h mantuvo también los cultivos tanto en granado (Wilkins et al.,
1988) como en Camellia japonica (Ballester et al., 1997). En nuestros ensayos la luz

continua no resulto adecuada para la conservacion de ninguno de los clones estudiados.

EFECTO MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo no ha sido determinante para la supervivencia de los clones
en nuestros experimentos, sin embargo, el medio de cultivo ha sido determinante para la
multiplicacion y elongacion de los brotes y esto influye en la duracion del periodo de
recuperacion. En general, el medio de cultivo més adecuado para nuestros clones ha
sido el que tiene la mitad de macronutrientes del MS y 20 g de sacarosa, mostrando un
efecto beneficioso la menor concentracion de sales minerales y de sacarosa, ambos con
un efecto osmotico afiadido al nutritivo.

Cambios en el contenido de carbohidratos, nutrientes inorganicos, el potencial

osmotico o los reguladores de crecimiento del medio de cultivo se usan en numerosas
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especies para inducir el crecimiento ralentizado y mejorar la conservacion en estas
condiciones (Engelman, 1991b; Engelman, 2011; George, 1993).

Aungue la mayoria de los trabajos de conservacion de especies lefiosas se han
realizado usando el medio estdndar MS (Murashige y Skoog, 1962), hay autores que
utilizan el medio "woody plant medium" WP (Lloyd y McCown, 1980), por ejemplo en
Castanea (Capuana y Di Lonardo, 2013) con buenos resultados de supervivencia, 56%
en 12 meses, 0 el medio QL (Quoirin y Lepoivre, 1997) sin hormonas utilizado en
Sequoia sempervirens (Ozudogru et al., 2012) con resultados éptimos del 90% de
supervivencia después de 12 meses . En nuestro caso se trataba de encontrar un medio
adecuado para el mayor namero posible de especies y clones a fin de facilitar el trabajo
de mantenimiento del material. EI medio se basé en modificaciones en el medio MS ya
que era el medio empleado para cultivar in vitro la mayoria de los clones en estudio. Las
modificaciones principales en este medio de cultivo han sido la reduccion en los
macronutrientes y la reduccion en la concentracion de sacarosa para inducir una menor
tasa de crecimiento en los cultivos durante su conservacion.

La reduccion a la mitad en las cantidades de macronutrientes se ha utilizado en
trabajos con frutales en Pyrus. Ahmed (2010) encuentra el medio 1/2MS el idoneo para
9 genotipos, con una supervivencia del 63%, aunque los resultados son variables
dependiendo del genotipo. Asimismo, una concentracion a la mitad de las sales
minerales fue empleada en manzano (Negri et al., 2000) y sin embargo, la misma
concentracion de micronutrientes que el medio MS fue empleada para la conservacion
de diversas especies de patrones de Prunus (Marino et al., 1985).

En otras especies la reduccion de sales minerales también fue efectiva en la
conservacion del material. Las plantulas de café ‘arabica’ se pudieron preservar durante
2 afos en un medio desprovisto de azUcar y con solo la mitad de las sales minerales del
medio estandar (Kartha et al., 1981). También la especie tropical Pasiflora suberosa
utilizada como ornamental crecid en condiciones ralentizadas durante 12 meses con
medios con la mitad o 1/4 de sales de MS (Garcia et al., 2011).

La concentracion de sacarosa se redujo para la conservacion del material
induciendo junto con las bajas temperaturas el ralentizamiento del crecimiento. Una
reduccion de la sacarosa a 20 g/l (33% menos que la concentracion habitual), como la
empleada en nuestras condiciones, se ha utilizado con buenos resultados en Prunus, con

un 100% de supervivencia a los 6 meses de cultivo (Marino et al., 1985) asi como en
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otras especies frutales como peral (Hao y Deng, 2005) o manzano (Hao y Deng, 2003;
Negri et al., 2000).

Sin embargo, los cultivos de brotes del portainjertos de cerezo (‘Gisela 5 ®"), el
patron de manzano ('M26") y el portainjertos de peral ('A74"), almacenados a 4°C en
oscuridad con tres concentraciones de sacarosa diferentes (10, 20 y 30 g por 1litro)
obtuvieron los mejores resultados con 30 g de sacarosa (Lambardi et al., 2006). Esto
nos indica que podriamos tener en cuenta esta referencia en frutales para futuros
estudios. En otros trabajos con los cultivares de guindo 'Dolgozdannaya’, 'Moya Radost'
y 'Zukovskaya' se comparé la utilizacion de sacarosa, manitol en diferentes
concentraciones, o sacarosa con adiccion de acido abscisico. La sacarosa al 3 % fue la
mejor fuente de carbono para estos cultivares en medio MS sin reguladores de
crecimiento manteniéndose en buen estado durante 30 meses a 4°C, mejor que 2 60 3 %
de manitol y que la combinacion de 2% de manitol y sacarosa al 2% o la adicion de
acido abscisico a 3% de sacarosa en medio MS que disminuyd significativamente la
duracion de almacenamiento (Kovalchuk, et al., 2011).

En nuestro caso manteniendo el 2% de sacarosa y reduciendo a la mitad las sales
minerales conseguimos un medio generalizado para el mantenimiento en crecimiento
lento durante 12 meses para 136 clones diferentes (98,6%).

Ademas, el medio de cultivo ha sido determinante para la multiplicaciéon y la
elongacion de los brotes en cultivo en este trabajo y esto influye para conseguir un
periodo corto de recuperacion. Respecto a la tasa de multiplicacion, se observa que el
medio 1/2MS20 mejora la tasa de multiplicacion en los clones de todos los géneros
excepto para Higuera S4 y mas especificamente dentro del género Prunus el 31,4% de
los clones multiplica mas en el medio de cultivo 1/2MS20 frente al 20% que lo hace en
el medio de cultivo MS20. Respecto a la elongacion es interesante resaltar que el medio
de cultivo tuvo un efecto en la elongacion de los brotes ya que hay clones que elongan
Unicamente en uno de los medios de cultivo. En los clones Prunus cerasifera x
armeniaca el medio de cultivo 1/2MS20 tuvo un efecto positivo en el crecimiento.
Ademas muestra una asociacion entre la tasa de multiplicacién y la elongacion, de
manera que cuando multiplican poco, elongan poco, probablemente debido a una falta
de crecimiento general.

Se ha encontrado una relacion entre la concentracion de carbohidratos y los
componentes nitrogenados del medio nutritivo, que puede tener efectos sobre las tasas

de crecimiento y la morfogénesis en los cultivos in vitro (Staritsky, 1980). Por otra
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parte, la reduccion de sales minerales y azlcar en el medio induce reduccion de
crecimiento, ya que el balance de sales y correcta concentracién son uno de los
componentes mas determinantes del medio de cultivo y el aporte de azlcares como
fuente de energia es decisivo en el cultivo in vitro donde la planta crece de modo
heterotréfico (George, 1993). En nuestro trabajo hemos reducido tanto la concentracién
de carbohidratos como la de las sales minerales, pero no a niveles que afecten ese
crecimiento en condiciones de baja temperatura y nuestros resultados estan de acuerdo
con los efectos ya descritos.

El material que en crecimiento activo presenta una tasa de multiplicacion menor
que otros cultivos, mantiene esta caracteristica en condiciones de crecimiento
ralentizado. Teniendo en cuenta la variabilidad de material y el alto nimero de clones
con los que se ha trabajado, es un buen resultado. Un ejemplo seria el género Eriobotrya

dificil de mantener en cultivo estandar o activo y en crecimiento lento sucede lo mismo.

EFECTO TIEMPO

El tiempo es el principal factor en los ensayos de conservacion de germoplasma,
ya que en realidad se busca el mantener el material el mayor tiempo posible sin
subcultivos, de forma que evitemos tanto mano de obra como el riesgo de subcultivos
frecuentes del material.

En este trabajo se han mantenido los cultivos durante un afio en condiciones de
crecimiento ralentizado consiguiéndose la supervivencia del 98,6% de los clones
estudiados. El paso de 7 a 12 meses en conservacion no produjo efecto en la
conservacion final de los mismos, aungue si produjo un cierto decaimiento produciendo
la muerte de alguno de los brotes en cultivo. En los brotes transgénicos de peral las
hojas basales se vuelven amarillas y después los brotes mueren al aumentar el periodo
en cultivo ralentizado en mas de 12 meses (Hao et al., 2004).

Capuana y Di Lonardo (2013) mantienen el cultivar Montemarano de Castanea
a 4°C durante 4 afios, pero los subcultivan cada 18 meses para renovar los nutrientes.

Wilkins (1988) que trabaja con un namero elevado de lefiosas, las mantiene en
crecimiento ralentizado con un rango que va de los 9 meses en el caso de Prunus

domestica cv. Jeffersosns Gage, a los 28 meses de Malus domestica cv. M7 y M25. Para
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este autor es importante definir un criterio general de supervivencia aplicable a todas las
especies asi como que el resultado del experimento seria determinar el maximo tiempo
de supervivencia del material sin subcultivarlo a un medio nuevo.

En general los cultivos se mantienen entre 9 y 36 meses en conservacion en
crecimiento ralentizado (Withers, 1992) y en frutales entre 6 y 24 meses (Wilkins,
1988), sin embargo, en especies como Pinus radiata se han conseguido el

mantenimiento durante 5,5 afios con un solo subcultivo (George, 1993).

RECUPERACION DEL MATERIAL

El tiempo de recuperacion tras la conservacion de plantas en condiciones de
crecimiento ralentizado ha de ser lo mas breve posible para volver a conservarlos in
vitro o ser utilizados en nuevos ensayos con el minimo esfuerzo.

Por ello, se realizo después de los tratamientos el estudio de la recuperacion de
los brotes en 3 subcultivos sucesivos (incluido el inicial tras concluir del crecimiento
ralentizado) para la renovacion del material. Una vez transcurridos estos subcultivos el
material se encuentra en condiciones Optimas para reintroducir en conservacion o
utilizar en condiciones de cultivo in vitro normal. Esto se ha conseguido de forma
general en este trabajo en el medio de cultivo considerado éptimo: 1/2MS20. Pero el
resultado varié con el genotipo, si para Pyrus y Malus ambos medios son satisfactorios
por igual, para los cultivos de Crataegus y la mayor parte de los clones de Prunus
(80,2%) son mas satisfactorios con el medio 1/2MS20, mientras que los de Eriobotrya y
Ficus lo son con el medio MS20. En Cydonia el medio satisfactorio dependié del clon.
Los cultivos de Punica no pudieron ser recuperados.

Segun Lambardi y Ozudogru (2013) cuando se trasladan las plantas de nuevo al
medio de cultivo estandar en las condiciones anteriores al crecimiento lento, éstas deben
ser capaces de volver a crecer rapidamente y reanudar su tasa de proliferacion inicial en
1-2 subcultivos mas el subcultivo inicial, que son las condiciones conseguidas para
nuestros cultivos. Wilkins (1988) también habla de la importancia de la buena
recuperacion del material como un factor importante a la hora de encontrar el medio
adecuado de crecimiento lento. Distingue entre material vivo y viable, ya que viable

significaria que el material tiene capacidad para crecer y desarrollarse en posteriores
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subcultivos, es decir, el material con &pices sanos capaces de iniciar un nuevo
crecimiento organizado al ser transferido a un medio de cultivo nuevo. Después del
crecimiento ralentizado los tejidos pueden presentar problemas de vitrificacion o baja
recuperacion segun el tratamiento (Withers, 1992). La vitrificacion o hiperhidricidad se
ha observado en varias especies pero puede paliarse reduciendo la concentracion de
citoquinina en el medio de cultivo (Negri et al., 2000). En nuestro caso se ha utilizado el
"bottom cooling™ para paliar la vitrificacion en los pocos clones que la presentaron, con

buenos resultados sin necesidad de otro factor para reducirla.
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6. CONCLUSIONES

1. El crecimiento ralentizado es un método factible para el almacenamiento de
germoplasma de frutales in vitro para el mantenimiento de grandes colecciones en un
espacio reducido. Permite mantener el material vegetal de una manera eficaz,
obteniendo en este proyecto una supervivencia del 98,6% de los 138 clones estudiados.

2. Es posible realizar la conservacion in vitro del material con un protocolo
general. En este trabajo se ha desarrollado un protocolo generalizado valido para 136
clones de 17 especies diferentes pertenecientes a 7 géneros, manteniendo los cultivos a
4°C en oscuridad con un medio basado en el medio MS, con la mitad de sus sales y un
2% de sacarosa.

3. El efecto del genotipo es importante. En este estudio dos clones, granado y
Cadaman, no sobrevivieron a ninguno de los tratamientos, probablemente debido a su
poca adaptacion a bajas temperaturas.

4. La iluminacion tiene influencia en la conservacion in vitro. La presencia de
luz continua en la conservacion del material en crecimiento lento a 4°C provoco la
muerte prematura del material.

5. La composicidn y concentracion de sales de los medios de cultivo han tenido
un gran efecto en la optimizacion del protocolo. Aunque entre los medios de cultivo
utilizados no hay uno determinante para la supervivencia de los clones, influyen en la
multiplicacion y elongacion de los brotes.

6. Se ha optimizado un medio para nuestras condiciones y la mayoria de
nuestros genotipos. EI medio 1/2MS20 mejora la tasa de multiplicacion en los clones de
todos los géneros excepto para Higuera S4.

7. La duracion del periodo de conservacion in vitro es un factor importante para
el estado de la planta, inicidndose el decaimiento de los cultivos a partir del séptimo
mes. Al aumentar el tiempo a 12 meses algunos brotes del cultivo mueren aungue no
produce un efecto significativo en el porcentaje de supervivencia final.

8. La velocidad de recuperacion del material, al volver a las condiciones
estandar del cultivo in vitro, esta relacionada con el medio de cultivo utilizado en los
genotipos estudiados. ElI medio 1/2MS20 es mas adecuado para una recuperacion de los

cultivos en 3 subcultivos sucesivos.
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