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1. RESUMEN.

A pesar de ser la especie de alamo mas extendida en el planeta, el alamo temblon
(Populus tremula L.), afronta en la actualidad una serie de problemas para su
conservacion en Espafia, debido a la reduccién del area forestal a causa de factores
como la desaparicion de sus masas por cambios de uso del terreno, su escasa
utilizacion en repoblaciones o su distribucién en nichos ecolégicos marginales que le
imposibilitan colonizar nuevas areas (Sierra de Grado, 2010), a lo que hay que afadir,
la dificultad del alamo temblén para multiplicarse a partir de métodos convencionales
que estan generalizados para otras especies de chopos.

A partir de ahi, las técnicas de cultivo in vitro adquieren una gran importancia
puesto que estan demostrando ser una via muy eficaz para la propagacion de esta
especie ya que permiten multiplicar clonalmente ejemplares adultos.

En la E.T.S.I.LA.A. de Palencia se ha conseguido mantener una coleccion in vitro
de Populus tremula L. empleando la técnica de micropropagacion, donde el medio de
cultivo utilizado es el Aspen Culture Medium (ACM) propuesto por Ahuja (1983). Lo
que se pretende con el presente estudio es, partiendo del medio de cultivo ACM
proliferacion, encontrar el medio en el que la conservaciéon del material vegetal sea lo
mas prolongado posible en el tiempo, de este modo retrasar el momento en que tenga
que repicarse la planta para conservarla, y aligerar asi la carga de trabajo.

Se estudid el desarrollo de tres clones, cada uno procedente de un rodal diferente
de la provincia de Segovia, en ocho medios de cultivo donde se vario la cantidad de
macronutrientes, micronutrientes, adenina y sacarosa, a tres temperaturas distintas
(4°C, 15°C y 24°C). Las variables medidas en cada planta fueron: la presencia de raiz,
el numero de explantos con callo, el porcentaje de supervivencia, Ila
presencia/ausencia de contaminacion, el crecimiento en altura, el numero de tallos por
explanto y el numero de hojas de cada explanto.

El medio que ha resultado mas efectivo para la conservacion del material vegetal
ha sido el medio 6 a 15°C, el cual combina las menores concentraciones de nutrientes,
adenina y sacarosa, y es por tanto el mas economico. Los medios que han dado los
perores resultados en cuanto a estado del material vegetal y supervivencia han sido
los medios 5y 7, que combinan los nutrientes al 50% con 20 g/L de sacarosa.

Las plantas que permanecieron durante 4 meses a 4°C no experimentaron
desarrollo alguno, sin embargo, tras este periodo de tiempo se cambiaron a 15°C, y
lograron desarrollarse con éxito, mostrando un éptimo estado. Esta es una situacion
optima si lo que se pretende es conservar el material vegetal durante largos periodos.
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2. ANTECEDENTES.

2.1. JUSTIFICACION DEL TRABAJO.

El alamo temblén (Populus tremula L.) es la especie de alamo mas extendida en el
planeta, aun cuando en la Peninsula Ibérica su area natural de localizacion esta
practicamente limitada a la zona septentrional, fundamentalmente a los Pirineos, si
bien también se localiza en la Cordillera Cantabrica, el Sistema Central y el Sistema
Ibérico, mientras que en la mitad meridional se ha considerado que su presencia era
meramente testimonial, sin llegar a formar nunca una formacién boscosa pura, ni de
entidad.

El Populus tremula L. presenta unas caracteristicas muy importantes tanto desde
el punto de vista de la conservacion y restauracion forestal, como productivo. Presenta
ademas, un enorme potencial para la mejora genética, debido a su elevado
crecimiento y adaptabilidad, consecuencia de su variabilidad genética, que le otorga
ademas una notable plasticidad ecolégica y variabilidad morfologica. A pesar de esto,
el Populus tremula L. se encuentra con diversos problemas para su conservaciéon en
Espafa: el alamo tembldn es una especie colonizadora, con abundante producciéon de
semilla, sin embargo, su reproduccion sexual esta limitada por diversos factores, como
son la rapida peérdida de viabilidad de las semillas, sus estrictas exigencias para la
germinacion y la vulnerabilidad de los brinzales frente a diversos agentes bidticos y
abidticos, a lo que hay que sumar la dificultad de su propagacion vegetativa via
estaquillado. Ademas de esto, también se deben tener en cuenta factores externos
gue han provocado una desaparicion de las masas de esta especie en Espafia, tales
como los cambios de uso del suelo, la sustitucion de poblaciones autdctonas por otras
especies mas productoras como el Populus x euroamericana, las obras de ingenieria
hidraulica o la reduccion de las repoblaciones en areas rurales debido a la pérdida de
poblacién. Ante estas dificultades, surgen como una alternativa interesante las
técnicas de cultivo in vitro, puesto que, son técnicas que permiten multiplicar
clonalmente ejemplares adultos de esta especie de una forma efectiva.

El cultivo in vitro o micropropagacién es una técnica en la que una parte del
material vegetal que se denomina explanto se cultiva en condiciones controladas
(temperatura, iluminacién y humedad) y asépticas (en ausencia de microorganismos)
sobre un medio de cultivo nutritivo que en general contiene macro y micronutrientes
(sales minerales en cantidades diferentes), una fuente de carbono y reguladores de
crecimiento (la composicion de los medios de cultivo elaborados en el presente estudio
se muestra con detalle en las tablas n°® 2 y n® 3). La micropropagacion presenta una
serie de ventajas como son la posibilidad de una rapida proliferacion, la eliminacion de
los riesgos relacionados con los cambios ambientales o la aparicion de
microorganismos, la posibilidad de estudiar el comportamiento de los clones en
diferentes composiciones del medio, o la capacidad de obtener gran cantidad de
individuos en espacios reducidos.

Cuando el objetivo del cultivo in vitro es la propagacion, se busca obtener la mayor
cantidad de planta posible elaborando un medio de cultivo adecuado para ello:
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después del crecimiento de los explantos y el desarrollo de los brotes, éstos se
subcultivan periédicamente en un nuevo medio, de manera que en cada repicado
aumenta en cascada la cantidad de plantas. Sin embargo, en proyectos de
conservacion in vitro, es importante elaborar un medio de cultivo en el que el material
vegetal permanezca en buen estado retrasando lo maximo posible el momento de
repicar.

2.2. CONTEXTO DEL EXPERIMENTO.

En la E.T.S.LLA.A. de Palencia se ha establecido una coleccion de recursos
genéticos de Populus tremula L. tras haberse llevado a cabo una serie de muestreos
en las poblaciones silvestres de Castilla y Ledn, obteniéndose de ese modo un Banco
de Conservacion de Germoplasma in vitro. El muestreo se llevd a cabo en 10 zonas de
las provincias de Leén, Palencia, Burgos, Soria, Segovia y Avila, formandose una
coleccion de 24 clones.

Por tanto, en este trabajo de investigacion (donde se encuadra el presente estudio)
se emplean técnicas de cultivo in vitro como medida de conservacion ex situ de la
especie en Castilla y Ledn, lo que trae consigo la necesidad de preservar a largo plazo
una gran cantidad de material vegetal y por tanto, un trabajo de laboratorio asociado:
como es logico, tras el establecimiento y desarrollo de las plantas in vitro, llega un
momento en que el medio de cultivo se agota y la planta ya no puede sobrevivir, por lo
que es necesario un trabajo de repicado de las plantas, lo cual implica ademas,
elaborar muchos medios de cultivo; en definitiva un trabajo muy laborioso que requiere
de mucho material de laboratorio.

El trabajo y el coste implicitos en un proyecto de conservacion de material vegetal
pueden verse reducidos si se encuentran las condiciones para mantener la coleccién
en Optimas condiciones por mucho tiempo con pocos repicados (minimizando el
nimero de manipulaciones). Este es, en esencia, el principal propédsito de este
experimento. Para ello, lo que se pretende lograr es que el material vegetal perdure en
buen estado durante el maximo tiempo, que no se pierdan genotipos y que se agote el
medio lo mas tarde posible. Ademas, la presencia de callo no interesa puesto que
induce mutaciones, por lo que una mayor induccién de callo sera condicion para que
se descarte un medio.

Para alcanzar el objetivo propuesto se ha partido del medio ACM proliferacion
propuesto por Ahuja (1983), que es el medio estandar de cultivo para esta especie, y
se han variado los factores temperatura, cantidad de macro y micronutrientes, adenina
y sacarosa, con la prevision de observar diferencias significativas entre los diferentes
medios. Las razones por las que se han considerado como relevantes estos factores
en un proyecto de conservacion de material vegetal son las siguientes:

1. Temperatura. Una manera de conseguir prolongar el mantenimiento del
material vegetal en un medio es reduciendo la temperatura ambiente para, de
ese modo, ralentizar el crecimiento de la planta y que el medio de cultivo tarde
mas tiempo en agotarse.

2. Sacarosa. El azucar es esencial para el crecimiento y desarrollo in vitro, Las
plantas in vitro presentan una baja capacidad fotosintética, por lo que la fuente
de carbono debe existir en el medio de cultivo de forma organica.
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3. Macro y micronutrientes. Estos compuestos son la base de la nutricion de las
plantas y aseguran el metabolismo, el crecimiento, las funciones fisiologicas,
etc.

4. Adenina sulfato. La adenina sulfato fue utilizada por primera vez por Skoog &
Tsui (1948) para el crecimiento de explantos de tallos de tabaco, donde
estimuld la formacion de vastagos adventicios. Posteriormente, Nisch et al.
(1967) también utilizaron la adenina para estimular la formacion de brotes.
Naaz et al. (2007) también encontraron que la adenina sulfato mejoré la
induccion de tallos en el desarrollo in vitro de Syzygium cumini L. Por todo esto,
se puede concluir que, por lo general, la adenina sulfato en el cultivo in vitro
induce a la formacion de yemas axilares que daran lugar a nuevos brotes.

5. Por ultimo, también se han estudiado las diferencias que pueden derivarse de
la interaccion entre diferentes concentraciones de nutrientes, sacarosa y
adenina sulfato, empleando las concentraciones que se muestran en la tabla n°
4 (en Material y métodos).

2.3. ESTUDIOS PREVIOS.

La eleccion de los factores considerados relevantes para este estudio, viene
justificada en parte por la revisién bibliografica llevada a cabo.

En el estudio llevado a cabo por Martin et al (2007) se evalu6 el comportamiento
de 32 clones de Populus tremula L. en 15 medios de cultivo diferentes, evaluandose el
numero y tamafo de los tallos, el tamafio de las raices, la presencia o ausencia de
callo y la supervivencia, uno y tres meses después de cultivar las plantas. La
supervivencia fue registrada cada mes durante ocho meses. En los medios de cultivo
se vario la cantidad de los siguientes componentes: macronutrientes (100 mL, 50 mL,
25 mL y 12,5 mL), micronutrientes (1 mL, 0,5 mL, 0,25 mL y 0,125 mL), sacarosa (20
g,13,39,1049,6,7 49, 3,3gy 1,6 g)y adenina sulfato (20 mg/L, 10 mg/L, 5 mg/L, 2,5
mg/L y 1,25 mg/L).

Se evalud la respuesta de las plantas en las diferentes proporciones de sales,
sacarosa y reguladores del crecimiento que contenia cada medio. La ausencia de
benciladenina (BA) redujo el nimero de tallos por explanto. Comparando las parejas
de medios que presentan los mismos componentes (al 100% y al 50%) resulta que los
medios en los que las concentraciones son menores presentan un crecimiento medio
de las plantas mayor.

Son et al (1991) cultivaron explantos de Populus alba x Populus grandidentata a
4°C en condiciones de oscuridad, en tres tipos de medio: MS (Murashige & Skoog
1962), SMM (medio de multiplicacion de tallos), RIM (medio de induccion de tallos) y
SEM (medio de elongacion de tallos). Las plantas se cultivaron en tres periodos
distintos: 0, 1 y 2 meses antes del almacenamiento en frio. Los resultados mostraron
la importancia del tipo de medio que se usara, del periodo de tiempo que pasaba entre
el cultivo y el almacenamiento y del estado de las plantas para la supervivencia a 4°C
en oscuridad. Se observo el 70% de supervivencia (teniendo las plantas entre 4 y 6
ramificaciones de tallos) tras 2 afos de almacenamiento de las plantas que fueron
cultivadas en el SMM un mes antes del almacenamiento; tras 5 afios la supervivencia
fue del 25% vy las plantas aun mantenian un potencial de multiplicacién apto.

Philip et al (1992) investigaron el potencial morfogenético de explantos de
pimienta comun (Piper nigrum): éstos se instalaron sobre papel de filtro suspendido en
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medio MS (Murashige & Skoog 1962) liquido con distinto contenido de IBA (acido
indolbutirico) (0-0,1 mg/L) y de BAP (0-10 mg/L), en solitario o en diferentes
combinaciones, con o sin la inclusion de 160 mg/L de adenina sulfato. La adenina
sulfato redujo el numero de explantos que mostraban regeneracion pero incremento el
numero de vastagos adventicios por cada explanto regenerado, de modo que Ila
adicién de los 160 mg/L de adenina al medio mejoré la proliferacién de tallos,
produciéndose mas de 14 por explanto, aunque solo respondieron el 20% de los
explantos.

Naaz et al (2013) estudiaron la interaccion entre el crecimiento y desarrollo in vitro
de segmentos nodales maduros de Syzygium cumini L. y la inhibicién de la necrosis
apical, empleando la adenina sulfato como coadyuvante. Se probd la benciladenina
(BA) como la citoquinina mas influyente en la induccion de tallos y raices, mostrando
los tallos un crecimiento lento y tardio acompafiado de abscision de hojas y necrosis
apical. Para tratar de eliminar estos problemas de abscisién y necrosis, se afiadio
adenina sulfato en concentraciones de 50 y 200 mg/L junto con la concentracion
optima de BA. Con esto se mejord la induccion de tallos junto con la presencia de
hojas sanas. Ademas la necrosis apical y la clorosis fueron totalmente eliminadas en el
90% de los cultivos. Una concentracion de 100 mg/L de adenina sulfato junto con 10
MM de BA se mostré como la composicion mas efectiva de las probadas.

Bertrand-Desbrunais et al (1992) estudiaron los efectos de concentraciones
reducidas de sacarosa (5 g/L y 20 g/L) y bajas temperaturas (20°C y 27°C) en una
coleccion de micro-esquejes de cafeto (Coffea spp). EI medio base empleado fue la
concentracion de nutrientes del MS (Murashige & Skoog 1962) suplementado con las
vitaminas del medio Morel & Wetmore (1951), Tras seis meses, en concentraciones
de 5 g/L de sacarosa se observé una reduccion en el crecimiento de los esquejes, la
proliferacion de raices y la supervivencia. El enraizamiento (del 10%) sélo se
incrementé con concentraciones de 20 g/L. La supervivencia descendi6é drasticamente
en los medios sin sacarosa. A 20°C, el crecimiento de los esquejes también se redujo,
pero se incremento la tasa de defoliacion y supervivencia.

En conclusion, estas especies se pueden almacenar durante 6 meses a 20°C en
un medio que contenga al menos 20g/L de sacarosa.

Bonnier et al (1997) examinaron diferentes métodos para la conservacién a largo
plazo de 10 especies de lirio (Lilium L.), almacenandolos durante 28 meses a -2°C y
25°C en cuatro diferentes medios: la concentracion estandar o % de la concentraciéon
de nutrientes del medio propuesto por Murashige & Skoog (1962) con 9% o 6% de
sacarosa. Se examino el crecimiento de los bulbos, el de los brotes y la viabilidad de
las plantas. El crecimiento de los brotes a 25°C se redujo significativamente usando %4
de la concentracién del medio MS. También, un incremento en la concentracion de
sacarosa del 6 al 9% redujo el crecimiento de los brotes, pero el efecto fue menor y no
significativo respecto a la reduccion de nutrientes. Por tanto, la combinacion de 74 de la
concentracion de nutrientes y 9% de sacarosa dio la mayor reducciéon de crecimiento
de bulbos y brotes, y la mayor viabilidad.

A -2°C el crecimiento de los bulbos fue muy pequefio y no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos.

Sota et al (2014) estudiaron el efecto del medio nutritivo en la micropropagacion y
la conservacion in vitro del cerezo de Santa Lucia (Prunus mahaleb L.). Para encontrar
un protocolo de conservacion in vitro a medio plazo, se evalu6 el efecto de la
reduccion de la concentracion de sacarosa y sales del medio Murashige & Skoog
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(1962). Los tratamientos fueron dos: en uno se redujo a la mitad la concentracién del
medio MS, sin sacarosa y suplementado con reguladores de crecimiento y agar; en el
otro, se utilizé el medio MS con su concentracion estandar, sin reguladores de
crecimiento y suplementado con 3% de sacarosa y 0,55% de agar. Los explantos se
mantuvieron en estas condiciones durante tres periodos (3, 4, y 5 meses) para cada
método. Como resultado se obtuvo que el mayor porcentaje de supervivencia se logro
en los explantos conservados en el medio Y2 MS sin sacarosa (un 96,36%) para el
periodo de 3 meses. A partir de los 3 meses, el porcentaje de supervivencia fue
decreciendo, de manera que, el medio en el que mas plantas sobrevivieron a los 5
meses fue también el medio 2 MS sin sacarosa (29,6% de supervivencia), mientras
que con el otro tratamiento no sobrevivié ninguna planta.

Sota et al (2014) evaluaron la conservacidon por crecimiento lento in vitro de
Zizyphus jujuba a través de tres métodos: 1. La reduccion a la mitad de la
concentracion de sales del medio Murashige & Skoog (1962), sin sacarosa y
suplementado con fitohormonas y agar (0,57%); 2. La combinacion de baja
temperatura (4°C) y condiciones de oscuridad en el medio MS estandar; 3. Ausencia
de reguladores de crecimiento en el medio de cultivo MS estandar suplementado con
sacarosa (3%) y agar (0,57%). La coleccion se conservo en estas condiciones durante
tres periodos (3, 6 y 10 meses) para cada método. Tras 10 meses, los porcentajes de
supervivencia fueron significativamente distintos entre los tres tratamientos: el medio
MS estandar sin reguladores de crecimiento tuvo una supervivencia del 12,6%, en el
medio 2 MS sin sacarosa sobrevivieron un 63% de las plantas y en el medio MS
estandar a 4°C un 78,6% de las plantas.

Tokoporo et al (2013) evaluaron el efecto de la concentracién de nutrientes en el
medio y la temperatura en la conservacion in vitro de explantos de banano (Musa spp.
L.). Se intentdé alcanzar un minimo crecimiento para conservar el material vegetal
mediante diferentes condiciones: se emplearon 2 regimenes de temperaturas (22°C y
15°C) y tres niveles de concentraciéon del medio Murashige & Skoog (estandar, 2 MS y
Ya MS) enriquecido con 4% de sacarosa, bencilaminopurina (BAP), vitaminas, acido
ascorbico y 8 g/L de agar. El fotoperiodo fue de 16 h de luz y 8 h de oscuridad. La
maxima supervivencia a los 8 meses se dio a 15°C en los medios MS estandar y 72
MS. La temperatura, la concentracién de los componentes del medio y la interaccion
entre el tiempo de conservacion y la concentracion del medio no tuvieron efectos
significativos en el numero de tallos y raices. La interaccién entre la temperatura y la
concentracion del medio si influyé significativamente el numero de raices.

Ahmed et al (2010) mantuvieron 9 genotipos de perales en el medio MS
suplementado con 30 g/L de sacarosa + 7 g/L de agar + 1 mg/L de bencilaminopurina
(BAP), para posteriormente evaluar la conservacion in vitro de este material vegetal
transfiriendo explantos a diferentes medios: el medio MS estandar, el medio MS a %
de su concentracion, el medio MS a % de su concentracion y el medio MS estandar
enriquecido con 2,5% o 3,5% de manitol. La supervivencia en cada medio de cultivo se
evaluo tras unos periodos de conservacion de 3, 6, 9 y 12 meses. La mayor tasa de
supervivencia se observé a los 3 meses en el medio MS estandar suplementado con
2,5% de manitol y en el MS a 2 de su concentracion estandar, (supervivencia del
68,30% y 68,22% respectivamente), si bien, el unico medio significativamente peor
que éstos fue el MS a %4 de su concentracion. A los 12 meses, la supervivencia en el
medio MS estandar suplementado con 2,5% de manitol fue significativamente mejor
que la del resto de medios (43,52%).
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Por tanto, el medio 6ptimo de este estudio para la conservacién de los genotipos
evaluados fue el medio MS estandar suplementado con 2,5% de manitol tanto a corto
como a medio plazo.

Ahmed et al (2010) realizaron otro experimento con los mismos genotipos de peral
establecidos también en el medio MS suplementado con 30 g/L de sacarosa + 7 g/L de
agar + 1 mg/L de BAP. En este caso, los explantos se trasplantaron a un medio de
cultivo igual que en el que estaban, y se evalu6é la supervivencia en distintos
regimenes de temperaturas: 25, 15, 10 y 5°C, durante 3, 6, 9 y 12 meses, bajo un
fotoperiodo de 16 h. Todas las temperaturas con las que se ensayo resultaron diferir
significativamente unas de otras, de manera que el porcentaje de supervivencia se iba
reduciendo al aumentar la temperatura, resultando las siguientes medias: 79,21% de
supervivencia a 5°C, 71,61% de supervivencia a 10°C, 53,98% de supervivencia a
15°C y 42,69% de supervivencia a 25°C. La maxima supervivencia se observé a 5°C a
los 3 meses (84,15% de plantas vivas). De igual modo, a los 12 meses la maxima
supervivencia se dio a 5°C (77,44% de plantas vivas) y la supervivencia minima a
25°C (32,37% de plantas vivas).

Tras esta revision bibliografica, se puede concluir que, los factores que mas
influyen en la conservacion in vitro, especialmente en plantas lefiosas, son la
temperatura, la concentracion de nutrientes y la concentracion de sacarosa. En todos
los casos, una conservacion mas prolongada del material vegetal viene ligada a una
menor temperatura; en cuanto a la concentracion de nutrientes y de sacarosa no se
puede extraer una conclusion tan concisa puesto que, la conservacion de las plantas
depende de como se combinen las diferentes concentraciones que se empleen de
cada factor.

Aunque son bien conocidas las técnicas de cultivo in vitro para la propagacién
clonal del género Populus, hasta la fecha son pocos los estudios realizados sobre la
conservacion in vitro a largo plazo de este material vegetal. En este estudio en
concreto se va a estudiar la incidencia de la temperatura, de la sacarosa, de la
adenina sulfato y la reduccion de nutrientes, en la conservacion de Populus tremula L.
durante 6 meses. Se ensayara con 3 clones distintos para introducir variabilidad en el
experimento y asi obtener unos resultados mas confiables.
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3. OBJETIVOS.

El objetivo general que se busca con el presente trabajo es, partiendo del medio de
cultivo ACM de proliferacion (Ahuja, 1983) empleado en la micropropagacion de
plantas, encontrar un medio de cultivo in vitro en el que el material vegetal de Populus
tremula L., ademas de desarrollarse adecuadamente, se mantenga en buen estado de
conservacion durante el mayor periodo de tiempo posible.

Lo que se busca, por tanto, es obtener un medio de conservacion de las plantas
para alargar al maximo su estancia en un mismo medio de cultivo, y asi, retrasar todo
lo posible la realizacién de un nuevo cultivo de material.

En particular se analizara la influencia de la temperatura, la concentracion de
nutrientes, de sacarosa y de adenina sulfato sobre la conservacion de tres clones de
Populus tremula durante un periodo de seis meses.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. MATERIAL VEGETAL.

El material empleado en el presente estudio ha sido tomado de la coleccion de
Populus tremula del Departamento de Produccién Vegetal y Recursos Forestales de la
Escuela Técnica Superior de Ingenierias Agrarias.

Fueron tres clones los escogidos de entre todo el material disponible en la camara
de cultivo, una vez estudiadas variables como el vigor o la tasa de proliferacion, y
comprobando que se disponia de suficiente material de cada clon seleccionado.

En la tabla 1 se muestran los clones utilizados en el experimento.

Tabla n°® 1. Procedencia del material utilizado.

Numero de clon Cadigo Provincia Rodal
1 PAJ Segovia Pajares de Fresno
10 RIA Segovia Riaza
19 GOM Segovia Gomeznarro

4.2. MEDIOS DE CULTIVO.

Como ya se ha mencionado previamente, el objeto de este estudio es analizar el
comportamiento y duracion del material vegetal (los tres clones) en ocho medios de
cultivo, generados a partir del medio control ACM (Aspen Culture Medium)
desarrollado por Ahuja (Ahuja, 1983) cuya composicion se muestra en la tabla n° 2. El
medio 1 es el medio control, y el resto de medios se han elaborado a partir del mismo
medio ACM variando la cantidad de algunos de sus componentes, tal y como se
muestra en la tabla n° 3. Por ultimo, en la tabla n° 4, se sefala de una manera concisa
y resumida el modo en que se ha evaluado la interaccion entre las diferentes
concentraciones de nutrientes, adenina sulfato y sacarosa.

Los factores que se han considerado relevantes han sido modificados del siguiente
modo:

1. Temperatura. En el presente estudio, se han ensayado tres temperaturas
distintas en diferentes camaras: en la camara de cultivo visitable (24°C), en la
camara tipo armario (15°C) y en la camara refrigeradora (4°C).

2. Sacarosa. Puesto que lo que se pretende encontrar es un medio de
conservacion prolongada del material vegetal, resultaria interesante encontrar
una proliferacion de tallos lenta. Es por esto que se ha variado la concentracion
de sacarosa, empleando 20g/L (cantidad del medio estandar) en unos medios y
7g/L en otros, puesto que, a priori, el crecimiento y desarrollo de la planta
aumentan con la concentracion de azucar, algo que se pretende ralentizar.
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3. Macro y micronutrientes. Como nuestro objetivo es la conservacion, es decir,
detener y ralentizar la proliferacion, se ha ensayado con la cantidad del medio
estandar (100 mL de macronutrientes y 10 mL de micronutrientes) y esa
cantidad reducida a la mitad (50 mL de macro y 5 mL de micronutrientes) en
combinacion con las distintas cantidades de sacarosa y adenina sulfato.

4. Adenina sulfato. Este factor se ha ensayado con la cantidad del medio
estandar, 20 mg/L, y ésta incrementada al doble (40 mg/L). Se llevé a cabo
este incremento en la concentracion de adenina puesto que consideramos
interesante obtener una buena roseta de cada planta, lo mas consistente
posible pero, a la vez, con el menor crecimiento.

Tabla n° 2. Composicién de un litro de medio de cultivo ACM proliferacion.

ACM Proliferacion Medio Medio mglL |——oucion Stock | Cantidad a
g-— mg mL tomar
NH;NO; 400 49
Macronutrientes K2SO4 990 99¢
“A” MgSOs - 7H,0 370 37g | 1000 | T00mb
KH,PO, 170 1,79
Macronutrientes CaNOs; - 4H,0 556 5,56 g
“B” CaCl, - 2H,0 96 096g | 1000 | 100mL
MnSO4H,O 16,9 1,699
ZnSO, - TH,O 8,6 0,86 g
H3:BO; 6,2 0,62g
Micronutrientes Kl 0,83 0,083 g 1000 10 mL
Na,MoO, - 2H,0 0,25 0,025 g
CuSO; - 5H,0 0,025 0,0025g
CoCl; - 6H,0 0,025 0,0025g
Hierro Sequestrem 0,02M 80 0,08 g
Thiamina 0,1 10 mg
Ac. Nicotinico 0,5 50 mg 100 1 mL
Vitaminas Piridoxina 0,5 50 mg
Lisina 100 1000 mg 100 10 mL
Mio-inositol 100 1000 mg 100 10 mL
BAP (CIH calentar) 0,5 50 mg 100 1mL
Hormonas ANA (KOH) 0,02 2 mg 100 1 mL
Adenina Sulfato (Q) 20 500 mg 100 4 mL
Sacarosa 204g
Agar 8¢
pH=5,8
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Tabla n° 3. Composicién de cada medio de cultivo elaborado.

Medios Medio1 Medio 2 Medio 3 Medio 4 Medio 5 Medio 6 Medio 7 Medio 8
Macronutrientes A 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 50 mL 50 mL 50 mL 50 mL
Macronutrientes B 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 50 mL 50 mL 50 mL 50 mL

Micronutrientes 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 5mL 5mL 5mL 5mL
Hierro 0,08 g 0,08 g 0,08 g 0,08 g 0,04 g 0,04 g 0,04 g 0,04 g
Th+Ac.Nic+Pir. 1mL 1 mL 1 mL 1 mL 1mL 1mL 1 mL 1 mL
Vitaminas Lisina 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
Mio-inositol 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
BA 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL
Reguladores ANA 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1mL 1mL 1mL
Adenina 4 mL 4 mL 8 mL 8 mL 4 mL 4 mL 8 mL 8 mL
Sacarosa 209 79 209 79 209 79 209 79

Agar 849

pH 5,6-5,8

Tabla n° 4. Resumen de las distintas mezclas de los componentes de los medios de cultivo
relevantes para el ensayo.

Componente Cantidad o porcentaje

Nutrientes 100% 50%

Adenina 20 mg/L 40 mg/L 20 mg/L 40 mg/L
Sacarosa 20g/L | 7g/L | 20g/L | 7g/lL | 20g/L | 7g/L | 20g/L | 7g/L
Medio 1 2 3 4 5 6 7 8
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4.3. EQUIPAMIENTO.

Se muestra a continuacion el instrumental y equipo utilizado para la realizacion del
experimento, diferenciando cada una de las fases del cultivo in vitro, que han sido las
siguientes:

- Elaboracion de los medios de cultivo.

<

Probetas.

Matraz aforado de 1L.

Papel de plata.

Pipetas.

Destilador de agua.

Agua destilada.

Erlenmeyer.

Vasos de precipitado.

Vidrio relo;j.

Balanza de precision.

Compuestos para elaborar los medios de cultivo (macro vy
micronutrientes, sacarosa, vitaminas, agar, etc.).
Calentador/agitador.

Imanes.

pH-metro.

Reguladores del pH (HCI y NaOH).

Tarros con tapa.

Guantes.

Autoclave.

AN NI N NN N U N N N

DN NI N N NN

- Fase de repicado de los explantos.

<

Céamara de flujo laminar.
Alcohol 70%.

Tarro con alcohol, pinzas y bisturi.
Tijeras.

Parafilm.

Mechero de alcohol.
Placas Petri.

Rotulador permanente.
Camara de cultivo (24°C).
Camara a 15°C.

Camara a 4°C.

AN NI N NN N U N R N

- Mediciones.

v Regla milimetrada.
v Tijeras.
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v' Parafilm.

4.4. DISENO EXPERIMENTAL.

Los medios de cultivo se repartieron en 162 botes y cada bote contenia 3
explantos de un mismo clon. Estos botes fueron repartidos en tres camaras, del
siguiente modo:

- 72 botes en la camara a 24°C.
- 72 botes en la camara a 15°C.
- 18 botes en la camara a 4°C.

La primera camara de cultivo presenta un fotoperiodo que abarca 16 horas de luz
y 8 horas de oscuridad, siendo la temperatura con luz y con oscuridad de 24°C. La
camara a 15°C presenta un fotoperiodo de 10,5 horas de luz y 13,5 horas de
oscuridad, y la camara a 4°C tiene una puerta de cristal transparente y no tiene
iluminacion interna sino que recibe luz natural a través de las ventanas del laboratorio,
de las que se encuentra a unos 3 m de distancia.

Se llevé a cabo un diseio experimental para minimizar las posibles desviaciones
que los parametros ambientales podrian provocar en el ensayo, como la diferencia de
luz que le llegase a cada planta en funcion de su posicion y de la balda en la que se
encontrara. De este modo, en cada camara se utilizé un disefio experimental en tres
bloques aleatorios completos: en la camara a 24°C y en la camara a 15°C cada bloque
contaba con todos los clones en todos los medios, y en la camara a 4°C se evalu6
unicamente el medio control.

En la camara a 24°C, el croquis del disefio experimental empleado fue el que se
muestra en la siguiente tabla:
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Tabla n° 5. Esquema del disefio experimental en la camara a 24°C.

1

1

1

1

Fig. n° 1. Disposicion de los botes en los bloques 1y 2 de la camara de cultivo.

Medio 7 | Medio 6 | Medio1 | Medio5 | Medio4 | Medio 6 | Medio 7 | Medio 3
19 19 19 19 19 19 19 19
10 10 10 10 10 10 10 10
1 1 1 1 1 1 1 1

Medio 3 | Medio 2 | Medio4 | Medio 8 | Medio 1 | Medio 2 | Medio 5 | Medio 8
19 19 19 19 19 19 19 19
10 10 10 10 10 10 10 10
1 1 1 1 1 1 1 1

Medio 1 | Medio 3 | Medio 7 | Medio 6
19 19 19 19
10 10 10 10
1 1 1 1

Medio 4 | Medio 8 | Medio 2 | Medio 5
19 19 19 19
10 10 10 10
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En la camara a 15°C, se establecio el disefio experimental de acuerdo con el
esquema de la tabla n° 6:

Tabla n° 6. Esquema del disefio experimental de la camara a 15°C.

Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3
Medio 3 Medio 4 Medio 7
19 19 19
10 10 10
1 balda ! ! 1
Medio 7 Medio 3 Medio 3
19 19 19
10 10 10
1 1 1
Medio 2 Medio 7 Medio 1
19 19 19
10 10 10
22 balda ! ! 1
Medio 1 Medio 1 Medio 4
19 19 19
10 10 10
1 1 1
Medio 4 Medio 8 Medio 5
19 19 19
10 10 10
32 balda ! ! 1
Medio 5 Medio 2 Medio 2
19 19 19
10 10 10
1 1 1
Medio 6 Medio 5 Medio 6
19 19 19
10 10 10
42 balda ! ! 1
Medio 8 Medio 6 Medio 8
19 19 19
10 10 10
1 1 1
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Bloque 1§ Bloque 2

Fig. n° 2. Distribucién de los botes en los 3 bloques de la camara a 15°C (los botes de la
parte central de la cdmara no forman parte del experimento).

Por ultimo, en la tabla n® 7 se esquematiza el disefo experimental establecido en
la camara refrigerada a 4°C.

Tabla n° 7. Esquema del disefio experimental de la camara a 4°C.

Medio 1
Bloque 1 (12 balda) 10 1 19 1 10 19
Bloque 2 (22 balda) 1 10 10 19 1 19
Bloque 3 (32 balda) 10 19 1 1 10 19
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> 7‘

Fig. n° 3. Distribucién de los botes en los 3 bloques de la camara a 4°C.

4.5. VARIABLES ESTUDIADAS.

Tras llevar a cabo la siembra de los explantos en la camara de flujo laminar, los
botes fueron repartidos en las tres camaras. Esta tarea se llevo a cabo entre los dias
20 y 22 de julio de 2015. La primera medicion se llevo a cabo el dia 4 de septiembre
de 2015 y a partir de ésta se ejecutd una cada mes. Las variables medidas en cada
bote fueron las siguientes:

o Variables categodricas.

- Presencia de raiz. La ausencia de raiz seria la categoria O. A partir de ahi, las
raices pequenas (hasta 1 cm) son la categoria A, las medianas (entre 1 y 5 cm)
toman la categoria B y las grandes (mas de 5 cm) son la categoria C.

- Numero de tallos por explanto. La presencia de entre 1 y 5 tallos toma la
categoria A, la presencia de entre 5 y 10 es la categoria B y la presencia de
mas de 10 tallos la categoria C.

- Numero de hojas de cada explanto. La ausencia de hojas representa la
categoria O. La presencia de entre 1 y 5 hojas es la categoria A, la presencia
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de entre 5 y 10 hojas es la categoria B y la presencia de mas de 10 hojas la
categoria C.

e Variables cuantitativas.

- Crecimiento en altura. En este caso, se mide el crecimiento en altura de cada
explanto en cm.

e Presencia/ausencia.

- Numero de explantos con callo. La presencia de callo toma valor 1 y la
ausencia toma valor 0.

- Supervivencia. Los explantos vivos toman valor 1 y las muertas toman valor 0.

- Presencia/ausencia de contaminacion. La ausencia de contaminacion toma
valor 0 y la presencia toma valor 1.

4.6. PLAN DE TRABAJO.

4.6.1. Calendario de trabajo.
La elaboracion del experimento se desarroll6 a lo largo de las siguientes fases:
- Fase de preparacion del material vegetal.

I Multiplicaciéon de los clones para el experimento.

La primera fase del experimento consistidé en multiplicar el material de la camara
del Departamento de Produccion Vegetal y Recursos Forestales hasta obtener
suficientes explantos para el ensayo. Esta labor se llevé a cabo durante los dias 20 y
27 de marzo.

| Elaboracion de los medios de cultivo.

El 13 de marzo, se elabor6é el medio necesario para cultivar los explantos en la
fase de multiplicacién expuesta anteriormente, elaborandose en este caso el medio
control ACM.

Los 8 medios de cultivo fueron elaborados durante los dias 16 y 17 de julio, en un
total de 180 botes que fueron conservados en papel de peridédico hasta que se realizd
el cultivo de los explantos en los mismos.

- Fase de instalacion del experimento.

[ 1 Cultivo de los explantos.

Esta es la fase en la que se instalan los clones en los botes del experimento. Se
llevé a cabo durante los dias 20, 21 y 22 de julio. Los botes se repartieron en las tres
camaras de acuerdo con el disefio experimental elaborado en gabinete. Desde la
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instalacion de los explantos en los botes, hasta que se llevd a cabo la primera
medicion transcurrio un periodo de tiempo de 43 dias.

- Fase de toma de datos.

B \ediciones.

La medicién y toma de datos comenzé el dia 4 de septiembre de 2015 y se repitid
posteriormente una vez al mes.

MARZO 2015 JULIO 2015
L M X J vV 8§ D L M X J vV S D
1 1 2 3 4 5
2 3 4 5 6 7 8 6 7 8 9 |10 | 11 | 12
9 |10 |11 |12 | 13 | 14 | 15 13 114 (15 | 16 | 17 | 18 | 19
16 | 17 | 18 | 19 21 | 22 20 [ 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26
23 | 24 | 25| 26 28 | 29 27 | 28 | 29 | 30 | 31
30 | 31

4.6.2. Multiplicacién previa de la planta.

La ejecucion de esta labor se desarroll6 como sigue:

En primer lugar se prepar6 el medio de cultivo en el que se iban a cultivar los tres
clones: se elaboraron en total 2 L del medio control ACM que se repartio en 40 botes
que, tras ser cerrados con tapa, se envolvieron en grupos de cuatro en papel de
periodico para posteriormente ser introducidos en el autoclave, donde fueron
esterilizados.

Una vez se dispuso del medio de cultivo, se pudo comenzar a repicar la planta de
la camara de cultivo: esto se llevd a cabo en la camara de flujo laminar, donde es
fundamental trabajar con unas medidas higiénicas adecuadas, comenzando por
limpiar la camara con alcohol al 70%, emplear un tarro con alcohol y un mechero de
alcohol para evitar la contaminacién de las pinzas y el bisturi, pulverizar con alcohol al
70% todo el material que utilicemos dentro de la camara de flujo laminar (material
vegetal, medios de cultivo, placas Petri, pinzas, agua destilada, bisturi).

Finalizado el trabajo en la camara de flujo laminar, se llevaron los tarros
correctamente etiquetados con rotulador a la camara de cultivo.

4.6.3. Elaboracion de los medios.

El proceso de elaboracion de los medios de cultivo se llevo a cabo en dos dias; el
primero de ellos se prepararon 5 L de medio y el segundo los 4 L restantes. Se explica
a continuacion, de forma detallada, el procedimiento:
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En primer lugar se pone en funcionamiento el destilador de agua y se comprueba
que el autoclave tenga suficiente agua destilada para realizar una correcta
esterilizacion del material. Tras ello, se cogen los Erlenmeyer de 1 L necesarios (4 6 5
segun el caso) para realizar la mezcla de los ingredientes, la cual se ejecuta en dos
pasos:

1. En primer lugar, se introducen 0,5 L de agua destilada en cada Erlenmeyer con
8 gramos de agar, se cierra con papel de plata y se introduce en el autoclave a
121°C durante 1 minuto.

2. Mientras se estan autoclavando los Erlenmeyer, se elaboran los 0,5 L restantes
de cada uno. Para ello se pesa la cantidad necesaria de hierro y sacarosa en la
balanza de precision y se introduce en cada una de las probetas de 0,5 L que
se enrasardn con la cantidad adecuada de macronutrientes “A”,
macronutrientes “B”, micronutrientes, vitaminas, reguladores y agua destilada.
Para conseguir disolver bien la sacarosa y el hierro y obtener una mezcla
uniforme, se introduce un iman en la probeta que remueve el medio gracias a
la accion del agitador. A la vez que se agita, es necesario regular el pH con HCI
(para bajarlo) y NaOH (para subirlo), puesto que debe alcanzar un valor entre
5,6y5,8.

Una vez calibrado el pH de la solucion, se extraen los Erlenmeyer del autoclave y
se introduce en cada uno de ellos los 0,5 L de las probetas (teniendo 1 L en cada
Erlenmeyer), se agita, y se reparte cada litro en 20 tarros, obteniendo por tanto un total
de 100 tarros. Tras ello, se cierran con tapa y se envuelven en grupos de 4 con papel
de periddico, para finalmente, ser introducidos en el autoclave, donde seran
esterilizados a 121°C durante 20 minutos. Al dia siguiente se extraen los botes y se
dejan envueltos en el papel en la zona del material esterilizado hasta que se realice el
cultivo.

4.6.4. Cultivo de los explantos.

Antes de comenzar con el cultivo de los explantos, hay que comprobar que todo el
material que vamos a emplear dentro de la camara de flujo laminar (placas Petri,
pinzas, bisturi, botes vacios y agua destilada) esté correctamente esterilizado; en caso
contrario debera ser introducido en el autoclave, envuelto en papel de periddico,
durante 30 minutos a 121°C.

Una vez esta el material esterilizado, el primer paso es limpiar la camara de flujo
laminar con alcohol al 70% y encender la luz y el ventilador. Después se introduce
todo el material que vamos a usar, pulverizado previamente con alcohol al 70%,
siendo éste: mechero de alcohol, agua destilada, placas Petri, el bote con la planta de
donde se extraen los explantos, bisturi y pinzas dentro de un tarro con alcohol y los
tarros con el medio en el que se cultivaran los explantos.

El proceso de trabajo es el siguiente: se disponen dos placas Petri y se les echa
una capa de agua destilada, se sacan del tarro las pinzas y el bisturi y se hacen pasar
por el fuego para quemar el alcohol que contienen y limpiarlos, se extrae del bote
donde esta la planta una roseta y se cierra; se deposita la roseta en una de las placas
y se obtienen los explantos, que son pasados a la otra placa Petri. Después de esto se
vuelve a dejar el bisturi en el tarro con alcohol y se cultivan los explantos en el medio
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con ayuda de las pinzas. Por ultimo se sellan los tarros con parafilm para evitar la
pérdida de humedad, se etiquetan con rotulador permanente y se llevan a la camara
correspondiente. Finalizado el proceso, se limpia la camara de flujo laminar con
alcohol al 70%.

4.6.5. Mediciones.

El dia 22 de julio finalizé la fase de preparacion del material vegetal. La fase de
toma de datos comenzo el dia 4 de septiembre: a partir de esta fecha fueron medidos
mensualmente los explantos presentes en la camara a 24°C y en la camara a 15°C. En
la camara a 4°C no se observé ningun crecimiento en los explantos por lo que se
decidié pasar los 18 botes de dicha camara a la camara a 15°C el dia 1 de diciembre,
de modo que la distribucion de los botes fuese la misma (se mantuvo el mismo disefio
experimental). El dia 11 de diciembre ya se observaba cierto desarrollo en los
explantos por lo que fue el dia elegido para llevar a cabo la primera medicion de los
mismos. Ademas de en esta ocasion, también se midieron en enero. En la figura n° 4
se puede ver el crecimiento de los explantos en esta segunda medicion.

Fig. n° 4. Crecimiento de los explantos de la camara refrigerada a 4°C tras llevar 1 mes en
la camara a 15°C.

Las ultimas mediciones se llevaron a cabo en el mes de enero, donde ya se
observaba un nimero considerable de plantas secas en la camara a 24°C.
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4.7. ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis estadistico se ha llevado a cabo con el paquete estadistico
SAS 9.4 for Windows. Cada variable respuesta se ha analizado como sigue.

Analisis de la Supervivencia:

En cada fecha de medicion, para cada camara y para cada medio de cultivo se
obtuvo el porcentaje (P) de explantos que sobrevivieron en cada bloque (9 explantos
por combinacion de fecha, camara, medio y bloque). Es decir, el porcentaje de
supervivencia se obtuvo sobre un total de 9 explantos.

Para analizar el porcentaje de explantos vivos y ver el efecto de los distintos
factores (MES, Camara, Medio de Cultivo) se ajust6 el modelo lineal Mixto de medidas
repetidas de ecuacion:

Donde * representa el efecto de media general, C: es el factor Camara (i=1 15°C,

i=2 24°C), Bi es el factor Bloque (j=1,2,3), Mx es el factor Medio de Cultivo
(k=1,2,...,8), f1 es el factor de medidas repetidas que representa el efecto del tiempo
(I=1 Septiembre, 1=2 Octubre, ..., I=5 Enero) y $n(ijit) representa el término de error
aleatorio del modelo. Los errores son normales e independientes en cada fecha de
medicién, con correlaciones no nulas entre las diferentes fechas de medicion y con
varianzas diferentes para cada fecha de medicién y cada camara de cultivo, que
fueron estimadas mediante maxima verosimilitud restringida (REML).

Posteriormente, para observar el efecto en la supervivencia de los componentes
del medio de cultivo (Nutrientes, Adenina, Sacarosa) se plantearon, para cada camara
de cultivo, el modelo lineal mixto de medidas repetidas:

Figq=p+ B+ N; + A+ 5.+ F, + NjxA + Npx5, 4+ ApxS; + N xdpxs,
+N;xEy, + ApxFy + 5;xFy + N;jxAp xBy + Npx5ixE, + Ay xSixE,
+4"n.5-xﬂkx5;me + fz‘jk:

Donde los nuevos factores son: i que representa el efecto de los nutrientes, “x

que representa el efecto de la Adenina y 3t que representa el efecto de la Sacarosa.
Todos ellos a dos niveles, alto y bajo. Los errores son normales independientes en
cada fecha, con correlaciones no nulas entre fechas diferentes y con varianzas
diferentes por fechas, estimadas mediante REML.

Anadlisis de la presencia de Callos en los explantos.

Se actu6 de la misma manera que en el caso anterior pero calculando el
porcentaje de explantos con callos, de entre los supervivientes.
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Analisis de la presencia de Tallos, Hojas vy Raices.

Se actué de la misma manera que en el caso anterior pero calculando el
porcentaje de explantos presentes en cada categoria de hojas, tallos y raiz, de entre
los supervivientes.

Analisis del Crecimiento.

Para estudiar el crecimiento de los explantos y analizar el efecto de los distintos
factores (MES, Camara, Medio de Cultivo) en la altura de las mismas se ajusto el
modelo lineal Mixto de medidas repetidas de ecuacion:

Donde la variables respuesta, Hfik!n, representa la Altura de la planta n
(n=1,2,...,9) en cada una de las combinaciones de los factores anteriormente
sefialados, Camara Bloque, Medio de Cultivo y Fecha de medicion. Los errores son
normales e independientes en cada fecha de medicién, con correlaciones no nulas
entre las diferentes fechas de medicion y con varianzas diferentes para cada fecha de
mediciéon y cada camara de cultivo, que fueron estimadas mediante maxima
verosimilitud restringida (REML).

Posteriormente, para observar el efecto en el crecimiento de los componentes del
medio de cultivo (Nutrientes, Adenina, Sacarosa) se plantearon, para cada camara de
cultivo, el modelo lineal mixto de medidas repetidas:

+N;xEy + ApxF + 51xFy + NpxAp xBy + NpxSxFy + ApxSixEy
+f'n{;,xﬂk.x.5'::x.‘Fm + Ei_;l'kl

Donde los nuevos factores son: Vi que representa el efecto de los nutrientes, Ay

que representa el efecto de la Adenina y 31 que representa el efecto de la Sacarosa.
Todos ellos a dos niveles, alto y bajo. Los errores son normales independientes en
cada fecha, con correlaciones no nulas entre fechas diferentes y con varianzas
diferentes por fechas, estimadas mediante REML.

Alumno: Raul Calderon Mediavilla )
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de: Master en Ingenieria de Montes

23



CULTIVO IN VITRO DE Populus tremula L.: INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO EN LA CONSERVACION DEL
MATERIAL VEGETAL
RESULTADOS

RESULTADOS

Alumno: Raul Calderon Mediavilla )
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de: Master en Ingenieria de Montes



CULTIVO IN VITRO DE Populus tremula L.: INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO EN LA CONSERVACION DEL
MATERIAL VEGETAL

RESULTADOS

5. RESULTADOS.

El estudio de todas las variables respuesta se ha llevado a cabo en las dos
temperaturas, 15°C y 24°C, por separado ya que las diferencias entre ellas eran
siempre significativas; de este modo podemos comparar el comportamiento de las
plantas en una y otra camara.

5.1. VARIABLES PRESENCIA/AUSENCIA.

5.1.1. Supervivencia.

Como lo que se busca en este estudio es analizar la conservacion del material
vegetal en los diferentes medios de cultivo, se evalué la supervivencia en el mes de
Enero, el ultimo mes en que se llevaron a cabo mediciones, ademas de reflejar la
evolucién de la supervivencia en cada medio durante los cinco meses que duro el
ensayo. Esta evolucion se muestra en las figuras n° 5y 6.

Alumno: Raul Calderén Mediavilla ;
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de: Master en Ingenieria de Montes

24



CULTIVO IN VITRO DE Populus tremula L.: INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO EN LA CONSERVACION DEL

MATERIAL VEGETAL
RESULTADOS
Supervivencia a 152C
120
100
L L pia —+—M1
9 80
o =i M2
=
2 == M3
8_ 60
wi
[} ——
S 2 M5
X —o—M6
20 —t—M7
M8
0 T T
Septiembre Octubre Noviembre Diciembre Enero
Mes

Fig. n° 5. Evolucién de la supervivencia en cada medio de cultivo de la camara a 15°C.
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Fig. n° 6. Evolucién de la supervivencia en cada medio de cultivo de la camara a 24°C.
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Como puede verse en la figura n° 5, a 15°C la supervivencia de las plantas
permanece mas estable en el tiempo. En este caso, es en los medios 5 y 8 donde se
da una mortandad mas acusada, si bien no es abundante. En el medio 5, mueren tres
plantas en el ultimo mes, que previamente ya mostraban decaimiento y escaso
desarrollo. Las muertes del medio 8 en el mes de noviembre se deben a la
contaminacion de un bote, que provoco la pérdida de 3 explantos.

En la figura n® 6, correspondiente a la supervivencia a 24°C se evidencia un
incremento de la mortandad a partir del mes de noviembre, siendo mas drastico en los
medios 2 y 4: éstos tienen en comun el 100% de sales y la cantidad de sacarosa (7
g/L). La elevada tasa de mortalidad al inicio del experimento en los medios 5y 7 se
debe a que en estos medios, un alto porcentaje de las plantas muertas formaban un
callo bastante grande al inicio de su desarrollo y se secaban: estos medios presentan
las sales al 50% y 20 g/L de sacarosa. Los medios que mantienen un mayor
porcentaje de plantas vivas al final del experimento son el 6 y el 8, que presentan las
sales al 50% y 7 g/L de sacarosa.

Tabla n° 8. Tabla Anova de interaccion bloque(temperatura) y temperatura*medio.

Efecto Num DF Den DF F-valor Pr>F
Temperatura 1 28 48.12 <.0001
Bloque(Temperatura) 4 28 4.24 0.0083
Medio 7 28 4.69 0.0014
Temperatura*Medio 7 28 3.54 0.0075

En la tabla Anova se puede observar que los factores temperatura y medio son
significativos, al igual que las interacciones bloque(temperatura) y temperatura*medio.

En el siguiente grafico (Figura n° 7) se representa la supervivencia media de
plantas en cada medio de cultivo en el mes de Enero, juntando los datos de las dos
camaras.
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Fig. n® 7. Supervivencia en enero en cada medio de cultivo, contabilizando las dos camaras
juntas.

De este grafico se desprende que no hay ningun medio que mejore al medio control
(el medio 1) en cuanto a supervivencia al final del experimento. Los medios 3,6y 8
resultan ser igual de buenos que el 1, e incluso con el 2 y el 4 no existen diferencias
significativas. El medio en el que menos plantas sobreviven al final del ensayo es el 5,
seguido del medio 7, son por tanto los que presentan unos resultados mas
desfavorables; en estos dos medios, que tienen las sales al 50% y 20g/L de sacarosa,
se produjo una mortalidad mas alta desde el inicio del experimento, donde se encontro
que las plantas desarrollaban un callo muy grande y morian antes de presentar
desarrollo alguno.

Para conocer el estado de las plantas al final del experimento en funcion de que
estén a 15°C o a 24°C se ha elaborado el grafico siguiente (Figura n°® 8). De este modo
se puede ser mas preciso en el analisis y concretar en que medida influye la
temperatura en los resultados observados en un mismo medio.
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Supervivencia por medios en cada camara
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Fig. n® 8. Supervivencia en enero en cada medio de cultivo. Se compara cada medio en las
dos temperaturas.

Los medios 1, 3 (sales al 100% y 20 g/L de sacarosa), 6 y 8 (sales al 50% y 7 g/L
de sacarosa) presentan una buena tasa de supervivencia tanto a 15°C como a 24°C.
En otros medios si que existen diferencias significativas, en funcion de a qué
temperatura los utilicemos: esto sucede con los medios 2, 4 (sales al 100% y 7 g/L de
sacarosa), 5 y 7 (sales al 50% y 20 g/L de sacarosa); éstos presentan buenos
resultados a 15°C pero la mortalidad aumenta en gran medida si se emplean a 24°C.

En la grafica n°® 9 se compara la supervivencia media al final del experimento en
todos los medios de las dos camaras, para determinar qué combinacion
temperatura*medio puede ser la que conserve un mayor porcentaje de plantas vivas.

Supervivencia por medios en cada camara
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Fig. n° 9. Supervivencia en enero en todos los medios de las camaras a 15°C y 24°C.
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Se observa en casi todos los medios una mayor supervivencia a 15°C, salvo en el
medio n° 8, donde sobreviven mas plantas a 24°C, si bien la diferencia con respecto a
15°C no es significativa.

Supervivencia por bloque en cada camara
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Fig. n° 10. Supervivencia media en enero en cada bloque de cada camara.

En la camara a 24°C, la supervivencia media de las plantas en enero es
significativamente mayor en el bloque 1 que en los bloques 2 y 3: esto puede deberse
a la distribucion de los bloques en la camara, ya que el bloque 1 estaba pegando a la
pared y debido a ello, los clones se estarian desarrollando a una temperatura
ligeramente inferior y recibirian menor intensidad de luz. En el caso de la menor
supervivencia en el bloque 1 a 15°C, no se ha encontrado una causa referente a la
camara, puesto que todas las bombillas lucian y tenian la misma intensidad, y la
ventilacién se supone homogénea para todos los bloques (hay dos ventiladores en la
parte superior).

- Evaluacion de los factores significativos en cada camara.

Segun las tablas Anova expuestas en los Anejos (tabla n°® 9 y tabla n® 10), los
factores que suponen diferencias significativas en la supervivencia en cada camara
son:

A 15°C: la interaccion nutrientes*mes.
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Fig. n° 11. Evolucion de la supervivencia en funcion de la concentracién de nutrientes a
15°C. Se comparan las dos series (nutrientes 100% respecto a nutrientes 50%).

Como puede verse en esta figura 11, en los dos primeros meses no existen
diferencias significativas entre emplear una concentracion de nutrientes u otra, sin
embargo, a medida que pasan los meses esas diferencias se hacen mayores, de
manera que, a partir de noviembre, la concentracion de nutrientes al 100% mejora
significativamente la supervivencia.

A 24°C: la concentracion de nutrientes, la sacarosa, y las interacciones
nutrientes*sacarosa, nutrientes*sacarosa*mes y nutrientes*mes. . Las dos primeras no
se muestran porque son valores medios de todo el experimento y no aportan
informacion relevante.
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Efecto de la interaccion nutrientes-sacarosa sobre la
supervivencia media a 242C
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Fig. n°® 12. Supervivencia media de cada combinacioén de nutrientes y sacarosa a 24°C. Se
compara el primer valor de cada serie con el segundo.

En esta figura se observa que empleando una concentracion de nutrientes al 100%
la supervivencia no cambia significativamente al cambiar la cantidad de sacarosa; sin
embargo, si el medio contiene los nutrientes al 50%, la supervivencia es mucho mayor
empleando 7 g/L de sacarosa que 20 g/L: esto se ve claramente reflejado en los
medios 5y 7, donde la supervivencia es significativamente inferior.
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Fig. n° 13. Evolucion de la supervivencia en funcion de la concentraciéon de nutrientes a
24°C. Se comparan las dos series entre si.

Como puede verse, la supervivencia en los medios con los nutrientes al 100% es
significativamente superior que la de los medios al 50% de nutrientes; sin embargo, a
partir de noviembre, la supervivencia de las plantas en los medios con los nutrientes al
100% sufre una repentina caida, de modo que con el paso del tiempo la diferencia de
supervivencia entre los medios con una y otra concentracién de nutrientes se va
haciendo cada vez menor, hasta hacerse nula en el mes de enero.
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Efecto de los nutrientes y la sacarosa sobre la supervivencia
a 242C
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Fig n° 14. Evolucion de la supervivencia segun la cantidad de nutrientes y sacarosa a 24°C.
Se comparan las 4 series unas con otras.

Como se refleja en esta figura, la concentracién de nutrientes al 50% + 20 g/L de
sacarosa es la combinacion donde la supervivencia es significativamente menor. Entre
el resto de mezclas no hay diferencias significativas hasta enero, donde el empleo de
7 g/L de sacarosa mas nutrientes al 100% ofrece menor supervivencia. Por tanto, la
mejor respuesta en enero se obtiene con las combinaciones: nutrientes al 50% + 7 g/L
de sacarosa (medios 6 y 8) y nutrientes al 100% + 20 g/L de sacarosa (medios 1y 3),
lo cual se ve también en la Fig. n°® 6.

5.1.2. Presencia de callo.

La presencia de callo en el material vegetal del presente experimento fue muy
superior a la esperada, por anteriores experiencias en el laboratorio con esta especie.
Como puede verse en la grafica siguiente, los valores de porcentaje de plantas con
callo rondan el 90%, siendo el medio n° 2 el Unico que baja del 80% de media, que es
significativamente mejor que el resto. Se ha incluido este grafico sobre la presencia
media de callo a lo largo de todo el ensayo ya que es una variable que varid muy poco
a lo largo del tiempo.
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Presencia media de callo en cada medio y camara
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Fig. n°® 15. Porcentaje medio de plantas con callo en cada medio de cada camara a lo largo
del experimento. Se comparan todos los valores entre si.

- Evaluacion de los factores significativos en cada camara.

Observando las tablas Anova para esta variable (tabla n° 11 y tabla n° 12 de los
Anejos), se extraen los siguientes factores significativos:

A 15°C: las interacciones nutrientes*mes, adenina*mes y sacarosa*mes. La
interaccion sacarosa*mes no se expone porque las diferencias solo eran significativas
en el mes de octubre.

A 24°C: el unico factor significativo es el tiempo. Sin embargo, las diferencias que
genera el paso de los meses se deben a las plantas que mueren.
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Efecto de los nutrientes en la presencia de callo a 152C
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Fig. n° 16. Evolucion del porcentaje de callo en funcidon de la concentracion de nutrientes.
Se comparan las dos series entre si.

En esta figura se observa que, las plantas presentes en los medios en los que la
concentracion de nutrientes esta al 50% tardan mas tiempo en desarrollar el callo,
pero a partir del mes de ocubre presentan un porcentaje de callo significativamente
mayor que las plantas que crecen con los nutrientes al 100%.
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Efecto de la adenina en la presencia de callo a 152C
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Fig. n°® 17. Evolucion del porcentaje de callo en funcion de la concentracion de adenina. Se
comparan las dos series entre si.

Lo que sucede en esta figura es similar a lo que se observaba en la figura anterior,
si bien en este caso el desarrollo de callo al inicio es el mismo independientemente de
la concentracion de adenina sulfato, es a partir de octubre cuando se pone de
manifiesto un mayor porcentaje de callo en las plantas que crecen con una menor
concentracion de adenina.

5.2. VARIABLES CUANTITATIVAS.

5.2.1. Crecimiento en altura.

Para analizar esta variable se registréd el crecimiento del tallo mas alto de cada
explanto. Analizando el crecimiento a lo largo de los 6 meses que durd el ensayo, se
puede observar un crecimiento mas rapido al inicio, que se va ralentizando con el
tiempo. Tanto a 24°C como a 15°C, el crecimiento mas lento se da en aquellos medios
en los que la concentracion de nutrientes se ha reducido a la mitad.

A través de las tablas Anova (tabla n° 13 y tabla n® 14 de los Anejos) se pueden
determinar los factores que son significativos a 15°C y a 24°C:
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Crecimiento de las plantas en cada medio a 152C
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Fig n°® 18. Crecimiento medio de las plantas a 15°C durante los 5 meses de estudio, en cada
medio de cultivo.
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Fig. n° 19. Crecimiento medio de las plantas a 24°C durante los 5 meses de estudio, en
cada medio de cultivo.

Alumno: Raul Calderén Mediavilla .
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de: Master en Ingenieria de Montes

37



CULTIVO IN VITRO DE Populus tremula L.: INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO EN LA CONSERVACION DEL

MATERIAL VEGETAL
RESULTADOS

Como puede verse, el descenso de la temperatura provoca la ralentizacion del
crecimiento de las plantas. Es, por tanto, a 15°C y en los medios donde la
concentracion de nutrientes se reduce a la mitad donde el crecimiento es menor.

La diferencia en el desarrollo del material vegetal en funcion de la temperatura y el
medio en el que se encuentre, puede verse claramente también a través de observar
la altura media al principio y al final del experimento:

Altura media inicial y final en cada medio a 152C
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4,0
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Mes

Fig. n° 20. Altura media en la primera y uUltima medicion en cada medio de cultivo a 15°C. Se
comparan por un lado las alturas de septiembre y por otro las de enero.
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Altura media inicial y final en cada medio a 242C
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Fig. n° 21. Altura media en la primera y uUltima medicion en cada medio de cultivo a 24°C. Se
comparan por un lado las alturas de septiembre y por otro las de enero.

A 24°C las diferencias se hacen muy evidentes, observandose dos grupos
claramente diferenciados, dentro de los cuales no existen diferencias significativas. Si
que hay diferencias significativas entre ellos: las plantas alcanzan una altura media
mucho mayor en enero en los medios de cultivo 1, 2, 3 y 4 (que tienen la
concentracion de nutrientes al 100%) que en los medios 5, 6 y 7 (cuya concentracion
de nutrientes esta al 50%), siendo el medio 8 un medio intermedio entre estos dos
grupos puesto que no es significativamente diferente a los medios 1y 2.

A 15°C no se observa esta diferenciacion entre dos grupos significativamente
distintos uno de otro: la altura media en el medio 3 (que tiene la maxima concentracion
de nutrientes, adenina y sacarosa) es superior a la del resto de medios. Ademas, no
existen diferencias significativas entre el medio 8 y los medios 1, 2 y 4, ni entre el
medio 7 y el medio 2.

- Evaluacion de los factores significativos en cada camara.

Siguiendo la informacién extraida de las tablas Anova de cada camara (tablas n° 13
y n° 14 de los Anejos), los factores que causan diferencias significativas en el
crecimiento son:

A 15°C: las interacciones nutrientes*mes, adenina*mes, sacarosa*mes y

nutrientes*sacarosa*mes.
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Efecto de la concentracion de nutrientes sobre el
crecimiento a 152C
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Fig. n°® 22. Crecimiento medio en funcién de la concentracion de nutrientes a 15°C. Se
comparan las dos series entre si.

El crecimiento medio de las plantas a 15°C es significativamente superior en
aquellos medios que contienen los nutrientes al 100%, y esta diferencia respecto a los
que la concentraciéon de nutrientes esta al 50% se incrementa a medida que avanzan
los meses.

Efecto de la sacarosa sobre el crecimiento a 152C
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Fig. n°® 23. Crecimiento medio en funcion de la cantidad de sacarosa a 15°C. Se comparan
las dos series entre si.
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Evaluando el crecimiento medio a 15°C en funcién de la cantidad de sacarosa,
vemos que las diferencias entre los medios con 20 g/L y los medios con 7 g/L son solo
significativas en octubre y noviembre.

Efecto de la concentracion de adenina en el crecimiento a
152C
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Fig. n° 24. Crecimiento medio en funcion de la concentracion de adenina a 15°C. Se
comparan las dos series entre si.

En esta grafica se puede ver como en el primer mes no existen diferencias
significativas entre los medios que contienen una u otra concentracion de sacarosa,
sin embrago, a partir del segundo mes las diferencias van haciéndose cada vez
mayores, de manera que se logra un crecimiento signifiactivamente superior en los
medios que contienen 40 mg/L de adenina.
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Efecto de las interacciones nutrientes-sacarosa sobre el
crecimiento a 152C
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Fig. n° 25. Crecimiento medio en funcién de las combinaciones de nutrientes y sacarosa. Se
comparan las series unas con otras.

Como se ve en la figura n° 25, el crecimiento medio en los medios con una
concentracion de nutrientes al 50% es el mismo independientemente de la cantidad de
sacarosa. Sin embargo, en los medios en los que la concentracion de nutrientes esta
al 100%, el crecimiento es significativamente mayor si empleamos 20 g/L de sacarosa

a si usamos 7 g/L.

A 24°C: las interacciones nutrientes*mes, sacarosa*mes y nutrientes*sacarosa.
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Efecto de la concentracion de nutrientes sobre el
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Fig. n° 26. Crecimiento medio en funcién de la concentracién de nutrientes a 24°C. Se
comparan las dos series entre si.

En la figura n°® 26 se puede ver como el crecimiento de los explantos es
significativamente mayor en los medios con la concentraciéon de nutrientes al 100%, y
esta diferencia respecto a los medios que contienen los nutrientes al 50% se mantiene
constante a lo largo de todo el ensayo.

Efecto de la concentracion de sacarosa sobre el crecimiento
a 24°C
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Fig. n°® 27. Crecimiento medio en funcion de la de la concentracion de sacarosa a 24°C. Se
comparan las dos series entre si.
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En la Fig. n° 27 se aprecia un menor crecimiento de las plantas en aquellos medios
que contienen 20 g/L de sacarosa a partir de octubre. La diferencia entre las dos
series se mantiene constante a lo largo del tiempo.

Efecto de la interaccion nutrientes-sacarosa sobre la altura
media de las plantas a 242C
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Fig. n°® 28. Altura media de las plantas en funcion de la combinacién de nutrientes y
sacarosa a 24°C. Se compara el primer valor de cada serie con el segundo.

Como puede verse, en los medios con una concentracion de nutrientes al 100%, la
cantidad de sacarosa no influye en el crecimiento medio. Sin embargo, en los medios
en los que los nutrientes estan al 50%, el crecimiento medio es significativamente
superior empleando 7 g/L de sacarosa en lugar de 20 g/L.

- Crecimiento de las plantas de la camara a 4°C.

Estas plantas se mantuvieron a 4°C hasta el mes de diciembre. Hasta esa fecha no
se produjo desarrollo alguno en dichas plantas, por lo que se cambiaron a la camara a
15°C el dia 1 de diciembre. Los resultados del cambio fueron positivos ya que las
plantas comenzaron a desarrollarse, y se tomaron datos de su crecimiento en el mes
de diciembre (el dia 11) y en enero (el dia 12). El estado de las plantas en cuanto a
proliferacion de tallos y de hojas puede verse en las siguientes graficas (en estas dos
primeras mediciones no se observd ninguna raiz).

Alumno: Raul Calderon Mediavilla ;
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de: Master en Ingenieria de Montes

44



CULTIVO IN VITRO DE Populus tremula L.: INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO EN LA CONSERVACION DEL

MATERIAL VEGETAL

RESULTADOS

Proliferacion de tallos

m>10
m5a10
m1a5

Proliferacion de hojas

u>10

m5a10

mlas

30 1 |

1 Sin hojas

% deplantas en cada categoria
wv
o

% de hojas en cada categoria
wv
o

B Muertes

u Muertes 20 ‘
10 10
0 ‘ 0

Diciembre Enero Diciembre Enero

Fig. n® 29. Porcentaje de proliferacion de tallos y hojas tras un mes de haber cambiado los
botes de 4°C a 15°C.

Este es uno de los aspectos mas interesantes del presente estudio, puesto que lo
que se busca es la conservaciéon del material vegetal durante el mayor tiempo posible,
para lo cual resulta muy util conocer que tras 4 meses y 10 dias de estancia de las
plantas a 4°C sin observarse ningun desarrollo, una vez fueron cambiadas a 15°C,
respondieron a la perfeccion, y con una proliferacion de hojas mas veloz que el de las
plantas que se instalaron desde el inicio a 15°C.

5.3. VARIABLES CATEGORICAS.

Los resultados de las variables categoricas se han expuesto y evaluado a través de
histogramas en los que se muestra la evolucion de la proliferacion de tallos, hojas y
raices, y mediante graficas que reflejan la probabilidad de que las plantas estén en
cada categoria de las contempladas para cada variable.

5.3.1. Numero de tallos.

En los histogramas siguientes se muestra la
en cada camara.
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Fig. n° 30. Proliferaciéon media de tallos en cada camara a lo largo del ensayo.
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Como puede apreciarse, las diferencias entre las dos camaras son evidentes: a
15°C, hasta el mes de octubre no comienzan a aparecer plantas con mas de 5 tallos, y
so6lo un 20,37% de las plantas superan los 5 tallos al final del experimento y un 6,94%
los 10 tallos. A 24°C, en septiembre ya hay plantas con mas de 5 y de 10 tallos,
alcanzandose un maximo de las mismas en diciembre, con un 55,56% de plantas con
mas de 5 tallos y un 38,43% con mas de 10.

En las Figuras n° 31 y n°® 32, se muestra qué porcentaje de plantas se encuentran
en cada rango de numero de tallos que se ha establecido. Como era de esperar, la
proliferacion es mucho menor a 15°C que a 24°C.

A 15°C, los medios que presentan una mayor proliferacion de tallos son el 1 y el 3,
que tienen las sales al 100% y 20 g/L de sacarosa. A éstos les sigue el 2 (100% de
sales + 20 mg/L de adenina + 7 g/L de sacarosa) con un 33% de plantas con mas de 5
tallos. Tras estos tres medios, los siguientes con mas numero de tallos serian el 4 y el
8, que comparten los 7 g/L de sacarosa y los 40 mg/L de adenina. Finalmente los que
menos tallos desarrollan son los medios 5,6y 7.

A 24°C los medios que presentan una menor proliferaciéon son el 5 y el 7, sin
embargo la mortalidad es muy elevada (desde el 40% al inicio del ensayo hasta el
60% al final), el desarrollo de las plantas es muy pobre y en general no presentaban
un buen estado. En el resto de medios, la mortalidad comenzaba a incrementarse en
el mes de diciembre y se hacia mas acusada en enero. Hacia el final del experimento
los medios podrian dividirse en tres grupos: los medios 2 y 4 (sales al 100% y 7 g/L de
azucar) tienen abundante proliferacion pero la mortalidad en el ultimo mes es elevada.
En los medios 8 y 3 (40 mg/L de adenina) la mitad de las plantas tienen entre 5y 10
tallos y la otra mitad mas de 10 tallos, por lo que la proliferacion es considerable y la
mortalidad se reduce respecto a los dos anteriores. Por ultimo, los medios 1 y 6 (20
mg/L de adenina) tienen un mayor porcentaje de plantas que presentan entre 1y 5
tallos, por tanto la proliferacion en estos es inferior a los medios 3 y 8, y la mortalidad
es similar.
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Fig. n° 31. Porcentaje de proliferacion de tallos en cada medio de cultivo en cada mes a 15°C.
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Fig. n° 32. Porcentaje de proliferacion de tallos en cada medio de cultivo en cada mes a 24°C.
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Fig. n° 34. Probabilidad de que las plantas tengan mas de 10 tallos a 15°C en cada medio a
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Se aprecia una correspondencia entre la Fig. n°® 33 y los histogramas anteriores:
Los medios donde la proliferaciéon de tallos es mas precoz son el 3,el2yel 1,y es en
éstos donde se alcanza el mayor numero de tallos al final del experimento. Los medios

en los que encontramos una menor probabilidad de encontrar muchos tallos al final del
experimento son el 5, el 7, el 6 y el 4.

Los resultados mostrados en la Fig. n® 34 son similares a los de la Fig. n° 33, por lo
que la probabilidad de encontrar mas de 10 tallos se corresponde bastante con la de
encontrar mas de 5 tallos aunque reducida a la mitad: por tanto, los medios en los que
la proliferacién de tallos es mas precoz son el medio 3 y el 1, y es donde mas
probabilidad hay de encontrar mas de 10 tallos en enero. Por el contrario, los medios
en los que encontrar mas de 10 tallos es menos probable serian el 4, el 6, el 7 y el 5.
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Fig. n° 35. Probabilidad de que las plantas tengan mas de 5 tallos a 24°C en cada medio a
lo largo del ensayo, donde los medios son: N-A-S- = medio 6; N-A-S+ = medio 5; N-A+S- =
medio 8; N-A+S+ = medio 7; N+A-S+ = medio 2; N+A-S+ = medio 1; N+A+S- = medio 4;
N+A+S+ = medio 3.
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Fig. n° 36. Probabilidad de que las plantas tengan mas de 5 tallos a 24°C en cada medio a
lo largo del ensayo, donde los medios son: N-A-S- = medio 6; N-A-S+ = medio 5; N-A+S- =
medio 8; N-A+S+ = medio 7; N+A-S+ = medio 2; N+A-S+ = medio 1; N+A+S- = medio 4;
N+A+S+ = medio 3.
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Al igual que en los histogramas, en la Fig. n° 35 se observa que, a 24°C los medios
en los que la proliferaciéon de tallos es mas tardia son el 6 y el 8, y al final del
experimento, la proliferacion se iguala bastante, siendo ligeramente inferior en los
medios 1y 6.

Si se observa la probabilidad de encontrar mas de 10 tallos, en esta ocasi6n
también se corresponde con la probabilidad de encontrar mas de 5: los medios en los
que la proliferacion es ligeramente mas tardia son el 6 y el 8, y al final del experimento,
los medios en los que la proliferacion de tallos es menor son el 6 y el 1, y aquellos en
los que los probabilidad de encontrar mas de 10 tallos es mayor son los medios 2 y 4.
Esto se corresponde con los resultados expuestos en los histogramas.

5.3.2. Numero de hojas.

La siguiente figura muestra la proliferacién mensual de hojas en cada temperatura.
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g. n° 37. Proliferacion media de hojas en cada camara a lo largo del ensayo.

En este caso, la diferencia entre las dos camaras no es tan grande en cuanto a la
proliferacion de hojas, si bien, por lo general las hojas alcanzaron un tamafio mayor
mas rapidamente a 24°C que a 15°C.

A 15°C, los medios 2, 4 (sales al 100% y 7 g/L de sacarosa) y 6 y 8 (sales al 50% y
7 g/L de sacarosa) son los que menor proliferacion de hojas presentan en el primer
mes y alcanzan el maximo de hojas en noviembre, para mantenerse constante a partir
de ahi, manteniendo un porcentaje de plantas con un niumero de hojas entre 5 y 10, es
decir, sin alcanzar el rango superior de numero de hojas. En cambio en los medios 1, 3
y 7, que tienen en comun la cantidad de sacarosa (20 g/L), todas las plantas terminan
por tener mas de 10 hojas, si bien, en los medios 1 y 3, esto se consigue en el mes de
octubre, y en el medio 7 no se logra hasta el mes de diciembre (los medios 1y 3
tienen las sales al 100% y el 7 al 50%).

A 24°C, en los medios 3, 4 y 8 casi todas las plantas presentan mas de 10 hojas
desde el primer mes de mediciones. En los medios 1, 2 y 6 la cantidad de hojas en el
primer mes es ligeramente inferior (desde el 14% de plantas con menos de 10 hojas
del medio 1 hasta el 33% del medio 6), sin embargo, a partir del segundo mes casi
todas las plantas pasan a tener mas de 10 hojas.
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Fig. n° 38. Porcentaje de proliferacion de hojas en cada medio de cultivo en cada mes a 15°C.
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Fig. n° 39. Porcentaje de proliferacion de hojas en cada medio de cultivo en cada mes a 24°C.
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Fig. n° 40. Probabilidad de que las plantas tengan mas de 5 hojas a 15°C en cada medio a
lo largo del ensayo, donde los medios son: N-A-S- = medio 6; N-A-S+ = medio 5; N-A+S- =
medio 8; N-A+S+ = medio 7; N+A-S+ = medio 2; N+A-S+ = medio 1; N+A+S- = medio 4;
N+A+S+ = medio 3.
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Fig. n° 41. Probabilidad de que las plantas tengan mas de 10 hojas a 15°C en cada medio a
lo largo del ensayo, donde los medios son: N-A-S- = medio 6; N-A-S+ = medio 5; N-A+S- =
medio 8; N-A+S+ = medio 7; N+A-S+ = medio 2; N+A-S+ = medio 1; N+A+S- = medio 4;
N+A+S+ = medio 3.
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En las figuras n° 40 y 41, se observa que los medios en los que la proliferacién de
hojas es mas precoz son el 1y el 3, y es mas tardia en los medios 6 y 8 (sales al 50% y
7 g/L de sacarosa), y 2y 4 (sales al 100% y 7 g/L de sacarosa), que son ademas, los
medios en los que permanece un porcentaje de plantas con menos de 10 hojas al final
del ensayo (entre un 7% y un 18%). Hacia el final del experimento, la probabilidad de
encontrar mas de 5 hojas o mas de 10 es practicamente el 100% en los medios 1, 3,5y
7 (20 g/L de sacarosa), se reduce un poco en los medios 2 y 4 (nutrientes al 100% + 7 g
de sacarosa), y la reduccion es un poco mayor en los medios 6 y 8 (nutrientes al 50% +
7 g de sacarosa). Estos resultados se corresponden con los observados en los
histogramas anteriores.
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Fig. n° 42. Probabilidad de que las plantas tengan mas de 5 hojas a 24°C en cada medio a
lo largo del ensayo, donde los medios son: N-A-S- = medio 6; N-A-S+ = medio 5; N-A+S- =
medio 8; N-A+S+ = medio 7; N+A-S+ = medio 2; N+A-S+ = medio 1; N+A+S- = medio 4;
N+A+S+ = medio 3.

10t TTI TTE! TE‘ TTI TEQ&‘ TTI
09t T f ? 1
08} 1
O 07 r ]
]
o H
© | ¢ Septiembre
E 0.6 O Octubre
® © Noviembre
S 05 T T L & Diciembre
o - # Enero
04F
03}
0,2} 1 -

N-A-3- N-A-S+ N-A+S-  N-A+S+ N+A-S-  N+A-S+ N+A+S- N+A+S+
Tratamiento

Fig. n° 43. Probabilidad de que las plantas tengan mas de 10 hojas a 24°C en cada medio a
lo largo del ensayo, donde los medios son: N-A-S- = medio 6; N-A-S+ = medio 5; N-A+S- =
medio 8; N-A+S+ = medio 7; N+A-S+ = medio 2; N+A-S+ = medio 1; N+A+S- = medio 4;
N+A+S+ = medio 3.
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Como puede verse, a 24°C apenas existen diferencias al final del experimento, salvo
en los medios 5y 7, pero como ya se ha comentado previamente, la mortalidad en estos
dos medios es muy elevada. En cuanto a la precocidad de proliferacion de hojas, el
medio mas tardio seria el medio 6, seguido por los medios 1 y 2. Al igual que en los
casos anteriores, se intuye una correspondencia entre la informacion de estas graficas y
los histogramas que las preceden.

5.3.3. Tamaio de las raices.

En la figura n°® 44, se muestra el porcentaje de proliferacion de raices en las dos
camaras.
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Fig n° 44. Proliferacion media de raices en cada camara a lo largo del ensayo.

La diferencia entre las dos temperaturas es evidente: a 15°C, comienzan a surgir
raices en el mes de diciembre, mientras que a 24°C lo hacen ya en el mes de octubre.
Es por esta razén por la que el analisis de la varianza se ha llevado a cabo por
separado: a partir de diciembre a 15°C, y a partir de octubre a 24°C.

Al igual que con las dos variables anteriores, los resultados obtenidos de esta
variable en cada medio se han reflejado también a través de histogramas, que son una
forma muy intuitiva de apreciar la evolucion de la proliferacion de las raices en cada
medio en una camara y en otra:

A 15°C la proliferacion de raices es practicamente nula durante todo el experimento.
En los medios 1 y 4 comienzan a surgir pequefias raices a partir del mes de noviembre y
se mantienen en porcentajes muy bajos. Los medios 2, 5 y 7 comienzan a desarrollar
raices en diciembre, si bien son muy pocas las plantas que las presentan. El medio que
presenta mayor numero de plantas con raiz es el numero 3 (medio con la maxima
concentracion de nutrientes, adenina y sacarosa), si bien solo son un 22% de las
plantas. Por ultimo, en el medio 6 (medio con la minima concentracion de nutrientes,
adenina y sacarosa) no aparecen raices durante todo el experimento.

A 24°C las raices comienzan a surgir a partir del segundo mes en todos los medios.
Los medios 2 y 8 presentan unos resultados similares en cuanto a la proliferacion y
desarrollo de las raices, aunque en el medio 8, permanecen mas plantas vivas durante
mas tiempo. La cantidad de plantas que desarrollan raiz en los medios 1, 3,4 y 6 se
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sitia entre un 30% y 44%, la diferencia esta en que el medio 1 alcanza el maximo de
plantas con raices > 5 cm en noviembre y los medios 3, 4 y 6 lo alcanzan en diciembre.
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Fig. n° 45. Porcentaje de proliferacion de raices en cada medio de cultivo en cada mes a 15°C.
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Fig. n° 46. Porcentaje de proliferacion de raices en cada medio de cultivo en

cada mes a 24°C.
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Fig. n° 47. Probabilidad de que las plantas tengan raices de > 1 cm a 15°C en cada medio a
lo largo del ensayo, donde los medios son: N-A-S- = medio 6; N-A-S+ = medio 5; N-A+S- =
medio 8; N-A+S+ = medio 7; N+A-S+ = medio 2; N+A-S+ = medio 1; N+A+S- = medio 4;
N+A+S+ = medio 3.
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Fig. n° 48. Probabilidad de que las plantas tengan raices de > 5 cm a 15°C en cada medio a
lo largo del ensayo, donde los medios son: N-A-S- = medio 6; N-A-S+ = medio 5; N-A+S- =
medio 8; N-A+S+ = medio 7; N+A-S+ = medio 2; N+A-S+ = medio 1; N+A+S- = medio 4;
N+A+S+ = medio 3.
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Fig. n°® 49. Probabilidad de que las plantas tengan raices de > 1 cm a 24°C en cada medio a
lo largo del ensayo, donde los medios son: N-A-S- = medio 6; N-A-S+ = medio 5; N-A+S- =
medio 8; N-A+S+ = medio 7; N+A-S+ = medio 2; N+A-S+ = medio 1; N+A+S- = medio 4;
N+A+S+ = medio 3.
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Fig. n° 50. Probabilidad de que las plantas tengan raices de > 5 cm a 24°C en cada medio a
lo largo del ensayo, donde los medios son: N-A-S- = medio 6; N-A-S+ = medio 5; N-A+S- =
medio 8; N-A+S+ = medio 7; N+A-S+ = medio 2; N+A-S+ = medio 1; N+A+S- = medio 4;
N+A+S+ = medio 3.
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A 15°C solo aparecen raices en los dos ultimos meses del experimento, lo que se
puede concluir es que los Unicos medios en los que es probable encontrar raices de >
deS5cmsonel3yel1.

En la figura n° 49 se observa que, los medios en los que existe una mayor
probabilidad de encontrar raices de mas de 5 cm y donde ademas el enraizamiento es
mas temprano son el 3 por encima del resto, y a continuacion de éste, el 1, el 4 y el 8.
Y los mismos resultados se observan en la figura n® 50. De nuevo, estos resultados
son los que se ven reflejados también en los histogramas precedentes.
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6. DISCUSION.

A continuacién se evaluan los resultados obtenidos comparandolos con estudios
precedentes.

e Supervivencia.

Si se analiza la supervivencia en funcion del medio sin separar las temperaturas, se
puede ver que los medios en los que la supervivencia es significativamente inferior son
el 5y el 7, que tienen las sales al 50% y 20 g/L de sacarosa. A partir de ahi, lo mas
interesante seria ver lo que sucede en enero en cada camara.

A 15°C la supervivencia es significativamente superior que a 24°C en los medios 2, 4,
5y 7. El medio 5 es en el que menor numero de plantas sobreviven, entre el resto de
medios no existen diferencias significativas. Los medios que contienen los nutrientes al
100% (95% de plantas vivas en enero) conservan mejor el material vegetal que aquellos
medios con los nutrientes al 50% (84% de plantas vivas en enero).

A 24°C, los medios que presentan una menor supervivencia al final del ensayo son el
2,el4, el 5y el 7; la supervivencia media en los medios 1, 3, 6 y 8 se situa entre un 74%
y un 88%, de manera que no hay diferencias significativas entre ellos. En el inicio, la
supervivencia en los medios con los nutrientes al 100% es significativamente superior
respecto a los medios con los nutrientes al 50%, sin embargo, a partir de noviembre
estas diferencias se reducen, hasta igualarse en enero. Se observa que, la combinacion
de los nutrientes al 50% junto con 20 g/L de sacarosa es la que peor conserva el
material vegetal en el tiempo; en este caso, las combinaciones que mejores resultados
dan son: nutrientes al 50% + 7 g/L de sacarosa (medios 6 y 8) y nutrientes al 100% + 20
g/L de sacarosa (medios 1 y 3). Por otro lado, la menor supervivencia en el bloque 1,
respecto al 2 y al 3, induce a concluir que el incremento de la temperatura provoca un
descenso de la supervivencia al final del ensayo, puesto que, como ya se ha explicado
anteriormente, este bloque estaba junto a la pared y es posible que sus botes
estuviesen a una temperatura ligeramente inferior.

Tokoporo et al (2013) mostraron que conservando las plantas de banano (Musa spp),
aun siendo especie tropical, a 15°C mejoraba significativamente la supervivencia
respecto a 22°C. Sin embargo, la reduccién a la mitad de la concentracion de los
nutrientes del medio MS (Murashige & Skoog 1962) no ofrecié resultados significativos;
si que se observdé una marcada reduccion en la supervivencia si la concentracion de
nutrientes se reducia a la cuarta parte.

El incremento de la supervivencia con la reduccién de la temperatura también lo
mostraron los resultados de Ahmed et al (2010), donde la mayor supervivencia de los 9
genotipos de peral en el medio MS suplementado con sacarosa y agar se dio a 5°C, y se
fue reduciendo a medida que se incrementd la temperatura (supervivencia a 5°C > a
10°C > a 15°C > a 25°C). Ademas de este estudio, Ahmed et al (2010) evaluaron la
conservacion de los 9 genotipos de peral en funcién de la concentracion de nutrientes y
manitol (medio MS estandar, 2 MS, V2 MS, MS estandar + 2,5% de manitol y medio MS
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estandar + 3,5% de manitol), obteniendo la supervivencia maxima tras 12 meses en el
medio MS estandar + 2,5% de manitol.

Sota et al (2014) mostraron que la conservacion 6ptima de Zizyphus jujuba se dio en
el medio MS estandar a 4°C (78,6%) seguido por el medio 2 MS con reguladores y sin
sacarosa (63%) y del medio MS estandar sin reguladores y con 3% de sacarosa
(12,6%). Ademas, Sota et al (2014) obtuvieron una mayor supervivencia de las plantas
de Prunus mahaleb tras un periodo de conservacion de 5 meses en el medio %2 MS sin
sacarosa, con reguladores y agar (29,6% de plantas vivas) respecto al medio MS
estandar con 3% de sacarosa y sin reguladores (0% de plantas vivas).

Bonnier et al (1997) resolvieron que la mayor supervivencia de plantas de 10
especies de Lilium L. tras 28 meses de conservacion, se obtuvo en el medio ¥4 MS con
9% de sacarosa, siendo el resto de medios: MS estandar + 6% de sacarosa, MS
estandar + 9% de sacarosa y ¥4 MS + 6% de sacarosa.

Bertrand-Desbrunais et al (1992) evaluaron la conservacion de cafeto (Coffea spp.)
en 4 condiciones: medio MS + 5 g/L de sacarosa (a 20°C 6 27°C) y medio MS + 20 g/L
de sacarosa (a 20°C 6 27°C). Tras 6 meses, la maxima supervivencia se obtuvo en el
medio MS + 20 g/L de sacarosa a 20°C.

v' El efecto de la temperatura en los trabajos revisados, es que temperaturas mas
bajas prolongan la conservacién del material vegetal, que es lo mismo que sucede en el
presente estudio. En nuestro caso, las combinaciones nutrientes-sacarosa que
conservan peor el material vegetal son, en este orden: nutrientes al 50% + 20 g/L de
sacarosa y nutrientes al 100% + 7 g/L de sacarosa; al contrario sucede con las especies
del género Lilium L., donde la mayor supervivencia a 25°C se dio en los medios que
combinaban la menor concentracion de nutrientes con la mayor concentracion de
sacarosa. En el caso de las especies Zizyphus jujuba y Prunus mahaleb la adicion de
sacarosa redujo la supervivencia, y lo contrario sucedio con los genotipos de Coffea spp.
y Pyrus spp. donde los medios con mayor concentracion de sacarosa o manitol
conservaron mejor las plantas.

e Presencia de callo.

Respecto a la presencia de callo en las plantas, los Unicos factores que provocan
diferencias significativas son la concentracion de nutrientes y de adenina sulfato a 15°C.

e Crecimiento.

En cuanto al crecimiento, por lo general se ve ralentizado al disminuir la temperatura
y en aquellos medios en los que la concentracion de nutrientes se reduce a la mitad.

A 15°C el medio 3 es en el que el crecimiento es significativamente superior al resto;
los medios 5, 6 y 7 presentan un crecimiento medio menor que los medios 1,2y 4,y en
el medio 8 el crecimiento es intermedio entre estos dos grupos. Si analizamos los
ingredientes de los medios que se han variaddo por separado resulta que el menor
crecimiento se obtiene con: los nutrientes al 50%; 7 g/L de sacarosa; 20 mg/L de
adenina. Analizando la combinacién nutrientes-sacarosa en el tiempo, el menor
crecimiento se da con los nutrientes al 50%, siendo igual con 7 g/L o con 20 g/L de
sacarosa; por el contrario, introduciendo los nutrientes al 100%, el crecimiento es
significativamente superior con 20 g/L de sacarosa que con 7 g/L.
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A 24°C se hace mucho mas evidente la diferencia de crecimiento entre los medios en
los que la concentracion de sales esta al 100% y en los que esta al 50%, de manera que
los medios 1, 2, 3 y 4 provocan un crecimiento significativamente mayor de las plantas
con respecto a los medios 5, 6 y 7. Analizando la combinacioén nutrientes-sacarosa, con
los nutrientes al 100% el crecimiento es igual combinandolo con 7 g/L o con 20 g/L de
sacarosa; por el contrario, si los nutrientes estan al 50%, el crecimiento es
significativamente inferior con 20 g/L de sacarosa que con 7 g/L.

Al contrario que en el presente estudio, Martin et al (2007) encontraron que, los
medios en los que los componentes (nutrientes, sacarosa y adenina) estaban
concentrados a la mitad, las plantas crecian mas.

Bertrand-Desbrunais et al (1992) evaluaron la conservacion de cafeto (Coffea spp.)
en 4 condiciones: medio MS + 5 g/L de sacarosa (a 20°C 6 27°C) y medio MS + 20 g/L
de sacarosa (a 20°C ¢ 27°C). Tras 6 meses, el medio en el que el crecimiento se
ralentizd mas fue el medio MS + 5 g/L de sacarosa a 20°C.

Bonnier et al (1997) concluyeron que el menor crecimiento a 25°C de los genotipos
de Lilium L. se obtuvo en el medio ¥4 MS con 9% de sacarosa, siendo el resto de
medios: MS estandar + 6% de sacarosa, MS estandar + 9% de sacarosa 'y ¥4 MS + 6%
de sacarosa.

v" Por norma general, tanto en el presente estudio como en los trabajos revisados
(salvo Martin et al, 2007) los resultados muestran una ralentizacion del crecimiento a
temperaturas mas bajas y con concentraciones menores de nutrientes y sacarosa. Otra
similitud es que en este trabajo se observa un comportamiento similar al de las plantas
de Lilium L.: a 24°C, el menor crecimiento se da empleando la menor concentracién de
nutrientes junto con la mayor de sacarosa.

e Numero de tallos.

Al analizar la proliferacion de tallos, lo primero que se observa es que al reducirse la
temperatura, la proliferacion de tallos es mucho menor.

A 15°C, los medios en los que la proliferacién es mas precoz y mayor al final del
experimento son el 1y el 3 (nutrientes al 100% + 20 g/L de sacarosa), seguidos por el
medio 2 (nutrientes al 100% + 7 g/L de sacarosa). Los que menos proliferacion
presentan son los medios 5, 6 y 7 (nutrientes al 50%).

A 24°C los medios en los que la proliferacion es menor son el 5y el 7, sin embargo la
mortalidad es muy elevada en ambos. La menor proliferacion de tallos se da en el medio
6 (26% de plantas con menos de 5 tallos en enero) seguido del medio 1 (19% de plantas
con menos de 5 tallos en enero). Los medios con mayor proliferaciéon de tallos son el 2
y el 4 (nutrientes al 100% + 7 g/L de sacarosa).

e Numero de hojas.

Si analizamos el nimero de hojas no existen grandes diferencias entre las dos
temperaturas, ya que la mayoria de las plantas alcanzan rapidamente un numero de
hojas superior a 10.

La proliferacion mas rapida de hojas a 15°C se da en el medio 1, seguido por el
medio 3 (ambos tiene 20 g/L de sacarosa y nutrientes al 100%); en ambos, todas las
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plantas alcanzan un numero de hojas superior a 10 en octubre. Los medios en los que la
proliferacion de hojas es mas tardia son el 6 y el 8 (nutrientes al 50% + 7 g/L de
sacarosa), y es ademas donde permanece un mayor porcentaje de plantas con menos
de 10 hojas al final del experimento, seguidos por los medios 2 y 4 (nutrientes al 100% +
7 g/L de sacarosa).

A 24°C apenas existen diferencias entre los medios, ya que todos alcanzan
rapidamente el nUmero maximo de hojas. Los unicos en los que la proliferacién de hojas
se ralentiza son los medios 5 y 7, pero, como ya se ha dicho antes, tienen el
inconveniente de que presentan una mortalidad elevada desde el inicio del experimento.
La aparicién de un numero elevado de hojas es un poco mas tardia en el medio 6.

e Numero de raices.

Respecto a la aparicion de raices, si que existen diferencias entre las dos camaras. A
15°C la cantidad de raices es practicamente nula hasta el mes de noviembre, y a partir
de aqui se contabilizaron muy pocas raices. A 24°C sin embargo, las raices comienzan
a surgir en octubre, llegandose a contabilizar un 30% de las plantas con raiz.

A 15°C, el medio donde aparece mayor cantidad de raices es el medio 3 (maxima
concentracion de nutrientes, sacarosa y adenina), si bien sélo son un 18% de las
plantas. Le sigue el medio 2 con un 11% de plantas con raiz en enero y los medios 4y 8
con un 7,4%. El medio 6 es en el Unico en el que no aparece ninguna raiz en todo el
ensayo.

A 24°C los medios que alcanzan un tamafio de las raices mayor son el 1, el 3 y el 4,
donde el 20% de las plantas presentan raices de mas de 5 cm. En todos los medios
comienzan a aparecer raices en el mes de octubre, y el porcentaje maximo de plantas
con raices se sitia entre un 30% y un 40% en todos los medios, salvo en los ya
mencionados 5 y 7. Los medios en los que la proliferacién es mas temprana son el 1, 3,
4y 8, y en el medio 6 es ligeramnte mas tardia.

Bertrand-Desbrunais et al. (1992), resolvieron que, los medios en los que la
concentracién de sacarosa era superior, el enraizamiento se incrementaba.

v' Los resultados de estas tres ultimas variables (nUmero de tallos, hojas y raices)
presentan cierta correlacion. La reduccion de la temperatura provoca una proliferacion
de tallos, hojas y raices mas tardia. La concentracion de nutrientes al 100% trae
consigo una mayor proliferacion, que en general se incrementa al combinarlos con 20
g/L de sacarosa. La combinacion de las menores concentraciones de nutrientes,
sacarosa y adenina es la que otorga una menor proliferacién de las tres variables.

» Por ultimo, cabe destacar que, en aquellos trabajos en los que el objetivo sea, no
la conservacion, sino la proliferacion, el medio 3 puede ser una alternativa mas
interesante respecto al medio control ACM, puesto que a 24°C provoca un mayor
crecimiento en las plantas y una proliferacion de tallos mas precoz.
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7. CONCLUSIONES.

v' Existen diferencias significativas entre el efecto de las dos temperaturas, 15°C y
24°C, para todas las variables respuesta analizadas. El material vegetal se conserva
mejor a 15°C.

v" Los medios 5y 7 quedarian descartados como medios de conservacién debido a
la gran mortalidad que se observa en ellos desde el inicio del experimento a 24°C, y
por el escaso vigor que mostraban gran numero de plantas en estos medios a 15°C.

v" Los medios 2 y 4 también quedarian descartados a 24°C debido al significativo
descenso de la supervivencia en enero.

v" El crecimiento tanto a 15°C como a 24°C es significativamente inferior en los
medios 5,6y 7.

v" El medio 3 no seria una buena opciéon para conservacién debido a que es el
medio que maximiza el crecimiento y la proliferacion de tallos. Por otro lado, teniendo
esto en cuenta, se puede proponer este medio como una mejor opcion al medio
control ACM, en el caso de que el objetivo sea la proliferacion.

v" El medio en el que la proliferacion de tallos y hojas es mas tardia, y en el que
ademas las plantas presentan un menor numero de tallos y hojas en enero es el
medio 6. Es también, el Unico medio en el que a 15°C no aparecen raices durante
todo el experimento.

v' La mejor opcion, teniendo en cuenta los objetivos del presente trabajo, seria usar
el medio 6 a 15°C. Tras él, las mejores opciones que se podrian elegir serian, por
este orden, el medio 8, el 4y el 2 a 15°C. El medio 6 es, ademas, el mas econdmico.

- La opcion mas interesante que se ha puesto de manifiesto en este experimento
para conservar el material vegetal, seria mantener las plantas a 4°C, temperatura a la
que no experimentan ningun desarrollo, y posteriormente cambiarlas a 15°C.
Determinar el medio de cultivo éptimo a esta temperatura y el maximo periodo en que
podrian conservarse los explantos a esa temperatura requiere mayor investigacion.
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8. ANEJOS.

8.1. TABLAS ANOVA.
A continuacién se muestran las Tablas Anova que se han utilizado para interpretar

los resultados del experimento.

8.1.1. Supervivencia.

Tabla n° 9. Tabla Anova para la supervivencia a 15°C.

Tests de tipo 3 de efectos fijos

Efecto Num DF Den DF|F-Valor, Pr>F
BLOQUE 2 14 1.56 0.2444
Nutrientes 1 14 4.22 0.0591
Adenina 1 14 0.22 0.6427
Sacarosa 1 14 0.34 0.5715
MES 4 64 3.58 0.0107
Nutrientes*Adenina 1 14 0.00 0.9587
Nutrientes*Sacarosa 1 14 0.00 0.9587
Adenina*Sacarosa 1 14 1.73 0.2090
Nutrie*Adenin*Sacaro 1 14 0.47 0.5047
Nutrientes*MES 4 64 2.53 0.0487
Adenina*MES 4 64 0.53 0.7158
Sacarosa*MES 4 64 0.96 0.4349
Nutrient*Adenina*MES 4 64 0.96 0.4349
Nutrien*Sacarosa*MES 4 64 0.53 0.7158
Adenina*Sacarosa*MES 4 64 0.43 0.7847
Nutr*Adeni*Sacar*MES 4 64 0.56 0.6937

Tabla n° 10. Tabla Anova para la supervivencia a 24°C.

Tests de tipo 3 de efectos fijos

Efecto Num DF Den DF| F-Valor| Pr>F
BLOQUE 2 14 7.62 0.0058
Nutrientes 1 14 15.04 0.0017
Adenina 1 14 1.29 0.2754
Sacarosa 1 14 20.62 0.0005
MES 4 64 23.64 | <.0001
Nutrientes*Adenina 1 14 0.04 0.8526
Nutrientes*Sacarosa 1 14 41.38 <.0001
Adenina*Sacarosa 1 14 0.08 0.7807
Nutrie*Adenin*Sacaro 1 14 0.72 0.4089
Nutrientes*MES 4 64 3.00 0.0246
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Tests de tipo 3 de efectos fijos

Efecto Num DF|Den DF| F-Valor| Pr>F
Adenina*MES 4 64 1.04 0.3933
Sacarosa*MES 4 64 1.09 0.3670
Nutrient*Adenina*MES 4 64 0.67 0.6140
Nutrien*Sacarosa*MES 4 64 2.84 0.0312
Adenina*Sacarosa*MES 4 64 0.52 0.7179
Nutr*Adeni*Sacar*MES 4 64 1.32 0.2738

8.1.2. Presencia de callo.

Tabla n° 11. Tabla Anova para la presencia de callo a 15°C.

Tests de tipo 3 de efectos fijos

Efecto Num DF| Den DF |[F-Valor| Pr>F
BLOQUE 2 14 3.47 0.0598
Nutrientes 1 14 0.92 0.3532
Adenina 1 14 1.18 0.2948
Sacarosa 1 14 0.02 0.8966
MES 4 64 6.43 0.0002
Nutrientes*Adenina 1 14 1.75 0.2072
Nutrientes*Sacarosa 1 14 4.06 0.0636
Adenina*Sacarosa 1 14 1.36 0.2629
Nutrie*Adenin*Sacaro 1 14 0.00 0.9661
Nutrientes*MES 4 64 11.50 <.0001
Adenina*MES 4 64 417 0.0046
Sacarosa*MES 4 64 4.31 0.0038
Nutrient*Adenina*MES 4 64 1.53 0.2046
Nutrien*Sacarosa*MES 4 64 0.77 0.5461
Adenina*Sacarosa*MES 4 64 3.83 0.0075
Nutr*Adeni*Sacar*MES 4 64 7.05 <.0001

Tabla n° 12. Tabla Anova para la presencia de callo a 24°C.

Tests de tipo 3 de efectos fijos
Efecto Num DFDen DF|F-Valor Pr>F
BLOQUE 2 14 8.84 0.0033
Nutrientes 1 14 1.85 0.1948
Adenina 1 14 0.33 0.5726
Sacarosa 1 14 2.75 0.1194
MES 4 64 4.44 0.0032
Nutrientes*Adenina 1 14 1.05 0.3237
Nutrientes*Sacarosa 1 14 0.02 0.8906
Adenina*Sacarosa 1 14 0.77 0.3937
1
4
4
4

Nutrie*Adenin*Sacaro 14 1.67 0.2169
Nutrientes*MES 64 0.81 0.5208
Adenina*MES 64 0.08 0.9889
Sacarosa*MES 64 0.71 0.5907
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Tests de tipo 3 de efectos fijos

Efecto Num DFDen DF|F-Valor Pr>F
Nutrient*Adenina*MES 4 64 0.39 0.8163
Nutrien*Sacarosa*MES 4 64 0.36 0.8349
Adenina*Sacarosa*MES 4 64 0.89 0.4741
Nutr*Adeni*Sacar*MES 4 64 0.23 0.9209
8.1.3. Crecimiento.

Tabla n° 13. Tabla Anova para el crecimiento a 15°C.

Tests de tipo 3 de efectos fijos

Efecto Num DF Den DFF-Valor Pr>F
BLOQUE 2 192 0.09 0.9095
Nutrientes 1 192 | 72.22 <.0001
Adenina 1 192 | 18.99 <.0001
Sacarosa 1 192 | 21.47 <.0001
MES 4 756 |175.59| <.0001
Nutrientes*Adenina 1 192 2.06 0.1531
Nutrientes*Sacarosa 1 192 | 19.61 <.0001
Adenina*Sacarosa 1 192 0.38 0.5376
Nutrie*Adenin*Sacaro 1 192 2.54 0.1123
Nutrientes*MES 4 756 | 26.18 <.0001
Adenina*MES 4 756 7.58 <.0001
Sacarosa*MES 4 756 3.48 0.0079
Nutrient*Adenina*MES 4 756 1.38 0.2393
Nutrien*Sacarosa*MES 4 756 4.78 0.0008
Adenina*Sacarosa*MES 4 756 1.92 0.1058
Nutr*Adeni*Sacar*MES 4 756 2.26 0.0613
Tabla n° 14. Tabla Anova para el crecimiento a 24°C.

Tests de tipo 3 de efectos fijos

Efecto Num DF Den DFF-Valorr Pr>F
BLOQUE 2 181 3.54 0.0311
Nutrientes 1 181 | 70.04 <.0001
Adenina 1 181 0.67 0.4145
Sacarosa 1 181 3.78 0.0535
MES 4 654 |189.75| <.0001
Nutrientes*Adenina 1 181 0.00 0.9799
Nutrientes*Sacarosa 1 181 5.34 0.0220
Adenina*Sacarosa 1 181 0.03 0.8644
Nutrie*Adenin*Sacaro 1 181 0.67 0.4148
Nutrientes*"MES 4 654 | 14.02 <.0001
Adenina*MES 4 654 | 0.67 0.6130
Sacarosa*MES 4 654 | 3.88 0.0040
Nutrient*Adenina*MES 4 654 0.34 0.8500
Nutrien*Sacarosa*MES 4 654 | 0.37 0.8333
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Tests de tipo 3 de efectos fijos
Efecto Num DF Den DFF-Valorr Pr>F
Adenina*Sacarosa*MES 4 654 0.64 0.6316
Nutr*Adeni*Sacar*MES 4 654 0.38 0.8239

8.2. TABLAS LOGISTIC.

A continuacién se muestran las Tablas derivadas del analisis Logistic que se han
utilizado para interpretar los resultados del n° de tallos, hojas y raices.

8.2.1. Numero de tallos.

- Analisis estadistico del n° de tallos a 15°C.

Tabla n° 15. Tabla Anova para el n° de tallos a 15°C.

Tipo 3 Analisis de efectos
Chi-cuadrado

Efecto DF de Wald Pr > ChiSq
Nutrientes 1 9.0776 0.0026
Adenina 1 0.0138 0.9066
Nutrientes*Adenina 1 7.3307 0.0068
Sacarosa 1 0.0535 0.8171
Nutrientes*Sacarosa 1 21.0267 <.0001
Adenina*Sacarosa 1 7.5328 0.0061
nmes 1 31.7575 <.0001
nmes*Nutrientes 1 1.4130 0.2346
nmes*Adenina 1 0.6786 0.4101
nmes*Sacarosa 1 0.6145 0.4331

Tabla n° 16. Tabla de estimacion de maxima verosimilitud para el n° de tallos a 15°C.

Andlisis del estimador de maxima verosimilitud

Error |Chi-cuadrado
Parametro DF | Estimador | estandar de Wald Pr > ChiSq
Intercept C 1 -8.3425 1.3649 37.3604 <.0001
Intercept B 1 -6.8178 1.3560 25.2807 <.0001
Nutrientes Alto 1 3.1698 1.4127 5.0343 0.0248
Adenina Alto 1 0.3163 0.9339 0.1147 0.7348
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Nutrientes*Adenina Alto | Alto | 1 -1.8027 0.6658 7.3307 0.0068
Sacarosa Alto 1 -2.8503 1.1940 5.6989 0.0170
Nutrientes*Sacarosa Alto | Alto | 1 3.9498 0.8614 21.0267 <.0001
Adenina*Sacarosa Alto | Alto | 1 1.3451 0.4901 7.5328 0.0061
nmes 1 1.0076 0.2950 11.6662 0.0006
nmes*Nutrientes Alto 1 -0.3707 0.3118 1.4130 0.2346
nmes*Adenina Alto 1 0.1435 0.1742 0.6786 0.4101
nmes*Sacarosa Alto 1 -0.1501 0.1915 0.6145 0.4331
- Andlisis estadistico del n° de tallos a 24°C.
Tabla n° 17. Tabla Anova para el n° de tallos a 24°C.
Tipo 3 Analisis de efectos

Chi-cuadrado
Efecto DF de Wald Pr > ChiSq
Nutrientes 1 25.5454 <.0001
Adenina 1 1.2295 0.2675
Nutrientes*Adenina 1 3.1096 0.0778
Sacarosa 1 41718 0.0411
Nutrientes*Sacarosa 1 38.0820 <.0001
Adenina*Sacarosa 1 3.9837 0.0459
nmes 1 79.5308 <.0001
nmes*Nutrientes 1 0.7450 0.3881
nmes*Adenina 1 0.7725 0.3794
nmes*Sacarosa 1 10.8401 0.0010
Tabla n° 18. Tabla de estimacion de maxima verosimilitud para el n° de tallos a 24°C.
Analisis del estimador de maxima verosimilitud
Error |Chi-cuadrado

Parametro DF | Estimador | estandar de Wald Pr > ChiSq
Intercept C 1 -3.2579 0.4003 66.2316 <.0001
Intercept B 1 -2.0135 0.3886 26.8433 <.0001
Nutrientes Alto 1 1.0921 0.4666 5.4791 0.0192
Adenina Alto 1 0.3753 0.4214 0.7929 0.3732
Nutrientes*Adenina Alto | Alto | 1 -0.6389 0.3623 3.1096 0.0778
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Sacarosa Alto 1 -3.1745 0.7591 17.4875 <.0001
Nutrientes*Sacarosa Alto | Alto | 1 3.6203 0.5867 38.0820 <.0001
Adenina*Sacarosa Alto | Alto | 1 0.7054 0.3534 3.9837 0.0459
nmes 1 0.6789 0.1107 37.6304 <.0001
nmes*Nutrientes Alto 1 0.1194 0.1383 0.7450 0.3881
nmes*Adenina Alto 1 0.0984 0.1119 0.7725 0.3794
nmes*Sacarosa Alto 1 -0.4458 0.1354 10.8401 0.0010
8.2.2. Numero de hojas.
- Analisis estadistico del n° de hojas a 15°C.
Tabla n°® 19. Tabla Anova para el n° de hojas a 15°C.
Tipo 3 Analisis de efectos

Chi-cuadrado
Efecto DF de Wald Pr > ChiSq
Nutrientes 1 1.2986 0.2545
Adenina 1 0.5696 0.4504
Nutrientes*Adenina 1 0.9584 0.3276
Sacarosa 1 0.8432 0.3585
Nutrientes*Sacarosa 1 14.2679 0.0002
Adenina*Sacarosa 1 0.1914 0.6618
nmes 1 72.6707 <.0001
nmes*Nutrientes 1 3.1555 0.0757
nmes*Adenina 1 0.6427 0.4227
nmes*Sacarosa 1 16.7295 <.0001
Tabla n° 20. Tabla de estimacion de maxima verosimilitud para el n° de hojas a 15°C.
Analisis del estimador de maxima verosimilitud
Error |Chi-cuadrado

Parametro DF | Estimador | estandar de Wald Pr > ChiSq
Intercept C 1 0.0287 0.3955 0.0053 0.9421
Intercept B 1 1.9107 0.4163 21.0632 <.0001
Nutrientes Alto 1 -0.2505 0.4910 0.2602 0.6100
Adenina Alto 1 | -0.00557 | 0.4858 0.0001 0.9908
Nutrientes*Adenina Alto | Alto | 1 -0.3665 0.3744 0.9584 0.3276
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Sacarosa Alto 1 -1.1569 0.5260 4.8371 0.0279
Nutrientes*Sacarosa Alto | Alto | 1 1.7303 0.4581 14.2679 0.0002
Adenina*Sacarosa Alto [ Alto | 1 -0.1818 0.4156 0.1914 0.6618
nmes 1 0.2757 0.1242 4.9245 0.0265
nmes*Nutrientes Alto 1 0.2788 0.1569 3.1555 0.0757
nmes*Adenina Alto 1 0.1200 0.1497 0.6427 0.4227
nmes*Sacarosa Alto 1 0.8245 0.2016 16.7295 <.0001
- Analisis estadistico del n° de hojas a 24°C.
Tabla n° 21. Tabla Anova para el n° de hojas a 24°C.
Tipo 3 Analisis de efectos

Chi-cuadrado
Efecto DF de Wald Pr > ChiSq
Nutrientes 1 6.1333 0.0133
Adenina 1 7.3592 0.0067
Nutrientes*Adenina 1 0.5722 0.4494
Sacarosa 1 0.9049 0.3415
Nutrientes*Sacarosa 1 6.8867 0.0087
Adenina*Sacarosa 1 6.8160 0.0090
nmes 1 28.0862 <.0001
nmes*Nutrientes 1 0.9214 0.3371
nmes*Adenina 1 1.3014 0.2540
nmes*Sacarosa 1 4.7213 0.0298
Tabla n° 22. Tabla de estimacion de maxima verosimilitud para el n® de hojas a 24°C.
Analisis del estimador de maxima verosimilitud
Error |Chi-cuadrado

Parametro DF | Estimador | estandar de Wald Pr > ChiSq
Intercept C 1 -0.7982 0.5882 1.8415 0.1748
Intercept B 1 0.6908 0.6033 1.3109 0.2522
Nutrientes Alto 1 0.3761 0.6375 0.3480 0.5552
Adenina Alto 1 2.1342 0.7092 9.0565 0.0026
Nutrientes*Adenina Alto | Alto | 1 0.4800 0.6345 0.5722 0.4494
Sacarosa Alto 1 -0.5770 0.7291 0.6263 0.4287
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Nutrientes*Sacarosa Alto | Alto | 1 1.7286 0.6587 6.8867 0.0087
Adenina*Sacarosa Alto | Alto | 1 -1.7897 0.6855 6.8160 0.0090
nmes 1 1.4049 0.3298 18.1494 <.0001
nmes*Nutrientes Alto 1 0.2890 0.3011 0.9214 0.3371
nmes*Adenina Alto 1 -0.2672 0.2342 1.3014 0.2540
nmes*Sacarosa Alto 1 -0.7613 0.3504 47213 0.0298
8.2.3. Numero de raices.
- Analisis estadistico del n° de raices a 15°C.
Tabla n°® 23. Tabla Anova para el n° de raices a 15°C.
Tipo 3 Analisis de efectos
Chi-cuadrado
Efecto DF de Wald Pr > ChiSq
Nutrientes 1 2.3382 0.1262
Adenina 1 0.3640 0.5463
Nutrientes*Adenina 1 0.6437 0.4224
Sacarosa 1 1.7953 0.1803
Nutrientes*Sacarosa 1 0.0064 0.9361
Adenina*Sacarosa 1 1.6690 0.1964
nmes 1 2.2003 0.1380
nmes*Nutrientes 1 1.6517 0.1987
nmes*Adenina 1 0.7086 0.3999
nmes*Sacarosa 1 1.4559 0.2276

Tabla n° 24. Tabla de estimacion de maxima verosimilitud para el n° de raices a 15°C.

Analisis del estimador de maxima verosimilitud
Error |Chi-cuadrado

Parametro DF | Estimador | estandar de Wald Pr > ChiSq
Intercept G 1| -16.5893 71710 5.3518 0.0207
Intercept M 1| -14.2412 7.1383 3.9802 0.0460
Intercept P 1| -13.6873 7.1357 3.6792 0.0551
Nutrientes Alto 1 9.5742 6.1073 2.4576 0.1170
Adenina Alto 1 -2.4711 4.3241 0.3266 0.5677
Nutrientes*Adenina Alto | Alto | 1 -1.0076 1.2558 0.6437 0.4224
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Sacarosa Alto 1 5.1461 4.4636 1.3292 0.2490
Nutrientes*Sacarosa | Alto | Alto | 1 0.0886 1.1048 0.0064 0.9361
Adenina*Sacarosa Alto | Alto | 1 1.1608 0.8985 1.6690 0.1964
nmes 1 1.9651 1.4508 1.8346 0.1756
nmes*Nutrientes Alto 1 -1.5907 1.2377 1.6517 0.1987
nmes*Adenina Alto 1 0.7087 0.8419 0.7086 0.3999
nmes*Sacarosa Alto 1 -1.0963 0.9085 1.4559 0.2276
- Analisis estadistico del n° de raices a 24°C.
Tabla n° 25. Tabla Anova para el n°® de raices a 24°C.
Tipo 3 Analisis de efectos
Chi-cuadrado
Efecto DF de Wald Pr > ChiSq
Nutrientes 1 0.5125 0.4741
Adenina 1 1.1376 0.2862
Nutrientes*Adenina 1 0.8206 0.3650
Sacarosa 1 0.0728 0.7873
Nutrientes*Sacarosa 1 6.5415 0.0105
Adenina*Sacarosa 1 0.1268 0.7218
nmes 1 13.0661 0.0003
nmes*Nutrientes 1 0.1401 0.7082
nmes*Adenina 1 0.0673 0.7953
nmes*Sacarosa 1 0.0004 0.9847

Tabla n° 26. Tabla de estimacion de maxima verosimilitud para el n° de raices a 24°C.

Analisis del estimador de maxima verosimilitud
Error |Chi-cuadrado

Parametro DF | Estimador | estandar de Wald Pr > ChiSq
Intercept G 1 -3.5711 0.5706 39.1627 <.0001
Intercept M 1 -2.2049 0.5603 15.4880 <.0001
Intercept P 1 -1.8397 0.5585 10.8517 0.0010
Nutrientes Alto 1 0.1114 0.5969 0.0348 0.8519
Adenina Alto 1 0.7671 0.5690 1.8176 0.1776
Nutrientes*Adenina Alto | Alto | 1 -0.2988 0.3299 0.8206 0.3650
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Sacarosa Alto -0.5205 0.6176 0.7105 0.3993
Nutrientes*Sacarosa | Alto | Alto 0.8644 0.3380 6.5415 0.0105
Adenina*Sacarosa Alto | Alto -0.1157 0.3249 0.1268 0.7218
nmes 0.2565 0.1440 3.1728 0.0749
nmes*Nutrientes Alto 0.0555 0.1482 0.1401 0.7082
nmes*Adenina Alto -0.0366 0.1411 0.0673 0.7953
nmes*Sacarosa Alto -0.00279 | 0.1459 0.0004 0.9847

Alumno: Raul Calderéon Mediavilla

UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS

Titulacion de: Master en Ingenieria de Montes

79




CULTIVO IN VITRO DE Populus tremula L.: INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO EN LA CONSERVACION DEL
MATERIAL VEGETAL )
BIBLIOGRAFIA

BIBLIOGRAFIA

Alumno: Raul Calderon Mediavilla )
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de: Master en Ingenieria de Montes



CULTIVO IN VITRO DE Populus tremula L.: INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO EN LA CONSERVACION DEL
MATERIAL VEGETAL ’
BIBLIOGRAFIA

BIBLIOGRAFIA.

- AHMED, M; ANJUM, M.A; (2010). In vitro storage of some pear genotypes
with the minimal growth technique. Turk J. Agric For 34; pp. 25-32.

- AHMED, M; ANJUM, M.A; SHAH, A.H; HAMID, A; (2010). In__vitro
preservation of Pyrus germplasm with minimal growth using different
temperature regimes. Pak. J. Bot., 42(3): pp. 1639-1650.

- AHUJA, M.R; (1992). Micropropagation of woody plants. Kluwer Academic
Publishers.

- AZURMENDI, P; (2009). Cultivo in vitro de Populus tremula L. (Alamo
tembldn). Influencia de BAP y adenina en la fase de proliferaciéon. Proyecto
fin de carrera de la ETSIA de Palencia, Ingenieria de Montes.

- BERTRAND-DESBRUNAIS, A; NOIROT, M; CHARRIER, A; (1992). Slow
growth in vitro conservation of coffee (Coffea spp.). Plant Cell, Tissue and
Organ Culture 31: pp. 105-110. Kluwer Academic Publishers.

- BONNIER, F.J.M; VAN TUYL, J.M; (1997). Long term in vitro storage of lily:
effects of temperature and concentration of nutrients and sucrose. Plant
Cell, Tissue and Organ Culture 49: pp. 81-87. Kluwer Academic Publishers.

- ESCUDERO, C.E; SIERRA DE GRADO, R; (2010). Conservacion de
recursos genéticos de Populus tremula L. en Castilla y Leén. TRIM, 1
(2010), pp. 7-15.

- GISBERT, C; FITA, AM.; DIEZ, M.J; (2008). Practicas de cultivo "in vitro" y
transformacion genética de plantas. Universidad Politécnica de Valencia.

- GOMEZ, A; PINTOS, B; GRAU, J.M; BUENO, M.A; (2014). Micropropagacién
de Populus tremula L.. Reduca (Biologia). Serie Botanica. 7 (2): pp. 1-11,
2014.

- HERMOSO, J; (2012). Estudio de la influencia de IBA (Acido Indolbutirico)
en la fase de enraizamiento en el cultivo in vitro de Populus tremula L.
Trabajo fin de master de la ETSIA de Palencia, Master en Ingenieria de
Montes.

- MARTIN, M.T; PEDRANZANI, H.E; SIERRA DE GRADO, R; (2007). Behavior
and preservation of an in vitro collection of European aspen in Spain.
Biocell, 31(1), pp. 41-49.

- MARGARA, J; (1988). Multiplicacién vegetativa y cultivo in_vitro: los
meristemos y la organogénesis. Ediciones Mundi-Prensa.

Alumno: Raul Calderon Mediavilla )
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de: Master en Ingenieria de Montes

80



CULTIVO IN VITRO DE Populus tremula L.: INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO EN LA CONSERVACION DEL
MATERIAL VEGETAL ’
BIBLIOGRAFIA

- MINGUEZ, A; (2007). Recuperacién de una coleccién de recursos
genéticos de Populus tremula L. mediante técnicas de cultivo in vitro.
Proyecto fin de carrera de la ETSIA de Palencia, Ingenieria de Montes.

- NAAZ, A; SHAHZAD, A; ANIS, M; (2014). Effect of Adenine Sulphate
Interaction on Growth and Development of Shoot Regeneration and
Inhibition of Shoot Tip Necrosis Under In Vitro Condition in Adult
Syzygium cumini L. - a Multipurpose Tree. Appl Biochem Biotechnol, 173:
pp. 90-102.

- PEREZ, E; (2002). Establecimiento en cultivo in vitro de Populus x
canescens. Proyecto fin de carrera de la ETSIA de Palencia, Ingenieria
Técnica Forestal.

- PIERIK, R.L.M; (1990). Cultivo in vitro de las plantas superiores. Ediciones
Mundi-Prensa.

- PARDOQS, J.A; TORIBIO, M; (1984). El cultivo in vitro aplicado a la mejora
forestal. Comunicaciones I.N.l.A. Serie: Recursos naturales, N° 28.

- PHILIP, V.J; JOSEPH, D; TRIGGS, G.S; (1992). Micropropagation of black
pepper (Piper nigrum Linn.) through shoot tip cultures. Plant Cell Reports
12: pp. 41-44.

- SIERRA DE GRADO, R; (2003). El alamo temblén (Populus tremula L.).
Bases para su cultivo, gestion y conservacion. Ediciones Mundi-Prensa.

- SON, S.H; CHUN, Y.W; HALL, R; (1991). Cold storage of in vitro cultures of
hybrid poplar shoots (Populus alba L. x P. grandidentata Michx.). Plant
Cell, Tissue and Organ Culture 27: pp. 161-168. Kluwer Academic Publishers.

- SOTA, V; KONGJIKA, E; (2014). The effect of nutrient media in
micropropagation and in vitro conservation of wild population of mahaleb
cherry (Prunus mahaleb). Journal of Microbiology, Biotechnology and Food
Sciences 3 (6); pp. 453-456. Faculty of Biotechnology and Food Sciences.

- SOTA, V; KONGJIKA, E; (2014). Slow_growth in vitro conservation of
Zizyphus jujuba Mill. Agriculture & Forestry, Vol. 60. Issue 1: pp. 27-37,
Podgorica.

- TOKOPORO, G.L; ELHASSAN, AA; ALIl, M.A; (2013). Effect of nutrient
medium __concentration and temperature on short-term in vitro
conservation of shoot-tip explants of banana. JONARES, Vol. 1, pp. 37-40.

- VIETEZ, E; VIETEZ, A.M; BALLESTER, A; VIETEZ, M.L; SAN JOSE, M.C;
VIETEZ, F.J; (1987). Propagacion de plantas leiosas por cultivo “in vitro”.
Excma. Diputacién de Pontevedra.

Alumno: Raul Calderon Mediavilla )
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de: Master en Ingenieria de Montes

81



