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La conservación vegetal en España 

 

Aunque los intentos por conservar la riqueza biológica datan de principios del 

siglo XX, no fue hasta 1992 en la Conferencia de Naciones Unidas sobre Medio 

Ambiente cuando tuvo lugar la consolidación del concepto de conservación. En el 

marco de esa Conferencia se firmó la Convención sobre Diversidad Biológica que 

logró, además, introducir dicho concepto en la agenda política internacional. 

 España fue uno de los países comprometidos con el movimiento de conservación 

de la naturaleza que nació en EEUU y Europa a principios del siglo XX. Diferentes 

investigadores españoles estuvieron implicados en proyectos internacionales como 

Flora Europaea. El primer Libro Rojo sobre la Flora de la España Peninsular y de las 

Islas Baleares fue publicado en 1987, aunque la primera lista de endemismos ibéricos la 

había realizado con anterioridad el Departamento de Biología Vegetal de la Escuela 

Técnica Superior de Ingenieros Agrónomos de Madrid (Moreno Saiz et al., 2003). 

Desde el año 2000 se viene trabajando desde los Ministerios con competencias enla 

conservación del medio ambiente en el proyecto Atlas y Libro Rojo de la Flora Vascular 

Amenazada de España (AFA), que finalmente fueron publicados en el año 2003. Este 

proyecto ya ha superado su cuarta fase con la publicación de la “Adenda 2010” 

(Bañares et al., 2010).  

 Actualmente, la Administración Central mantiene pocas responsabilidades en lo 

que a gestión de la naturaleza se refiere puesto que la mayoría de tales competencias 

fueron transferidas a las 17 Comunidades Autónomas. La Ley de Conservación de 

Espacios Naturales y de la Fauna y la Flora Silvestre data de 1989 y definió las 

características del Catálogo Nacional de Especies Amenazadas de 1990 y sus categorías 

(Moreno Saiz et al., 2003). Tras varias ampliaciones sucesivas negociadas con las 

Comunidades Autónomas este catálogo comprende actualmente 139 especies vegetales, 

de las que 112 están en peligro, 7 son sensibles a la alteración del hábitat, 9 son 

vulnerables y 11 de interés especial (Real Decreto 139/2011 de 4 de febrero de 2011).  

 Así, las Comunidades Autónomas están plenamente autorizadas para desarrollar 

y aprobar la legislación y/o políticas relacionadas con la conservación de especies y 

áreas naturales. Todas disponen actualmente de su propio Catálogo Regional de Flora 

Amenazada, dando como resultado en algunas de ellas a la publicación de obras sobre el 

estado de conservación de su flora.  
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La Biotecnología como herramienta para la conservación 

vegetal 

 

La anteriormente citada Convención sobre Diversidad Biológica ya reconocía 

dos estrategias complementarias para abordar la conservación de la diversidad vegetal: 

estrategias de conservación in situ, que incluye la protección no de una sola especie, 

sino del hábitat completo donde se desarrolla de forma natural, y estrategias de 

conservación ex situ, dirigidas a la preservación de la diversidad genética existente en 

cada especie fuera ya de su hábitat natural. Los métodos de conservación ex situ surgen 

a partir de las complicaciones y deficiencias que derivan de la aplicación de medidas de 

conservación de especies en sus hábitats naturales y del hecho de reconocer que tales 

medidas de conservación in situ no resultan suficientes para luchar contra la galopante 

reducción de la diversidad biológica. 

En este contexto, las herramientas de la biotecnología moderna, particularmente 

las derivadas de la tecnología del cultivo de células y tejidos vegetales in vitro, tienen, 

sin duda, un papel de enorme importancia en el apoyo a programas de conservación 

vegetal (Benson, 1999; Lynch, 1999). Existen antecedentes en nuestro país de la 

aplicación de las técnicas de cultivo in vitro a la conservación de especies vegetales 

amenazadas como el caso de Cistus heterophyllus Desf. subsp. carthaginensis (Pau) 

M.B. Crespo & Mateo (Arregui et al., 1993), Centaurium rigualii Esteve (Gonzalez-

Benito et al., 1997) o Astragalus nitidiflorus (Cano-Castillo et al., 2009). Sin embargo, 

el valor de estas técnicas depende de que éstas sean aplicadas de forma efectiva y 

utilizadas como tecnologías complementarias a otras, como es el caso de los bancos de 

semillas. 

 Hay dos estrategias diferentes que permiten que las técnicas de cultivo in vitro 

pueden ser aplicadas a la conservación de especies amenazadas. La primera es la 

micropropagación, cuyo objetivo es el de incrementar el número de individuos en 

especies con problemas reproductivos y/o con poblaciones extremadamente reducidas. 

Este tipo de material puede ser utilizado para investigación, colecciones vivas y, si se 

considera apropiado, para programas de introducción vegetal. La segunda es el 

desarrollo de técnicas de almacenamiento in vitro, particularmente la crioconservación, 
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que son particularmente útiles cuando la conservación de semillas no es posible 

(González-Benito, 1999). 

 Estas técnicas, aplicadas conjuntamente, presentan la ventaja de producir una 

gran cantidad de material vegetal a partir de escaso material de partida en un corto 

periodo de tiempo. Además, pueden constituir una alternativa de conservación a los 

bancos de semillas en el caso de algunas especies en las que el simple hecho de 

recolectar semillas en sus poblaciones naturales puede afectar a su supervivencia 

(González-Benito, 1999).  

 Sin embargo, en la aplicación de estas técnicas a la conservación de 

germoplasma vegetal es importante tener presente que su implementación también 

puede presentar inconvenientes, principalmente derivados de una posible pérdida de 

estabilidad genética del material en cuestión (Lynch, 1999).  

 

Estado de conservación de las plantas en estudio 

 

En este Memoria se han aplicado las técnicas de cultivo in vitro ya mencionadas 

a la conservación de tres especies: Helianthemum marminorense Alcaraz, Peinado & 

Martínez Parras, Astragalus nitidiflorus Jiménez Munuera et Pau y Tamarix boveana 

Bunge. La selección de estas especies se enmarcó dentro de las directrices emanadas 

desde la Dirección General de Medio Natural de la Consejería de Agricultura, Agua y 

Medio Ambiente de la Región de Murcia, la cual, en virtud de un Convenio firmado con 

la Universidad de Alicante en 2003, participó desde ese año en dos proyectos europeos 

consecutivos dentro de la red INTERREG IIIB denominados: “Creación de una Red de 

Centros de Conservación de Material Genético de Flora de la Región Mediterránea del 

Espacio MEDOCC (GENMEDOC)” e “Impacto del Cambio Climático sobre la Flora 

Mediterránea y Acciones de Conservación (SEMCLIMED)”, en los que las citadas 

especies se incluyeron junto con otras como objeto de estudio para desarrollar tanto 

protocolos de germinación de semillas como protocolos de micropropagación y 

crioconservación de tejidos. Se tuvieron en cuenta tres criterios básicos para la selección 

de estas especies: 

- El papel estructural que desempeña en la comunidad a la que pertenece. 

- Su rareza o endemicidad. 

- Su nivel de protección, es decir, el grado de amenaza con el que está 

catalogada.  
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i. Helianthemum marminorense Alcaraz, Peinado & Martínez 

Parras 

 

Helianthemum marminorense es un endemismo sabulícola del Mar Menor 

(Murcia) y territorios adyacentes del sur de la provincia de Alicante (Sánchez Gómez et. 

al, 2002). La población con mayor número de individuos se encuentra situada en el 

Lugar de Interés Comunitario (en adelante, LIC) ES0000175 de Salinas y Arenales de 

San Pedro del Pinatar, lugar amenazado por diferentes factores tales como la presión 

turística, vertidos ilegales en altamar, nitrificación procedente de cultivos adyacentes y 

especulación urbanística (Sánchez-Gómez et. al, 2005). En el Decreto 50/2003 de la 

Región de Murcia fue catalogada como “Vulnerable”, de acuerdo a las categorías de la 

IUCN, si bien ya en la Lista Roja 2008 de la Flora Vascular Amenazada fue considerada 

“En Peligro” (Moreno, 2008).  

 

 

 

Se trata de una planta perenne que llega a alcanzar los 80 cm de altura. Presenta 

tallos ascendentes, blanquecinos. Las hojas alcanzan hasta los 12 × 2.5 cm, son agudas 

y acabadas en un mucrón hialino, pecioladas, carnosas, el indumento se compone de 

pelos estrellados; el nervio central está muy marcado por el envés y el margen es 

revoluto. Las estípulas miden hasta 2 mm de longitud y presentan de 1 a 3 pelos 

setáceos terminales. La inflorescencia está constituida en racimo, con un total de hasta 

Figura1. Distribución de H. marminorense, según Sánchez-Gómez et al. (2002). 
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10 flores. Brácteas lineares, 2 sépalos externos, 5 sépalos internos con espacios 

intercostales glabros o con pelos estrellados esparcidos, 5 pétalos blancos. Con fruto en 

cápsula, hirsuto, de hasta 4 mm de longitud. Las semillas alcanzan hasta los 1.5 mm 

(Sánchez-Gómez et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ii. Astragalus nitidiflorus Jiménez Munuera et Pau 

 
Astragalus nitidiflorus Jiménez & Pau es un endemismo exclusivo de la comarca 

del Campo de Cartagena (Murcia). Es una hierba perenne que fue inicialmente 

recolectada en 1909 y descrita por Pau en 1910 (Sánchez-Gómez et al., 2004). Desde 

entonces no había datos de nuevas observaciones hasta que en 2003 se identificaron 

algunos individuos en la comarca de Cartagena. Este taxón se encuentra localizado 

concretamente en el LIC-ES6200040 de Cabezos del Pericón y, aunque el número de 

poblaciones y fecha de descubrimiento es contradictorio (Vicente et al., 2011; Martínez-

Sánchez et al., 2011), la situación del mismo es preocupante. De acuerdo a lo publicado 

por Vicente et al. (2011) la especie está compuesta por cinco poblaciones, la primera de 

ellas descubierta, como se ha dicho, en el año 2003 (Sánchez-Gómez et al., 2004) y, 

aunque inicialmente contenía 46 ejemplares, los últimos estudios hablan de un total de 

69 individuos. Las poblaciones dos y tres se descubrieron en 2007 y desde entonces tan 

Figura 2. Ejemplar de Helianthemum marminorense en floración.  
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solo se han encontrado 10 y 20 individuos, respectivamente. Las dos poblaciones más 

grandes, cuatro y cinco, con un tamaño aproximado de 1000 individuos cada una, 

fueron descubiertas en 2008 (Vicente et al., 2011). Esta especie se incluyó en el Decreto 

50/2003 de la Región de Murcia como “De Interés Especial” a pesar de no haber sido 

detectada desde 1910. Su estado de protección mejoró tras su inclusión en el Catálogo 

Nacional de Especies Amenazadas (BOE 12/07/2005) mediante Orden 

MAM/2231/2005. Actualmente esta especie está catalogada como “En Peligro Crítico” 

de acuerdo con las categorías de la IUCN (Sánchez-Gómez et al., 2006). 

 

 

  

 

Entre las principales amenazas a la supervivencia de este especie están el escaso 

tamaño poblacional, que junto a las condiciones de aleatoriedad demográfica y 

condiciones climáticas extremas, podría desencadenar una reducción en el número de 

individuos o incluso a la desaparición de tales poblaciones (Martínez-Sánchez et al., 

2011). Otras amenazas potenciales son aquellas como la urbanización y la 

transformación del modo de cultivo a un sistema de producción intensivo, lo que impide 

la dispersión de la especie a otras áreas (Sánchez Gómez et al., 2004; Martínez-Sánchez 

et al., 2011). Otro factor a tener en cuenta es la sucesión vegetal en el área, que en el 

caso de ser avanzada tampoco favorece la presencia de A. nitidiflorus que es una especie 

típica de estados de sucesión temprana (Martínez-Sánchez et al., 2011).  

Figura 3. Distribución de A. nitidiflorus, según Sánchez-Gómez et al. (2004).  
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Se trata de una hierba perenne, de base leñosa, con tallos de hasta 80 cm, 

procumbentes o ascendentes, con denso indumento blanquecino. Sus hojas pueden 

alcanzar hasta los 14 cm, imparipinnadas, con 10-12 pares de folíolos elípticos o 

ligeramente truncados en el ápice, de hasta 20 x 9 mm, vilosos; estípulas 11-15 mm, 

soldadas a la base del pecíolo, verdes. El racimo es denso, con 20-25 flores, pedúnculos 

de hasta 6.5 cm. Cáliz 11-12 mm, ligeramente peloso, dientes 4.5-6 mm. Corola de 

hasta 2.1 cm; estandarte amarillo pálido, quilla y alas amarillo-verdosas, mucho más 

cortas que el estandarte. Fruto de hasta 18 x 7 mm, navicular, subsentado, curvo, 

aquillado (Sánchez-Gómez et al., 2004).  

Habita en pastizales termófilos (Aristido coerulescentis-Hyparrhenietum hirtae) 

y relativamente nitrificados (Stipion retortae), sobre sustrato de origen metamórfico, en 

el piso termomediterráneo inferior con ombrotipo semiárido. Son especies 

Figura 4. Ejemplar en floración de Astragalus nitidiflorus (de Sánchez-Gómez et al., 2004). 
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acompañantes: Hyparrhenia sinaica, Lotus edulis, Ononis natrix, Bellardia trixago, 

Bituminaria bituminosa, etc. (Sánchez Gómez et al., 2004). 

 

 

iii. Tamarix boveana Bunge 

 

Tamarix boveana es un iberoafricanismo ampliamente distribuido por zonas 

desérticas del norte de África. En la Península Ibérica se encuentra en poblaciones muy 

fragmentadas del Sudeste Ibérico y parte oriental hasta el Valle del Ebro, por ello este 

taxón se encuentra recogido bajo distintas figuras de protección en el territorio nacional. 

En la Comunidad Autónoma de Aragón está recogido como “Vulnerable” mediante 

Decreto 49/1995 por el que se regula el Catálogo de Especies Amenazadas de Aragón. 

Sin embargo, en el Catálogo Balear de Especies Amenazadas (Decreto 24/92) se 

encuentra recogido como “De Interés Especial”. También está protegido en Cataluña 

(Decreto 328/92) bajo la categoría de “Vulnerable” en el Catálogo de flora autóctona 

amenazada de Cataluña, así como en la legislación murciana (Decreto 50/2003) donde 

encontramos dicha especie con la misma categoría que en el caso anterior (Scholz et al., 

2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se trata de un arbusto o pequeño árbol muy ramificado con corteza pardo-rojiza. 

Posee hojas de 2-4 mm de longitud, alternas, escuamiformes, agudas, papilosas, sésiles. 

Inflorescencias en racimos espiciformes. Las flores son tetrámeras y de color blanco-

rosado. Las brácteas llegan a alcanzar los 2.9 mm de longitud y son lineares, siendo más 

largas que el cáliz. Tiene estambres cuyos filamentos salen del ápice atenuado del disco 

nectarífero, dividido éste por cuatro o cinco lóbulos. Sus frutos son una cápsula con 

Figura 5. Distribución de Tamarix boveana (de Sánchez-Gómez et al., 2002). 
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numerosas semillas y éstas poseen un penacho de pelos largos en el ápice para facilitar 

la dispersión anemócora (Sánchez-Gómez et al., 2002; Martínez, 2007). 

Tamarix es un género capaz de tolerar un amplio abanico de estreses abióticos 

tales como la sequía, las altas temperaturas y la sal, pudiendo excretar el exceso de ésta 

mediante glándulas presentes en las hojas (Saïdana et al., 2008). Además, se utiliza en la 

medicina popular como astringente, aperitivo, diurético y como estimulante de la 

transpiración. Se caracterizan también por presentar compuestos con actividad 

antioxidante y bacteriana (Saïdana et al., 2008). T. boveana podría contener otros usos 

ya que son varios los trabajos en los que se han detectado niveles interesantes de taninos 

en otras especies del mismo género, habiéndose demostrado el uso de éstas como 

terapia contra el cáncer (Orabi et al., 2010b; Sehrawat & Sultana, 2006). 

Buena parte de los ejemplares de T. boveana o de sus poblaciones se encuentran 

en lugares protegidos, además de que suelen ser minoritarios en aquellos hábitat 

dominados por Tamarix canariensis (Sánchez-Gómez et al., 2002). En general, las 

especies de este género son dignas de conservación por el papel ecológico que 

desempeñan en los hábitat de los que forman parte (Martínez, 2007). Su relevancia 

ecológica viene del hecho de prevenir la erosión y de servir de rompevientos, 

apareciendo asociados también a corrientes de agua y humedales (Saïdana et al., 2008), 

siendo además una de las especies estructurales del hábitat “Galerías y matorrales 

ribereños termomediterráneos [Nerio-Tamaricetea and Securinegion tinctoriae]” 

(Alcaraz et al., 2008). Forma parte de tarayales, y se encuentra de forma aislada en 

saladares, depresiones salobres y ramblas, en suelos hidromorfos dentro del piso 

termomediterráneo. La suelen acompañar Arthrocnemum macrostachyum, Cynomorium 

coccineum, Halocnemom strobilaceum, Limonium cossonianum, Phragmites australis, 

Sarcoconia fruticosa, Suaeda vera, Tamarix canariensis, etc.  
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Figura 6. Ejemplares de Tamarix boveana en la población de Saladares del Guadalentín (Murcia). 



 

21 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 1. Aplicación de la 

micropropagación a la 

conservación de especies 

vegetales de interés

  



Capítulo 1. Micropropagación 

22 
 

1.1. Introducción 

 

 La propagación vegetativa de plantas mediante el uso de técnicas de cultivo in 

vitro se conoce comúnmente como micropropagación, término que hace referencia a 

que la cantidad de material vegetal necesaria para iniciar el cultivo es pequeña, mucho 

menor que en las técnicas tradicionales de propagación vegetativa, también conocidas 

colectivamente como macropropagación. Existen diferentes opciones para realizar 

propagación vegetativa mediante cultivo in vitro (figura 1): 

- La multiplicación a partir de yemas ya existentes (apicales o axilares). 

- La formación de brotes adventicios o embriones somáticos adventicios 

partiendo: a) de explantos constituidos por porciones de tejidos u órganos 

extraídos de la planta madre; o b) células desorganizadas (suspensiones 

celulares) o tejidos (cultivos de callo) establecidos por proliferación celular 

dentro del propio explanto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Los principales métodos de micropropagación (extraído de George et al., 2008). 
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1.1.1. Etapas de la micropropagación 
 

La micropropagación de cualquier especie vegetal es un proceso en el que 

podemos distinguir generalmente 5 fases o etapas: 

- Etapa 0: selección de la planta madre y preparación. 

- Etapa I: inicio del cultivo.  

- Etapa II: multiplicación. 

- Etapa III: elongación y enraizamiento. 

- Etapa IV: aclimatación.  

 La primera propuesta realizada para sistematizar el diseño de los protocolos de 

micropropagación se debió al Dr. Murashige e inicialmente contemplaba las etapas I, II 

y III (George et al., 2008). Posteriormente se aceptó la sugerencia realizada por Maene 

& Debergh (George et al., 2008) de añadir una etapa previa, a la que se denominó Etapa 

0 porque incluía actuaciones a tener en cuenta antes de abordar la Etapa I. Más 

recientemente se incluyó una etapa final, la etapa IV, correspondiente a la transferencia 

de la planta a condiciones ambientales “naturales”. 

 Los principales detalles que caracterizan estas etapas se describen en los 

apartados siguientes. 

 

1.1.1.1 Etapa 0: Selección de la planta madre y preparación 

  

Esta etapa se incluyó dentro de la estrategia general de micropropagación algo 

más tarde, como ya hemos indicado antes, para tratar de solucionar los problemas de 

contaminación y las dificultades de establecer muchos cultivos in vitro cuando se parte 

de material silvestre (Debergh & Read, 1991). En cualquier proceso de 

micropropagación se recomienda una cuidadosa selección del material de partida, esto 

es, que la planta madre esté sana y que posea las características típicas de la especie o 

variedad (George et al., 2008). Este requisito no es siempre fácil puesto que con 

frecuencia no existe una disponibilidad ilimitada de material de partida, tal y como 

ocurre en el caso de las especies amenazadas (Sarasan et al., 2006). Es esencial el hecho 

de que las plantas sean correctamente identificadas y que además se recolecte material 

suficiente como para asegurar la máxima representación de la diversidad genética de la 

especie (Lynch, 1999). 
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Para seleccionar el material de partida es importante tener en cuenta una serie de 

consideraciones: 

- El genotipo y estado físico de la planta madre. El estado inicial de la planta 

madre puede determinar el éxito de la propagación in vitro de un determinado 

genotipo, pero, sobre todo, puede evitarnos problemas a la hora de esterilizar los 

explantos iniciales (Debergh & Read, 1991). 

- El tipo de explanto. Este punto cobra mayor relevancia cuando el objetivo de la 

técnica es la conservación, ya que el uso de determinados tipos de explanto 

(sobre todo aquellos cuya ruta de propagación implica la formación de callo) 

puede incrementar el riesgo de que aparezca variación somaclonal. Es preferible 

el uso de ápices o meristemos, pues es sabido que este tipo de explantos (Karp, 

1995; citado en Lynch, 1999) mantiene la fidelidad genética de la especie en 

cuestión (Lynch, 1999; Pence, 1999). Sin embargo, el uso de reguladores del 

crecimiento puede dar lugar a brotes adventicios que pueden originarse 

indirectamente del callo basal del explanto. Por todo ello es recomendable el uso 

controlado de estos reguladores, sobre todo cuando el objetivo principal de estas 

técnicas es la conservación de un determinado taxón.  

- La edad fisiológica del explanto. Los meristemos apicales o yemas axilares de 

brotes jóvenes suelen responder mejor que aquellos que proceden de otras partes 

más maduras de la planta (George, 1993). 

- La época o estación del año. Explantos recolectados durante estaciones húmedas 

presentan mayores tasas de contaminación que cuando son recolectados en 

estaciones secas (Enjalric et al., 1988; citado en Lynch, 1999). 

- El tamaño del explanto. Explantos más grandes ofrecen mejores resultados en 

cuanto a supervivencia y tasas de regeneración (Al Mazrooei, 1997; citado en 

Lynch, 1999). Sin embargo, explantos más pequeños ofrecen la ventaja de 

presentar tasas más bajas de contaminación (Kartha, 1986; citado en Lynch, 

1999). 

 

1.1.1.2 Etapa I: Inicio del cultivo 

 

 El objetivo principal de esta etapa es iniciar el cultivo in vitro de explantos. El 

cultivo in vitro debe ser, por definición, un cultivo axénico, es decir nos interesa que 

nuestro explanto se desarrolle sin la presencia de otros organismos o microorganismos 
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que de manera natural acompañan a las plantas y que en este caso suponen 

“contaminación”. Por esta razón, el primer obstáculo que nos encontramos a la hora de 

iniciar cualquier cultivo in vitro es el de la presencia de dicha contaminación, ya sea 

superficial o endógena. Este hecho es de particular importancia si la especie que vamos 

a propagar se encuentra amenazada, ya que la cantidad de material vegetal de partida es 

limitada y además está creciendo en condiciones de campo no controladas (Sarasan et 

al., 2006). 

 Los microorganismos que suelen vivir en la superficie de los órganos vegetales 

se eliminan con la ayuda de diversos tipos de agentes esterilizantes. Después es 

imprescindible lavar bien el material con agua destilada estéril para eliminar 

completamente el compuesto esterilizante. Sin embargo, la contaminación endógena, ya 

sea de origen fúngico o bacteriano, no resulta fácil de erradicar. Con frecuencia, este 

tipo de contaminaciones pueden ser reducidas hasta un nivel tolerable y compatible con 

el cultivo mediante el uso de fungicidas y antibióticos en el medio de cultivo (Pence, 

1999). 

 Además del problema de la esterilización del material vegetal, la escisión o corte 

del explanto, junto con su posterior manipulación incluyendo el propio uso de agentes 

esterilizantes, puede generar la aparición de pardeamientos en el explanto como 

consecuencia de la liberación de fenoles, taninos y productos de la peroxidación de 

lípidos (Lynch, 1999). Para prevenirlo se suele recurrir al uso de antioxidantes o de 

carbón activo en el medio de cultivo (George et al., 2008; Sarasan et al., 2006). 

 Una vez esterilizado el material vegetal se procede al cultivo de éste. Existe una 

amplia gama de medios de cultivo comercialmente disponibles, diseñados en función de 

los requerimientos nutricionales de muchas especies de plantas. El medio de cultivo 

consiste en una mezcla de sales inorgánicas, una fuente de carbono, vitaminas y un 

agente gelificante que le dará consistencia. A ese medio de cultivo se le pueden añadir 

también reguladores del crecimiento u otras sustancias en función de la situación 

morfogenética por la que atraviesan las plántulas en crecimiento. Las fórmulas 

nutricionales más utilizadas son las de MS (Murashige & Skoog, 1962), WPM (Lloyd & 

Mc Cown, 1981) y SH (Schenk & Hildebrandt, 1972), entre otras. La fuente de carbono 

usual es la sacarosa en un rango de concentraciones de 2-5% (p/v), mientras que el 

agente gelificante más utilizado es el agar, seguido de agarosa y gelrite (Bhojwani and 

Razdan, 1996; citado en Lynch, 1999). 
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1.1.1.3 Etapa II: Multiplicación 

 

El objetivo principal de esta etapa de la micropropagación es incrementar el 

número de propágulos (es decir, de unidades individualizables con las que se pueda 

repetir el proceso de regeneración) por explanto. Existen diferentes rutas para la 

multiplicación de plántulas, como ya comentamos al principio de este capítulo. Sin 

embargo, cuando la finalidad principal es la conservación in vitro es casi obligado 

recurrir a la proliferación a partir de meristemos o yemas ya existentes, ya que con este 

tipo de explantos es altamente probable que se mantenga la fidelidad genética de la 

especie en cuestión a lo largo de todo el proceso de micropropagación. Aun así, no 

todos los brotes que se forman en un cultivo de este tipo se originan a partir de yemas 

axilares. Puede darse la aparición de brotes adventicios que surgen directamente del 

tejido del brote inicial o indirectamente del callo de la base del mismo (Lynch, 1999). 

La frecuencia de aparición de este tipo de brotes aumenta conforme lo hace la 

concentración de reguladores de crecimiento vegetal del tipo citoquinina en el medio 

por encima de una dosis umbral propia para cada especie. Las citoquininas son 

reguladores del crecimiento que promueven la formación de brotes inhibiendo la 

dominancia apical del explanto inicial (George et al., 2008). 

Se debe tener en cuenta, además, que el efecto de los reguladores del 

crecimiento puede estar significativamente influenciado por la composición del medio 

de cultivo basal (agar, carbohidratos, sales, etc.) (Lynch, 1999). 

 

1.1.1.4 Etapa IIIa: Elongación 

 

 La fase de multiplicación constituye en sí misma un ciclo cerrado que nos 

permite generar un número potencialmente infinito de nuevos brotes. Evidentemente, 

parte de esos brotes han de ser “extraídos” de dicho ciclo para completar su 

regeneración mediante la inducción de raíces. El enraizamiento es una etapa 

morfológicamente compleja cuya inducción en muchos casos se ha visto dependiente de 

una determinada longitud del explanto. Es por ello que esta etapa III suele dividirse en 

una primera fase de elongación y una posterior de inducción real de la rizogénesis. La 

elongación facilita, además de la formación de raíces, que la manipulación de los 

explantos resulte más sencilla. En muchas plantas su elongación se consigue 

transfiriéndolas desde el medio de multiplicación (que usualmente incluía citoquininas) 
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a un medio sin reguladores de crecimiento. Sin embargo, esta estrategia no siempre 

funciona y entonces es recomendable la búsqueda de un medio con una dosis óptima de 

giberelinas o la adición de medio líquido a cultivos ya establecidos, en lugar de 

subcultivarlos a medio fresco (Maene & Debergh, 1985). Para muchas plantas el uso de 

esta segunda estrategia requiere de un sistema de enfriamiento basal (bottom cooling) 

que, además, controla el desarrollo de síntomas no deseados de hiperhidratación 

(Piqueras et al., 1998). 

 

1.1.1.5 Etapa IIIb: Enraizamiento 

 

 El uso de citoquininas en la etapa de multiplicación de los brotes inhibe con 

frecuencia la formación de raíces, lo que refuerza la necesidad de una etapa de 

elongación en la que los explantos están en un medio ya sin reguladores. A partir de 

aquí, el enraizamiento de explantos in vitro suele ser dependiente de la adición al medio 

de auxinas. El descubrimiento de la producción de raíces adventicias en esquejes en 

respuesta a la aplicación de auxina data de 1930 y sigue siendo hoy día la estrategia más 

utilizada para el enraizamiento (De Klerk, 2002). Sin embargo, el enraizamiento puede 

ser particularmente problemático para especies leñosas cultivadas in vitro y taxones 

recalcitrantes (Sarasan et al. ,2006).  

 

1.1.1.6 Etapa IV: Aclimatación 

 

 La manera en la que se transfieren las plantas desde el ambiente in vitro a 

condiciones ex vitro condiciona enormemente el éxito del proceso completo de la 

micropropagación. Existen dos razones básicas por las que esta etapa debe ser realizada 

con sumo cuidado: 

- Riesgo de estrés hídrico severo. Ya que las plantas se han desarrollado in vitro 

en un microambiente en el que la humedad relativa es prácticamente del 100%, 

sus estomas suelen ser atípicos y su cierre es incompleto bajo condiciones de 

baja humedad relativa. De esta manera, este tipo de plantas pierden agua de 

forma rápida cuando son transferidas a condiciones ex vitro. 

- Adaptación nutricional y fotosintética. Las plantas micropropagadas no 

dependen por completo de su propia fotosíntesis, ya que se les ha suministrado 
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sacarosa (u otro azúcar) y han sido mantenidas en condiciones de baja intensidad 

luminosa, lo que las hace también susceptibles a daños fotooxidativos. 

 

En la práctica las plántulas se sacan de los recipientes donde han sido enraizadas 

y se lavan cuidadosamente sus raíces para eliminar los restos de agar. Entonces son 

transferidas a un sustrato estéril formado por turba, vermiculita, arena y/o perlita donde 

se mantienen durante días en condiciones de elevada humedad relativa y baja intensidad 

luminosa. Para que las plántulas se adapten a las futuras condiciones ambientales es 

necesario reducir la humedad relativa de forma progresiva. Una vez adaptadas se 

transferirán a macetas y se las expondrá a condiciones ambientales naturales.  

 

1.1.2. Conservación de especies raras, endémicas o amenazadas 

mediante la técnica de micropropagación 

 

 Las técnicas de cultivo in vitro están siendo cada vez más utilizadas en la 

conservación de especies amenazadas (Sarasan, 2006) ya que, entre otras ventajas, 

permiten la producción de numerosas plantas a partir de escaso material inicial, lo que 

es de vital importancia cuando las poblaciones son reducidas (Fay, 1994). El material 

así obtenido puede ser de gran valor para colecciones vivas, para reducir la presión 

sobre las poblaciones naturales, para investigación y, si fuera necesario, para programas 

de introducción vegetal (González-Benito, 1999). Son numerosos los casos en los que el 

cultivo in vitro ha sido vital para evitar la pérdida de táxones en peligro crítico. Existen 

antecedentes en nuestro país en los que se ha aplicado la técnica de micropropagación a 

especies de esta categoría, Cistus heterophyllus Desf. subsp. carthaginensis (Pau) M.B. 

Crespo & Mateo (Arregui et al., 1993), Helianthemum polygonoides (Iriondo et al., 

1995), o Erica andevalensis (Márquez-García et al., 2009), entre otras. Igualmente la 

técnica de crioconservación se ha aplicado también con éxito a especies como 

Centaurea ultraeiae (Mallón et al., 2008) o Thymus moroderi (Marco-Medina et al., 

2010a, 2010b). 
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1.2. Objetivos 

 

El objetivo de este estudio es el desarrollo de un protocolo de micropropagación 

particularizado para cada una de las especies incluidas en esta memoria. Este protocolo 

servirá no sólo como estrategia de conservación en sí misma sino también para 

posibilitar la aplicación de la crioconservación como estrategia de conservación a largo 

plazo. 

 

1.3. Material y métodos 

 

1.3.1. Micropropagación de Helianthemum marminorense 
 

1.3.1.1 Material vegetal, esterilización, e inicio del cultivo 

 

Se recogieron segmentos de tallo en crecimiento de 5-7 cm de largo de varios 

individuos de Helianthemum marminorense en su hábitat natural (Salinas de San Pedro 

del Pinatar, Murcia) entre abril y julio de 2005 y 2007. Los tallos se lavaron con agua 

corriente para eliminar la suciedad y posteriormente se mantuvieron en agitación en 

agua corriente con unas gotas de jabón líquido durante una hora. La desinfección se 

realizó mediante la aplicación de HgCl2 0.2% (p/v) durante 10 min. Tras enjuagar 4 

veces con agua destilada estéril se aplicó etanol al 70% (v/v) durante 30 segundos y una 

solución de lejía comercial al 15% (v/v) con Tween-20 al 0.05% (v/v) durante 10 

minutos. Finalmente se realizaron 4-5 lavados con agua destilada estéril. Segmentos 

nodales con 2-4 yemas axilares se cultivaron en medio MS (Murashige and Skoog, 

1962), con 30 g l
-1

 de sacarosa y 7 g l
-1

 de Plant agar (Duchefa). Los explantos se 

dejaron en oscuridad a 25±2ºC durante 10 días. Tras ese tiempo, los tubos se 

transfirieron a un fotoperiodo de 16 horas luz y una intensidad luminosa de 49 µmoles 

m
-2

s
-1

 durante al menos cinco semanas.  

 

1.3.1.2. Optimización del medio de cultivo 

 

Para establecer el tipo de medio basal idóneo para el crecimiento, segmentos 

apicales con dos nudos extraídos de explantos establecidos durante 5-6 semanas in vitro 

se cultivaron en diferentes tipos y/o concentración de medios de cultivo (Duchefa): 
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WPM (Woody Plant Medium, Lloyd & McCown, 1980) 

SH (Schenk & Hildebrandt, 1972) 

MS 

½ MS 

¾ MS 

Se realizaron 24 réplicas para cada tratamiento, con un explanto por réplica. Los 

tratamientos tuvieron una duración de 5 semanas. El medio de cultivo idóneo, decidido 

en función del incremento en altura de los explantos, se utilizó en los ensayos 

siguientes. 

 

1.3.1.3. Multiplicación 

 

 Para optimizar la inducción de nuevos tallos en este cultivo evaluamos diferentes 

tipos y concentraciones de citoquininas: 

6-bencialdenina (BA) (0.05-1 mg l
-1

) 

6-dimetilalil aminopurina (2iP) (0.1-1 mg l
-1

) 

Quinetina (Kin) (0.1-5 mg l
-1

) 

Además, probamos la combinación de 0.1 mg l
-1

 Kin con dos auxinas: ácido 

indolacético (AIA) y ácido naftalenacético (ANA), ambas a 0.05 y 0.1 mg l
-1

. Se 

realizaron 24 réplicas por tratamiento y todos ellos se mantuvieron durante cinco 

semanas en presencia de hormonas y posteriormente se transfirieron a medio sin 

reguladores durante otras 5 semanas, tras las cuales se midieron altura, número de 

brotes y número de nudos. 

 

1.3.1.4. Elongación y enraizamiento 

 

Para inducir la elongación y/o enraizamiento de los tallos ensayamos un sistema 

en doble capa. Segmentos apicales con tres nudos se cultivaron en medio WPM, con 20 

g l
-1

 sacarosa y 6 g l
-1

 Plant agar. Tras tres días se añadieron 2 ml de medio líquido 

consistente en sales de Knop (Knop, 1865) a la mitad de su concentración, 3 g l
-1

 de 

carbón activo y diferentes concentraciones de sacarosa: 50, 35 y 20 g l
-1

 a pH 5.0. El 

tratamiento tuvo una duración de cinco semanas. Se realizaron 24 réplicas por 

tratamiento.  
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Con los resultados obtenidos se realizó una segunda prueba de doble capa para 

dilucidar cuál de los 3 factores implicados en este sistema tenía un papel determinante 

en la elongación. Para ello se emplearon segmentos apicales con tres nudos. En este 

caso se añadió 1 ml de medio líquido con ninguno, uno o varios de los siguientes 

componentes: sales de Knop a la mitad de su concentración, 3 g l
-1

 de carbón activo y 

20 g l
-1

 sacarosa. El tratamiento tuvo una duración de cinco semanas tras las que se 

midió la altura, el número de nudos, número de brotes y el número de explantos 

enraizados. Se realizaron 24 réplicas por tratamiento. 

 

1.3.1.5. Aclimatación 

 

 Las plántulas enraizadas se sacaron de los tubos de cultivo, se lavaron las raíces 

para eliminar restos del medio de cultivo y se transfirieron a propagadores de plástico 

conteniendo una mezcla turba-vermiculita (1:1). Estos se colocaron en una cámara de 

cultivo Sanyo con fotoperiodo de 16h luz, 75% HR (humedad relativa), 43 µmoles m
-2

 

s
-1

 de intensidad luminosa y 25ºC de temperatura. Dos semanas después se abrieron las 

ventanas para que las plántulas, aun con una HR superior al 95%, comenzaran a 

adaptarse paulatinamente a la HR de la cámara de cultivo. A las seis semanas se 

trasplantaron a maceta y se pasaron a condiciones de campo. 

 

1.3.1.6. Datos complementarios 

 

Todos los medios contenían 20 g l
-1

 de sacarosa y 7 g l
-1

 Plant agar (Duchefa), 

con excepción de los medios de elongación y enraizamiento que contenían 6 g l
-1

 de 

Plant agar. Tanto citoquininas como auxinas se añadieron al medio de cultivo antes de 

que este fuera autoclavado. Todos los medios de cultivo se ajustaron a pH 5.8, excepto 

el medio liquido del sistema en doble capa que se ajustó a 5.0 antes del autoclavado. 

Todos los ciclos de autoclavado se realizaron durante 20 minutos a 121ºC. Los 

explantos se dispusieron en tubos de cultivo (15×2.5cm) y se mantuvieron con un 

fotoperiodo de 16h a 25 ± 2ºC y una intensidad lumínica de 49 µmoles m
-2

 s
-1

. Los 

resultados se expresan como media ± error estándar de la media (EEM) excepto en el 

enraizamiento. Con el fin de analizar los datos estadísticamente se empleó el test de 

Duncan (α=0.05).  
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1.3.2. Micropropagación de Astragalus nitidiflorus 
 

1.3.2.1. Material vegetal, esterilización y establecimiento in vitro 

 

Se usó como material de partida semillas de la colección perteneciente a la 

Dirección General del Medio Natural de la Consejería de Agricultura, Agua y Medio 

Ambiente de la Región de Murcia. Las semillas se lavaron con agua corriente y se 

dejaron en agitación durante media hora con agua destilada. Una vez en el interior de la 

cabina de flujo se aplicó etanol al 70% (v/v) durante 1 minuto. Seguidamente y tras 

retirarlo se añadió una solución de lejía comercial (5% de NaOCl aproximadamente) al 

20% (v/v) con Tween-20 al 0.05% (v/v) durante 20 minutos. Se realizaron cuatro 

lavados con agua destilada estéril y se dejaron las semillas con agua caliente durante 

otros 30 minutos. Finalmente se sembraron en tubos con medio MS. Los ápices 

obtenidos de estas plántulas se fueron subcultivando durante más de un año hasta tener 

suficiente material para continuar con el desarrollo del protocolo de micropropagación.  

 

1.3.2.2. Optimización del medio de cultivo 

 

Se cultivaron segmentos apicales (1.2-1.6 cm) sin hojas durante cinco semanas 

en diferentes medios de cultivo (Duchefa): 

WPM 

MS 

GD (Greshoff & Doy, 1972) 

B5 (Gamborg et al., 1968) 

En base a la respuesta observada (incremento en altura y número de hojas) en los 

explantos se seleccionó el medio de cultivo idóneo para ser utilizado en las etapas 

posteriores de la micropropagación.  

 

1.3.2.3. Multiplicación 

 

Ápices (1.4-1.6 cm) sin hojas se cultivaron en medio MS suplementado con 

diferentes concentraciones (0.1-1.0 mg l
-1

) de BA y Kin. Tras cinco semanas los 

explantos se transfirieron a medio MS sin reguladores del crecimiento donde 

permanecieron otras cinco semanas. Finalmente se recogieron datos de número de 

brotes por explanto, altura de los brotes y número de hojas. 
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1.3.2.4. Elongación 

 

Para la optimización de esta etapa se utilizó un sistema en doble capa. Se 

cultivaron ápices (1.4-1.6 cm) en medio MS y tres días después se añadió 1 ml de medio 

líquido (Piqueras et al., 1998) consistente en una solución con sales Knop a la mitad de 

su concentración, 3 g l
-1

 de carbón activo (CA) y diferentes concentraciones (50, 35 y 

20 g l
-1

) de sacarosa. Los tubos se rellenaron con la misma cantidad de medio líquido al 

comienzo de la tercera y sexta semanas. Se evaluó la respuesta morfogenética 

(incremento en altura, número de hojas nuevas, número de brotes nuevos y porcentaje 

de explantos enraizados) a las siete semanas.  

 

1.3.2.5. Enraizamiento 

 

Brotes ya elongados se transfirieron a medio MS a la mitad de su concentración 

suplementado con diferentes concentraciones (0.5-2.0 mg l
-1

) de ácido indolacético 

(AIA) durante dos o cuatro días en condiciones de oscuridad. Tras este periodo los 

brotes se subcultivaron al mismo medio sin auxinas y suplementado con 0.9 g l
-1

 CA. Se 

evaluó el porcentaje de enraizamiento a las 5 semanas. 

 

1.3.2.6. Aclimatación 

 

 Plántulas enraizadas se sacaron de los tubos de cultivo para lavar las raíces y 

eliminar restos del medio de cultivo y se transfirieron a propagadores de plástico que 

contenían una mezcla turba-vermiculita (1:1). Estos se colocaron en una cámara de 

cultivo (Sanyo) con fotoperiodo de 16h de luz, 75% HR, 43 µmoles m
-2

 s
-1

 de intensidad 

luminosa y 25ºC de temperatura. Dos semanas después se abrieron las ventanas para 

que las plántulas, aun con una HR superior al 95%, comenzaran a adaptarse 

paulatinamente a la HR de la cámara de cultivo. A las seis semanas se trasplantaron a 

maceta y se pasaron a condiciones de campo. 

 

1.3.2.7. Datos complementarios 

 

Todos los medios contenían 30 g l
-1

 de sacarosa, 10 mg l
-1

 Fe-sequestrene
®
 y 7 g 

l
-1

 de Plant agar, con excepción de los medios de elongación y enraizamiento que 

contenían 6 g l
-1

 de Plant agar. Para la germinación in vitro se suplementó el medio con 

20 g l
-1

 de sacarosa. Tanto BA como Kin se añadieron al medio de cultivo antes de que 

este fuese autoclavado, mientras que en los experimentos de enraizamiento el AIA se 
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esterilizó por filtración y fue añadido al medio después de ser autoclavado. Todos los 

medios se ajustaron a pH 5.8 excepto el medio líquido del sistema en doble capa que se 

ajustó a 5.0 antes del autoclavado. Todos los ciclos de autoclavado se realizaron a 

121ºC durante 20 minutos. Los explantos se cultivaron en tubos (15 × 2.5 cm) 

introduciendo un explanto por tubo y se mantuvieron con un fotoperiodo de 16h a 25 ± 

2ºC y una intensidad lumínica de 49 µmoles m
-2

 s
-1

. Los resultados se expresan como 

media ± error estándar de la media (EEM) excepto en el enraizamiento. Con el fin de 

analizar los datos estadísticamente se empleó el test de Duncan (α=0.05).  

 

1.3.3 Micropropagación de Tamarix boveana 
 

1.3.3.1. Material vegetal, esterilización e inicio del cultivo in vitro 

 

 Se seccionaron segmentos de tallo de árboles pertenecientes a la población 

situada en Saladares del Guadalentín entre abril y septiembre de todos los años 

comprendidos entre 2004 y 2007. Los tallos se lavaron con agua corriente para eliminar 

la suciedad y posteriormente se mantuvieron en agitación en agua corriente con unas 

gotas de jabón líquido durante una hora. La desinfección se realizó mediante la 

aplicación de Beltanol-L (quinosol 50%, Probelte, S.A.) al 0.1% (v/v) durante 15 min. 

Tras enjuagar 3 veces con agua destilada estéril se aplicó etanol al 70% (v/v) durante un 

minuto y una solución de lejía comercial al 15% (v/v) con Tween-20 al 0.05% (v/v) 

durante 15 minutos. Finalmente se realizaron 4-5 lavados con agua destilada estéril. 

Segmentos nodales y apicales se cultivaron en medio MS, con 30 g l
-1

 de sacarosa y 7 g 

l
-1

 de Plant agar. Los explantos se dejaron en oscuridad a 25±2ºC durante 10 días. Tras 

ese tiempo los tubos se transfirieron a un fotoperiodo de 16 horas luz y una intensidad 

luminosa de 49 µmoles m
-2

s
-1

 durante al menos cinco semanas. 

 

1.3.3.2. Optimización del medio de cultivo 

 

 Se cultivaron segmentos apicales multinodales de 2-3 cm en diferentes medios 

de cultivo (Duchefa): 
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WPM + vitaminas WPM 

MS + vitaminas MS 

½MS + vitaminas MS 

2MS + vitaminas MS 

MS + vitaminas WPM 

Todos los medios contenían, además, 30 g l
-1

 de sacarosa y 7 g l
-1

 de Plant agar. 

Se realizaron 24 réplicas por tratamiento. Los tratamientos tuvieron una duración de 8 

semanas tras las que se recogieron los datos de altura en cada uno de los tratamientos. 

 

1.3.3.3. Multiplicación 

 

 Se evaluaron, en total, 22 combinaciones de reguladores (18 tratamientos con los 

reguladores incluidos en el medio sólido y 4 combinaciones incluidas en un sistema en 

doble capa) utilizando como explantos segmentos apicales multinodales. En un primer 

ensayo se evaluaron diferentes concentraciones de citoquininas (0.25-1 mg l
-1

) en medio 

sólido: BA, 2iP y tidiazurón (TDZ), con 12 réplicas por tratamiento. En un segundo 

ensayo se volvieron a probar esas mismas concentraciones de citoquininas, a excepción 

del TDZ (0.01-0.03 mg l
-1

) pero con los explantos enraizados previamente. Además, se 

evaluó la combinación de 0.01 mg l
-1

 TDZ con las siguientes auxinas: 0.01 y 0.03 mg/l 

ANA y 0.1 y 0.3 mg/l AIB; en este último caso se realizaron 24 réplicas por 

tratamiento. Se repitió de nuevo la multiplicación con TDZ, tanto en medio sólido 

(0.01-0.5 mg l
-1

) como en doble capa (0.01-0.5 mg l
-1

) y se hicieron 24 réplicas por 

tratamiento. En este último caso el medio líquido con TDZ se aplicó a las dos semanas 

de haber cultivado los explantos, con el fin de que éstos ya hubieran enraizado. Se 

recogieron datos de altura de los explantos, ramas totales y longitud de las mismas a las 

8 semanas de permanecer en cultivo. 

 

1.3.3.4. Elongación y enraizamiento 

 

Para el desarrollo de esta fase de la micropropagación se realizaron dos ensayos 

diferentes empleando en ambos un sistema en doble capa y segmentos apicales de dos 

centímetros. A los tres días de haber cultivado los explantos en ese medio se añadió 1 

ml de medio líquido, que en el caso del primer ensayo contenía sales Knop a la mitad de 
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su concentración, 0, 3 ó 6 g l
-1

 de carbón activo y diferentes concentraciones (50, 30 ó 

10 g l
-1

) de sacarosa. En este mismo experimento se aplicó el mismo volumen de medio 

líquido a las 4 semanas de la primera adición. En el segundo ensayo el medio líquido 

contenía sales de Knop a la mitad de su concentración, 0, 3 ó 6 g l
-1

 de carbón activo y 

diferentes concentraciones (30 ó 10 g l
-1

) de sacarosa. Se volvió a añadir medio líquido 

en las semanas dos y cinco. En ambos experimentos se realizaron 24 réplicas por 

tratamiento y se recogieron datos de altura cada dos semanas durante un periodo de 

ocho semanas. 

 

1.3.3.5. Aclimatación 

 

 Se utilizó como sustrato una mezcla de turba:vermiculita (1:1) a la que se roció 

un fungicida polivalente (Compo
®
) dos días antes del momento de aclimatar. Plántulas 

enraizadas se sacaron de los tubos de cultivo, se lavaron las raíces para eliminar restos 

del medio de cultivo y se transfirieron a propagadores de plástico que ya contenían la 

mezcla de sustratos indicada anteriormente. Los propagadores se colocaron en una 

cámara de cultivo (Sanyo) con fotoperiodo de 16h de luz, 75% HR, 43 µmoles m
-2

 s
-1

 de 

intensidad luminosa y 25ºC de temperatura. Dos semanas después se abrieron las 

ventanas para que las plántulas, aun con una HR superior al 95%, comenzaran a 

adaptarse paulatinamente a la HR de la cámara de cultivo. A las seis semanas se 

trasplantaron a maceta y se pasaron a condiciones de campo. 

 

1.3.3.6. Datos complementarios 

 

Todos los medios contenían 30 g l
-1

 de sacarosa y 7 g l
-1

 de Plant agar, con 

excepción de los medios sólidos pertenecientes a los experimentos con un sistema en 

doble capa que contenían 6 g l
-1

 de Plant agar. Tanto las citoquininas como las auxinas 

se añadieron al medio de cultivo antes de ser autoclavado. Se ajustaron todos los medios 

a pH 5.8, excepto el medio liquido del sistema en doble capa que se ajustó a 5.0 antes 

del autoclavado durante 20 minutos a 121ºC. Los explantos se cultivaron en tubos (15 × 

2.5 cm) a un explanto por tubo y se mantuvieron con un fotoperiodo de 16h a 25 ± 2ºC 

y una intensidad lumínica de 49 µmoles m
-2

 s
-1

. Los resultados se expresan como media 

± error estándar de la media (EEM) excepto en el enraizamiento. Con el fin de analizar 

los datos estadísticamente se empleó el test de Duncan (α=0.05). 
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1.4. Resultados y discusión 

 

1.4.1. Micropropagación de Helianthemum marminorense 
 

1.4.1.1 Esterilización e inicio del cultivo 

 

El porcentaje de explantos que sobrevivió al protocolo de esterilización fue de 

un 52%, siendo un 58% el porcentaje de explantos que se mantuvieron estériles. Este 

porcentaje de supervivencia resultó ser satisfactorio si lo comparamos con los resultados 

obtenidos tras la aplicación de otros protocolos de esterilización diferentes, basados en 

pequeñas modificaciones del actual. El uso de HgCl2 resultó ser clave para la 

esterilización de los explantos, así como el uso de etanol al 70% y de lejía al 15% 

durante un tiempo máximo de 30 segundos y 10 minutos, respectivamente. Aun así se 

observaron claros signos de pardeamiento en el medio de cultivo de algunos explantos 

como consecuencia del proceso de esterilización (Lynch, 1999), lo que condujo a la 

muerte de una pequeña parte de ellos. Aunque el porcentaje de supervivencia no fue 

muy alto se logró regenerar material suficiente a partir de los explantos supervivientes 

para poder continuar con los experimentos.  

  

1.4.1.2. Optimización del medio de cultivo 

 

Las plantas cultivadas en el medio con sales y vitaminas de WPM mostraron un 

mayor crecimiento en altura debido a una mayor distancia internodal (figura 2) y una 

mejor tasa de proliferación de brotes axilares que con el resto de medios ensayados 

(tabla 1). Además, el empleo de formulaciones diferentes a las de WPM produjo 

amarillamiento de los explantos, hojas de menor tamaño e hiperhidratación en algunos 

casos. Así pues, el medio con sales y vitaminas de WPM se consideró como el más 

idóneo y fue, por tanto, la combinación utilizada en los sucesivos ensayos. 
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Figura 2. Efecto de la composición del medio de cultivo sobre el 
crecimiento de explantos apicales de Helianthemum marminorense. 

 

 

 

 

 

 

Medio de cultivo ΔAltura (cm) Brotes/explanto  

   

WPM 1.06 ± 0.21 a 1.12 ± 0.29 a 

SH 0.39 ± 0.07 b 0.87 ± 0.26 a 

MS 0.24 ± 0.05 b 0.67 ± 0.28 a 

½ MS 0.24 ± 0.05 b 0.79 ± 0.19 a 

¾ MS 0.20 ± 0.05 b 0.62 ± 0.22 a 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Según la información bibliográfica que hemos manejado, no se han hecho hasta 

el momento pruebas con diferentes combinaciones de sales para la micropropagación de 

otras especies de Helianthemum, habiéndose empleado siempre medio MS (Morte & 

Honrubia, 1992; Iriondo et al., 1995; Santana et al., 2004; Santana et al., 2006). En 

otras especies (Manzanera & Pardos, 1990; Gómez & Segura, 1995; Morte & Honrubia, 

1996), la combinación de sales empleada ha sido también esencial en la optimización 

del cultivo in vitro. Nuestros resultados demuestran la necesidad de optimizar la 

composición mineral del medio de cultivo, ya que éste determinará el crecimiento, 

Tabla 1. Efecto del tipo de medio de cultivo empleado sobre diferentes 
parámetros de crecimiento en Helianthemum marminorense. Datos 
representados como media ± EEM. Letras diferentes dentro de una misma 
columna indican diferencias significativas (α=0.05) entre tratamientos 
(n=24). 
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morfología y estado fisiológico de los explantos en cada una de las fases de la 

micropropagación. 

 

1.4.1.3. Multiplicación 

 

En la etapa de multiplicación, la aplicación de reguladores (excepto Kin a bajas 

concentraciones y 2iP a 0.1 mg l
-1

) produjo callo basal en un elevado porcentaje de 

explantos, siendo mucho más acusado en presencia de BA y 2iP (figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De entre las combinaciones con citoquininas en solitario la que produjo el mayor 

número de brotes axilares fue 0.5 mg l
-1

 de 2iP (tabla 2). Sin embargo, apareció 

hiperhidratación y callo basal en la totalidad de los explantos (figura 3d). 

Figura 3. Efecto de la aplicación de citoquininas en la multiplicación de explantos apicales de 
Helianthemum marminorense: (A) BA 0.5 mg l-1; (B) BA 0.1 mg l-1; (C) BA 1 mg l-1; (D) 2iP 0.5 mg l-1. 
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Por otro lado, la aplicación de BA produjo un menor crecimiento en altura y 

número de nudos respecto al control. En estudios realizados con otras especies del 

género (Iriondo et al., 1995; Santana et al., 2004; Santana et al., 2006), la mayor tasa de 

multiplicación se obtuvo al aplicar BA. En nuestro caso los datos se tomaron tras cinco 

semanas sin reguladores después de los tratamientos con citoquininas, a pesar de lo cual 

la tasa de multiplicación obtenida con BA también fue significativamente mayor que en 

el control. Sin embargo, el hecho de que la mayor parte de los explantos presentase 

hiperhidratación y callo, incluso tras cinco semanas en ausencia de reguladores, indica 

que el empleo de este regulador a estas concentraciones no es aconsejable en la 

multiplicación de la especie, especialmente si nuestro objetivo es la conservación. La 

aplicación de BA también afectó negativamente a la capacidad de enraizamiento de los 

explantos tras su traspaso a medio sin reguladores (datos no mostrados). 

 

 

 

 

 

Tratamiento (mg l
-1

) Nudos 
ΔAltura 

(cm) 

Brotes / 

explanto 

Callo 

(%) 

BA Kin 2iP ANA AIA     

0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 11.50±0.62 a 3.98±0.33 a 3.58 ± 0.19 abc 0 

0.05     9.29±1.00 af 1.92±0.42 de 5.92 ± 0.5 d 100 

0.1     4.42±0.76 cd 1.05±0.23efg 4.08 ± 0.39 bc 50 

0.5     6.61±0.97 e 1.64±0.26def 6.0 ± 0.52 d 87.5 

  0.1   2.42±0.55 c 0.47±0.08 g 3.08 ± 0.34 abc 0 

  0.5   14.00±0.85 b 3.9±0.41 a 8.83 ± 0.63 f 100 

  1.0   9.29±0.51 af 2.17±0.24 d 7.29 ± 0.34 e 100 

 0.1    11.13±0.5 a 1.78±0.13def 3.96 ± 0.1 abc 0 

 0.5    11.37±0.46 a 2.28±0.18 d 3.96 ± 0.04 abc 0 

 1.0    9.96±0.6 a 1.72±0.14def 4.12 ± 0.16 c 0 

 2.5    7.29±0.71 ef 0.89±0.16 fg 4.17 ± 0.29 c 37.5 

 5.0    5.87±0.88 de 0.82±0.17 fg 3.96 ± 0.46 abc 29.17 

 0.1  0.01  10.00±0.98 a 4.97±0.55 bc 2.87 ± 0.19 a 16.67 

 0.1  0.05  14.29±0.63 b 5.43±0.33 c 3.79 ± 0.08 abc 100 

 0.1   0.01 11.42±0.53 a 5.51±0.35 c 3.62 ± 0.18 abc 12.5 

 0.1   0.05 10.42±0.85 a 4.32±0.49 ab 3.00 ± 0.21 ab 16.67 

 

 

Con concentraciones bajas de Kin en solitario no hubo diferencias en el número 

de nudos y en el número de brotes respecto al control, mientras que con concentraciones 

Tabla 2. Efecto de la aplicación de citoquininas y/o auxinas en la multiplicación y 
crecimiento de explantos de Helianthemum marminorense. Los datos se representan como 
media ± EEM. Letras diferentes dentro de una misma columna indican diferencias 
significativas (α=0.05) entre tratamientos (n=24). 
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elevadas el descenso en altura y número de nudos fue más acusado. Sin embargo, Morte 

y Honrubia (1992) observaron en Helianthemum almeriense que el uso de Kin a bajas 

concentraciones (0.1 y 0.2 mg l
-1

) generaba un mayor número de brotes que el resto de 

citoquininas empleadas. En nuestro caso la aplicación de auxina en combinación con 0.1 

mg l
-1

 Kin produjo explantos de mayor altura que Kin en solitario. Así, 0.1 mg l
-1

 Kin 

junto con 0.05 mg l
-1

 ANA mejoró significativamente la altura y el número de nudos 

obtenidos respecto al control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El medio basal sin reguladores permitió un buen crecimiento en cuanto a altura y 

número de nudos. Esto es importante cuando la multiplicación se realiza mediante el 

uso de segmentos nodales. El cultivo de nudos es de gran valor para la propagación de 

especies que poseen una buena elongación de tallos en cultivo (George et al., 2008). En 

nuestro caso, la tasa de multiplicación está directamente relacionada con la elongación y 

el número de segmentos nodales disponibles. Así pues, el elevado número de nudos 

obtenido en el control revela que se puede conseguir una óptima tasa de multiplicación 

en ausencia de reguladores, lo que resulta más aconsejable cuando el objetivo de la 

micropropagación es, como en nuestro caso, la conservación (Edson et al., 1996). 

  

Figura 4. Explantos obtenidos tras la aplicación de Kin en solitario (A) y combinada con diferentes auxinas (B). 
De izquierda a derecha se representan: A): control, 0.1, 0.5 y 1 mg l-1 Kin. B): 0.1 mg l-1 Kin + 0.01 mg l-1 ANA, 0.1 

mg l-1 Kin + 0.05 mg l-1 ANA, 0.1 mg l-1 Kin + 0.01 mg l-1 AIA, 0.1 mg l-1 Kin + 0.05 mg l-1 AIA y control. 
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1.4.1.4. Elongación y enraizamiento 

 

 La aplicación de un sistema en doble capa produjo un mayor incremento de la 

altura y producción de nudos en comparación con el control (tabla 3). Estos aumentos 

fueron mayores a medida que disminuyó la concentración de sacarosa en el medio, 

obteniéndose los mejores resultados con 20 g l
-1

.  

 En todos los tratamientos se obtuvo un porcentaje de explantos enraizados del 

100%. La aplicación de doble capa con 35 g l
-1

 de sacarosa produjo un mayor número 

de raíces por explanto aunque el resultado no fue significativamente diferente del 

obtenido con 20 g l
-1

. Es importante destacar, además, que con 50 g l
-1

 de sacarosa se 

obtuvo el mayor número de brotes por explanto, por lo que es importante optimizar la 

concentración en el medio líquido de este componente según el objetivo hacia el que va 

encaminado el uso de estos sistemas en doble capa. 

 

 

 

 

Tratamiento Δ Altura 

(cm) 

Número de 

nudos 

Número de 

raíces 

Brotes/explanto 

Control 1.16 ± 0.18 a 3.03 ± 0.32 a 6.07 ± 0.44 a 2.55 ± 0.38 a 

DC + 50 g l
-1

 sac 1.68 ± 0.21 a 4.25 ± 0.26 b 7.21 ± 0.50 a 3.67 ± 0.41b 

DC + 35 g l
-1

 sac 3.81 ± 0.34 b 4.79 ± 0.20 b 8.92 ± 0.42 b 1.83 ± 0.29 a 

DC + 20 g l
-1

 sac 4.72 ± 0.26 c 5.96 ± 0.27 c 8.12 ± 0.59 ab 1.62 ± 0.32 a 

 

  

Tabla 3. Efecto de la aplicación de un sistema en doble capa con diferentes concentraciones 
de sacarosa sobre el crecimiento de explantos de Helianthemum marminorense. Los datos se 
representan como media ± EEM. Letras diferentes dentro de una misma columna indican 
diferencias significativas (α=0.05) entre tratamientos (n=24). 
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 Observando los resultados del segundo ensayo (gráfica 1) se puede inferir que de 

los tres componentes que se incluyen en el medio líquido la sacarosa es el menos 

efectivo cuando se trata de optimizar la tasa de elongación. Aun así, el mejor resultado 

tras cinco semanas en cultivo se obtuvo con la aplicación de los tres componentes, si 

bien no resultó estadísticamente significativo de aquel que combinaba sales Knop y CA. 

Además, este último tratamiento fue significativamente el que mejor resultados 

proporcionó a lo largo de todo el experimento, de lo que se deduce que la aplicación de 

medio líquido con sales Knop a la mitad de concentración y 3 g l
-1

 de CA sería, en 

principio, suficiente para conseguir una tasa óptima de elongación de explantos de H. 

marminorense. Sin embargo, por los resultados de la quinta semana y debido a la falta 

Figura 5. Efecto de la aplicación de un sistema en doble capa sobre el crecimiento de explantos 
de Helianthemum marminorense. A) Explanto utilizado como material de partida para este 
experimento. B) DC+ sacarosa 20 g l-1; C) DC + sacarosa 35 g l-1; D) DC + sacarosa 50 g l-1. 
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de información en lo que concierne al número de nudos y brotes en ésta última prueba 

se estableció como idónea la combinación de ½ sales Knop, 3 g l
-1

 de CA y 20 g l
-1

 de 

sacarosa para la elongación de explantos de esta especie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los sistemas en doble capa han sido empleados generalmente para promover la 

multiplicación (Díaz-Sala et al., 1990; Kozomara et al., 2008) elongación y 

enraizamiento de tallos micropropagados (De Rieck et al., 1997; Maene & Debergh, 

1985), además de prevenir desórdenes fisiológicos tales como la hiperhidratación 

(Kadota et al., 2001) y la necrosis apical (De la Viña et al., 2001). Se cree que estas 

diferencias en el crecimiento con respecto al medio en estado sólido pueden ser debidas 

a una mayor disponibilidad de los nutrientes en la fase líquida. En nuestro caso, además, 

la presencia de carbón activo podría posibilitar el secuestro de elementos inhibidores del 

crecimiento, como es el caso de algunos compuestos fenólicos (Fridborg et al., 1978). 

También es importante el papel que juega la sacarosa en el medio líquido. En este caso 

se ha observado un mayor incremento en altura con la concentración más baja de entre 

Gráfica 1. Efecto de la aplicación de un sistema en doble capa sobre el crecimiento 
en altura de explantos apicales de Helianthemum marminorense. Se representa la 
media (n=24) ± ½ error estándar de la media. Letras diferentes indican diferencias 
significativas (α=0.05) entre tratamientos. 
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las empleadas pero un incremento en el número de brotes en presencia de 50 g l
-1

. 

Nuestros resultados muestran que este sistema mejora la elongación de H. 

marminorense, pudiendo ser un método eficaz y rápido para la multiplicación de la 

especie sin el empleo de reguladores del crecimiento, ya que la longitud de los 

explantos está directamente relacionada con la aparición de nuevos nudos disponibles 

para nuevos subcultivos (tabla 3).  

 

 

 

 

 

 

 

1.4.1.5. Aclimatación 

 

 Las plántulas se aclimataron con éxito consiguiéndose una tasa de supervivencia 

del 97% a las ocho semanas en las condiciones anteriormente descritas. Las plantas 

obtenidas no presentaron anomalías morfológicas (figura 7).  

  

Figura 6. Efecto de diferentes combinaciones de los componentes del medio líquido de un 
sistema en doble capa sobre el crecimiento de explantos de Helianthemum marminorense. 

Leyenda: 1: Control; 2: agua; 3: sales Knop; 4: sacarosa; 5: sacarosa + CA; 6: sales Knop + CA; 7: 
sacarosa + Knop; 8: sacarosa+ sales de Knop + CA. 

1    2    3    4    5     6    7   8 
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1.4.2. Micropropagación de Astragalus nitidiflorus 

 
1.4.2.1. Esterilización e inicio del cultivo 

 

El porcentaje de semillas germinadas tan sólo fue de un 15.62%. En algunos 

tubos se observó además la aparición de hongos cuando las semillas habían comenzado 

a germinar. Debido al escaso número de plántulas obtenidas de la germinación hubo que 

Figura 7. Ejemplares de H. marminorense tras 8 semanas de aclimatación.  
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esperar un año hasta obtener la cantidad de material necesaria para comenzar con los 

ensayos. 

1.4.2.2. Optimización del medio de cultivo 

 

 

 Las plantas cultivadas en medio con sales de MS mostraron un mayor 

crecimiento en altura. Por otro lado, el medio con el que se obtuvo mayor número de 

hojas por explanto fue el que contenía sales y vitaminas de B5, aunque no se detectaron 

diferencias significativas con el resto. Sin embargo, las hojas formadas tanto en medio 

B5 como en GD eran de menor tamaño que las obtenidas en los medios WPM y MS 

(figura 8), además de presentar claros síntomas de clorosis. El medio B5 se distingue 

del MS por presentar niveles más bajos de NH4
+
, Ca

2+
 y Mg

2+
. El medio GD, por otro 

lado, se compone de concentraciones más bajas de Mg
2+

, Mn, Zn y S que el medio MS. 

En Hibiscus rosa-sinensis (Christensen et al., 2008) se ha visto que con bajos niveles de 

calcio el área foliar disminuye. En rosa se comprobó también que la adición de Ca
2+

 y 

Mg
2+

 a un medio solidificado con agar suponía la obtención de brotes de buena calidad 

y hojas de gran tamaño; además, cuando esos elementos eran añadidos a un medio con 

gelrite la tasa de multiplicación aumentaba significativamente (Podwyszynska & 

Olszewski, 1995). En otra especie de la familia de las leguminosas, Lens culinaris, se 

observó que el medio MS era mejor para el crecimiento que el medio B5, además de 

que era necesaria la adición de Ca
2+

 para evitar la necrosis apical (Ye et al., 2002).  

La composición mineral del medio de cultivo es un factor determinante a la hora 

de obtener un buen crecimiento, desarrollo morfogénico y estado fisiológico de los 

explantos en cada una de las fases de la micropropagación (Ramage & Williams, 2002). 

A tenor de los resultados obtenidos es evidente que los explantos de A. nitidiflorus 

presentan deficiencias nutricionales, visibles principalmente en las hojas, cuando son 

cultivados en los medios B5 y GD. 

 

 

 

 

Medio de 

cultivo 

∆ Altura (cm) Número de hojas 

GD 0.19 ± 0.04a 2.83 ± 0.30a 

B5 0.40 ± 0.05b 3.50 ± 0.30a 

WP 0.50 ± 0.03bc 3.25 ± 0.30a 

MS 0.53 ± 0.04c 2.88 ± 0.22a 

Tabla 4. Efecto de diferentes medios de cultivo en el crecimiento de explantos de Astragalus 
nitidiflorus tras 5 semanas en cultivo. Se representa la media ± EEM. Medias con letras 
diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (α=0.05) entre 
tratamientos (n=24). 
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Así pues, seleccionamos el medio con sales de MS para el desarrollo de las 

siguientes etapas del protocolo de micropropagación. El uso de estas sales ya ha sido 

utilizado anteriormente para propagar una especie del mismo género (Turgut-Kara & 

Ari, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.2.3. Multiplicación 

 

 Los resultados obtenidos en el ensayo de multiplicación se muestran en la tabla 

5. Aunque conseguimos multiplicar el número de brotes inicial en todos los casos, la 

Figura 8. Efecto del tipo de medio de cultivo sobre el crecimiento de explantos apicales de Astragalus nitidiflorus. 
A) B5; B) GD; C) MS; D) WPM. 
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Tabla 5. Efecto de la aplicación de citoquininas sobre la respuesta morfogenética tras cinco 
semanas de cultivo. Los datos se representan como media ± EEM. Letras diferentes en una 

misma columna indican diferencias significativas (α=0.05) entre tratamientos (n=24). 

respuesta obtenida estuvo claramente influenciada por el tipo de citoquinina empleada. 

Los datos muestran que en presencia de BA la proliferación de brotes fue superior a la 

obtenida con Kin, tal y como ocurre con otras especies de esta misma familia (Rout et 

al., 2000; Ye et al., 2002). Sin embargo, los brotes obtenidos con Kin fueron de mayor 

altura que los obtenidos con BA, respuesta observada también en otras especies (Amo-

Marco & Ibañez, 1998; Ye et al., 2002). 

 La dosis de BA que mayor tasa de multiplicación produjo fue 0.1 mg l
-1

, siendo 

ésta significativamente diferente de todos los tratamientos excepto el de 0.5 mg l
-1

 BA. 

Tras cinco semanas en medio sin reguladores el mayor número de brotes por explanto se 

consiguió en los tratamientos de 0.5 y 1 mg l
-1

 de BA, aunque estos resultados no fueron 

significativamente diferentes de los obtenidos con la concentración más baja de BA 

(tabla 6). Es de destacar la formación de un único brote al final de las cinco semanas en 

medio con reguladores en la mayor parte de los tratamientos con BA, en contraste con la 

múltiple proliferación de brotes que suele producirse en respuesta a esta citoquinina (Ye 

et al., 2002; Rout et al., 2000). Este hecho ha sido descrito también en otras 

leguminosas como Acacia senegal (Badji et al., 1993). Además se observó una 

reducción proporcional en el número de brotes y la altura de los mismos conforme 

aumentaba la concentración de BA. 

Se detectaron también diferencias en la altura, siendo superior la detectada en 

presencia de Kin 1 mg l
-1

 (tabla 5). De entre los tratamientos donde mayor tasa de 

multiplicación se obtuvo el que mayor incremento en altura produjo fue BA 0.1 mg l
-1

.  

 

 

 

Tratamiento 

(mg l
-1

) 

Altura 

(cm) 
∆ Altura (cm) Hojas nuevas Brotes nuevos 

Callo 

(%) 

BA Kin      

0 0 1.80 ± 0.08ab 0.20 ± 0.04a 3.4 ± 0.3a 0 ± 0a 0 

0.1 0 1.76 ± 0.07ab 0.29 ± 0.04ab 7.3 ± 0.6d 1.5 ± 0.1d 12.5 

0.5 0 1.64 ± 0.07a 0.25 ± 0.07ab 5.6 ± 0.7c 1.2 ± 0.1cd 12.5 

1 0 1.75 ± 0.06ab 0.17 ± 0.03a 5.7 ± 0.7c 1.0 ± 0.2c 4.17 

0 0.1 1.87 ± 0.10a 0.29 ± 0.05ab 3.5 ± 0.4ab 0.2 ± 0.1ab 0 

0 0.5 1.83 ± 0.06ab 0.21 ± 0.04ab 3.5 ± 0.3ab 0.2 ± 0.1ab 0 

0 1 1.89 ± 0.04b 0.34 ± 0.03b 5.0 ± 0.5bc 0.5 ± 0.1bc 0 

 

La aplicación de BA desencadenó la aparición de callo (figura 9), sobre todo tras 

5 semanas en medio basal después de los tratamientos, siendo este aumento más 
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acusado en presencia de BA 1 mg l
-1

. Como en nuestro caso, la adición de citoquininas 

en el medio de multiplicación de explantos de Limonium cavanillesii desencadenó la 

aparición de callos de reducido tamaño (Amo-Marco & Ibañez, 1998). No es frecuente 

la aparición de modificaciones genéticas a partir de callos recién formados pero éstas 

pueden originarse si se subcultivan masas de brotes arrastrando el callo basal con ellas 

(George et al., 2008). Aunque en nuestro caso hay un elevado porcentaje de callo en el 

tratamiento con BA 0.1 mg l
-1

 tras cinco semanas en medio sin reguladores (tabla 6), el 

callo formado es pequeño y puede ser fácilmente eliminado, lo que evitaría problemas 

como el anteriormente mencionado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 9. Efecto de la aplicación de citoquininas durante cinco semanas sobre la multiplicación 
y el crecimiento de explantos apicales de Astragalus nitidiflorus. A) BA 1 mg l-1; B) BA 0.1 mg l-1; 

C) Kin 0.5 mg l-1; D) BA 0.1 mg l-1. 
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Tabla 6. Características morfogenéticas de explantos tratados con citoquininas tras cinco 
semanas en medio libre de reguladores del crecimiento. Los datos se presentan como media ± 
EEM. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (α=0.05) entre 

tratamientos (n=24). 

 

 

 

  

 

Tratamiento 

(mg l
-1

) 

Altura 

(cm) 

∆ Altura 

(cm) 
Hojas nuevas Brotes nuevos Callo (%) 

BA Kin      

0 0 2.05 ± 0.11a 0.25 ± 0.06a 2.0 ± 0.2a 0.1 ± 0.1a 0 

0.1 0 1.94 ± 0.11ab 0.20 ± 0.07a 2.9 ± 0.3a 0.3 ± 0.1ab 59.09 

0.5 0 1.79 ± 0.08b 0.15 ± 0.04a 4.4 ± 0.5b 0.5 ± 0.2b 54.17 

1 0 1.88 ± 0.05ab 0.13 ± 0.04a 5.4 ± 0.7b 0.5 ± 0.2b 83.33 

0 0.1 2.06 ± 0.11a 0.19 ± 0.04a 2.9 ± 0.3a 0.2 ± 0.1ab 9.09 

0 0.5 1.95 ± 0.07ab 0.11 ± 0.03a 2.0 ± 0.2a 0.1 ± 0.1a 8.33 

0 1 2.09 ± 0.05a 0.20 ± 0.04a 1.7 ± 0.2a 0.1 ± 0.1a 0 

 

 

1.4.2.4. Elongación 

 

 Ya vimos que el uso de un sistema en doble capa (DC) aumentó 

significativamente la altura de los explantos con respecto al control (sin medio líquido) 

tras cinco semanas en cultivo (tabla 3), observación que coincide con lo descrito en 

otras especies (De Riek et al., 1997; Piqueras et al., 1998). Este aumento se dio con 

todas las concentraciones de sacarosa probadas, no existiendo diferencias significativas 

entre ellas. Se observó también que el número de brotes por explanto aumentaba de 

forma proporcional a la concentración de sacarosa en el medio, así como el porcentaje 

de explantos enraizados (figura 10, tabla 7), tal y como han descrito otros autores (De 

Klerk, 2002).  
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Las razones que justifican la mejora en la respuesta morfogenética de los 

explantos a la DC pueden ser varias. Probablemente la más importante de ellas sea que 

la presencia de medio líquido en un sistema como éste permite una mejor difusión del 

sustrato una vez que se produce la rotura de la matriz de agar durante el crecimiento del 

explanto (De Riek et al., 1997). El medio de cultivo sólido utilizado en nuestro caso no 

contenía reguladores, por lo que se deduce que en la elongación de los brotes de 

Astragalus nitidiflorus es importante tanto la presencia de carbón activo, compuesto 

relacionado con la adsorción de moléculas potencialmente inhibidoras del crecimiento 

(Fridborg et al. 1978), como de sacarosa. En el caso de la sacarosa es importante 

optimizar la concentración ya que, como se ha visto en esta especie, concentraciones 

más elevadas pueden suponer además una mejora en las tasas de multiplicación y de 

enraizamiento (George et al., 2008). 

  

Figura 10. Efecto de la aplicación de un sistema en doble capa sobre el crecimiento de 
explantos apicales de Astragalus nitidiflorus. A) Control; B) sacarosa 20 g l-1; C) sacarosa 35 g l-

1; D) sacarosa 50 g l-1. 
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Tabla 7. Efecto de la concentración de sacarosa presente en el medio liquido de un sistema en doble 
capa aplicado durante siete semanas sobre el crecimiento de explantos de Astragalus nitidiflorus. 
Medias con letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (α=0.05) 
entre tratamientos (n=24). 

 

Sacarosa 

(g l
-1

) 

∆ Altura (cm) Hojas nuevas Brotes nuevos Enraizamiento 

(%) 

Control 0.35 ± 0.05 a 6.21 ± 0.41 a 0.12 ± 0.09 a 4.20 

20 0.72 ± 0.12 b 7.58 ± 0.48 ab 0.25 ± 0.14 a 8.30 

35 0.66 ± 0.07 b 7.26 ± 0.62 ab 0.39 ± 0.15 ab 13.0 

50 0.80 ± 0.10 b 8.65 ± 0.63 b 0.74 ± 0.20 b 34.80 

 

 

1.4.2.5. Enraizamiento 

 

 El enraizamiento de los brotes generados en la multiplicación constituye la etapa 

más crítica en las técnicas in vitro. Por ello, uno de los logros más importantes en el 

estudio del enraizamiento adventicio fue el reconocimiento de fases sucesivas en este 

proceso: inducción, iniciación y expresión (Hausman et al., 1997), cada una de las 

cuales se ha asociado a determinados cambios en la concentración de hormonas, 

principalmente auxinas (De Klerk, 2002). Durante la fase de inducción tiene lugar un 

aumento rápido y breve en la concentración endógena de estas hormonas. La fase de 

iniciación se caracteriza por ser la fase de división y diferenciación celular, en la que la 

concentración de auxina es mínima, mientras que la fase de expresión está asociada a 

otro aumento en los niveles de auxina libre. Es en esta última fase cuando tiene lugar la 

formación y el crecimiento del primordio radicular (Gaspar et al., 1994; citado en 

Heloir et al., 1996). Teniendo en cuenta las fases fisiológicas del enraizamiento y los 

resultados obtenidos en la prueba anterior, se decidió emplear dos medios de 

enraizamiento (inducción y expresión). 
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El mayor porcentaje de enraizamiento se obtuvo tras la aplicación de 0.5 mg l
-1

 

de AIA en un medio de inducción durante 4 días (tabla 8). Sin embargo se obtuvieron 

resultados similares en el tratamiento control (41.2%), lo que nos lleva a pensar que 

tanto la composición mineral como el carbón activo podrían ser esenciales en el 

Figura 11. Explantos enraizados mediante la aplicación de diferentes tratamientos 
de inducción: A) Control, B) Dos días con 0.5 mg l-1 AIA, C) Cuatro días con 0.5 mg 
l-1 AIA; D) Dos días con 2 mg l-1 AIA. 
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enraizamiento de explantos de esta especie. El papel de la concentración mineral en esta 

fase ha sido descrito con anterioridad (Gonçalves et al., 2005; Morte & Honrubia, 

1992), siendo muy común el uso de diluciones de la composición mineral inicial con el 

objetivo de favorecer el enraizamiento (Joshi & Dhar, 2003; Díaz-Sala et al., 1990). 

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Turgut-Kara y Ari (2006) con 

Astragalus maximus donde solo se obtuvo enraizamiento con MS a la mitad de su 

concentración. El carbón activo, por su parte, ha sido utilizado en numerosas ocasiones 

para optimizar el enraizamiento (George et al., 2008; De la Viña et al., 2001; Sujatha & 

Hazra, 2007). En Paeonia suffruticosa (Bouza et al., 1994), la adición de este 

compuesto al medio de enraizamiento no solo supuso una mejora en el crecimiento 

radicular y en el número de raíces por explanto, sino que también redujo la aparición de 

callo. Además de oscurecer el medio, pudiendo favorecer así la acumulación de auxinas 

fotosensibles en la base del explanto (Pan & Van Staden, 1998), se ha demostrado que 

este compuesto adsorbe los reguladores del crecimiento que pudiera haber en el medio 

de cultivo (Pan & Van Staden, 1998; Thomas, 2008) y compuestos inhibidores del 

crecimiento (Sánchez et al, 1996). 

 

Tabla 8. Efecto de la concentración de AIA y el periodo de inducción sobre el enraizamiento de 
brotes de Astragalus nitidiflorus (n=20). 

 

Concentración 

de AIA 

Enraizamiento (%) 

(mg l
-1

) Periodo de inducción (días) 

 2 4 

0 41.2 30 

0.5 20 46.7 

1.0 25 40 

2.0 35 26.7 

 

 

1.4.2.6. Aclimatación 

 

El porcentaje de plántulas que sobrevivieron a la aclimatación fue de un 75%. 

Esta especie no presentó problemas al comienzo de la aclimatación pero sí se observó 

que tras un periodo de 4 ó 6 semanas algunas de las plántulas se secaron. 
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1.4.3. Micropropagación de Tamarix boveana 
 

1.4.3.1. Esterilización y establecimiento in vitro 

 

El porcentaje de esterilización obtenido con el protocolo descrito en Material y 

métodos fue de un 92.2%. No obstante, muchos explantos se secaron en las horas 

siguientes y el porcentaje de supervivencia descendió a un 43.6% en promedio. Los 

explantos supervivientes fueron subcultivados a medio fresco tras 6-8 semanas.  

 

1.4.3.2. Optimización del medio de cultivo 

 

La mejor respuesta se obtuvo tanto con WPM como con MS y este último 

diluido a la mitad, con resultados similares en las dos variables estudiadas (incremento 

de altura y de número de brotes) (tabla 9). Aunque el contenido en sales del medio 

WPM es menor que el de MS, la respuesta de esta especie en ambos medios no fue 

significativamente diferente. De los resultados obtenidos en el medio MS con vitaminas 

de WPM se desprende que la tiamina añadida a una concentración 10 veces superior a la 

presente en MS (1 mg l
-1

) no favorece el crecimiento de explantos de Tamarix boveana. 

En el desarrollo del protocolo de micropropagación de T. gallica (Lucchesini et al., 

Figura 12. Plántulas de Astragalus nitidiflorus tras 1 (izquierda) y 2 (derecha) meses de aclimatación. 
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Tabla 9. Efecto de la combinación de sales del medio de cultivo en el crecimiento de explantos 
de Tamarix boveana. Los datos se representan como media ± EEM. Letras diferentes en una 
misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos (n=24).  

 

1993) se utilizó medio Linsmaier & Skoog (1965), cuya diferencia con respecto al 

medio MS radica principalmente en la concentración de tiamina, siendo cuatro veces 

superior en el primero. Sin embargo, la ausencia de datos sobre la respuesta de T. 

gallica a otras composiciones minerales nos impide establecer comparaciones. Es de 

destacar que la mitad de los explantos cultivados en presencia de MS al doble de 

concentración se secaron. Empleamos esta composición mineral para comprobar si esta 

especie, que en condiciones naturales es halófita, podía funcionar mejor en medios con 

alta concentración de sales. Por las similitudes encontradas en las dos variables 

analizadas entre los medios MS y WPM y debido a que el primero presenta una 

concentración de sales más parecida al medio natural en el que se encuentra la especie, 

se seleccionó el medio con sales y vitaminas de MS para la realización de posteriores 

ensayos.  

 

 

 

 Δ Altura Δ Número brotes 

MS 3.60 ± 0.31 abc 16.05 ± 1.20 a 

2MS 2.24 ± 0.51 a 14.73 ± 1.43 ab 

1/2MS 3.75 ± 0.50 bc 13.50 ± 1.17 ab 

WPM 4.37 ± 0.49 c 16.00 ± 1.26 a 

MS+vit WPM 2.79 ± 0.47 ab 11.75 ± 1.19 b 

 

1.4.3.3. Multiplicación 

 

Como ya comentamos en el apartado 1.3.3.3 de este capítulo, en un primer 

ensayo evaluamos diferentes concentraciones de citoquininas (0.25-1 mg l
-1

) en medio 

sólido: BA, 2iP y tidiazurón. Los explantos tratados con BA y 2iP no mostraron 

crecimiento alguno (datos no mostrados). Además se observó ausencia de raíces, cuya 

aparición fue completamente inhibida por la presencia de citoquininas, tal y como 

también se ha descrito en el caso de T. gallica (Lucchesini et al., 1993). Esto es un 

problema muy importante porque hemos visto que en T. boveana la falta de 

enraizamiento desencadena directamente la muerte del explanto. En el caso de los 

explantos tratados con TDZ aunque no murieron presentaron malformaciones debidas 
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probablemente a que la concentración aplicada no resultó óptima para esta especie 

(Huetteman & Preece, 1993).  

En vista de los resultados negativos obtenidos realizamos un segundo 

experimento con explantos ya enraizados en medio MS basal estudiando las mismas 

concentraciones de citoquininas, a excepción del TDZ (0.01-0.03 mg l
-1

). De nuevo, la 

mayor tasa de multiplicación tras 8 semanas la obtuvimos en el tratamiento control 

(datos no mostrados), en el cual también observamos una mayor elongación de los 

explantos, lo cual permitió la obtención de mayor número de explantos nodales capaces 

de enraizar por sí mismos. En T. gallica se vio que los brotes generados en un primer 

ciclo con BA no respondían a esta citoquinina en el siguiente subcultivo. La mayor tasa 

de multiplicación se obtuvo, sin embargo, mediante el uso de AIB a 0.2 mg l
-1

 

(Lucchesini et al., 1993). En T.boveana el uso combinado de citoquininas y auxinas en 

el medio de multiplicación tampoco supuso una mejora en la tasa de multiplicación 

respecto al tratamiento sin reguladores. 

Debido a los malos resultados obtenidos en estos dos experimentos realizamos 

un tercero en el que volvimos a probar el efecto de TDZ en medio sólido y también 

formando parte del medio líquido de un sistema en doble capa. Como se observa en la 

tabla 10, la presencia de TDZ en el medio de cultivo no mejoró el crecimiento y la 

multiplicación con respecto al control, lo que difiere de la mayoría de trabajos donde se 

ha aplicado este mismo compuesto en medio sólido (Upreti & Dhar, 1996; Mondal et 

al., 1998; Chand et al., 1999). El uso de un medio de cultivo sin reguladores ha ofrecido 

mejores resultados que con ellos, lo que coincide con lo observado por Arrabal et al. 

(2002) en su trabajo con Crypthantus sinuosus (Arrabal et al., 2002), donde el uso de un 

medio de cultivo sin reguladores generaba elevadas tasas de multiplicación, 

comparables a las obtenidas en presencia de citoquininas y/o auxinas, lo que resulta 

beneficioso a la hora de preservar la estabilidad genética de las plantas a conservar 

(Edson et al., 1996). De esta forma, el cultivo en medio MS sin reguladores continúa 

siendo la opción más adecuada. 
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Tabla 10. Efecto de la aplicación de TDZ en medio sólido sobre el crecimiento y la multiplicación 
de explantos apicales de Tamarix boveana. Los datos se representan como media ± EEM. Letras 
diferentes dentro de una misma columna indican diferencias significativas (α=0.05) entre 
tratamientos (n=24). 
 

Tabla 11. Efecto de la aplicación de TDZ en un sistema de doble capa sobre el crecimiento y 
multiplicación de explantos apicales de Tamarix boveana. Los datos se representan como media 
± EEM. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (α=0.05) 
entre tratamientos. 

 

 

 

 

 Δ Altura Δ Número brotes 

Control 2.8±0.4 a 12.8±6.4 a 

0.01 mg l
-1

 TDZ 0.24±0.12 b 1.48±1.78 b 

0.05 mg l
-1

 TDZ 0.13±0.11 b 0.78±1.06 b 

0.1 mg l
-1

 TDZ 0.13±0.1 b 1.22±1.35 b 

0.5 mg l
-1

 TDZ 0.11±0.05 b 0.7±1.25 b 

 

 El empleo de estos sistemas en doble capa permite una mayor disponibilidad de 

los nutrientes y los reguladores del crecimiento presentes en él (Smith & Spomer, 

1995). Estos sistemas han sido aplicados en otras especies con el fin de promover la 

multiplicación de brotes, dando buenos resultados en peral japonés (Kadota et al., 2001) 

y en Chimonantus praecox (Kozomara et al., 2008). En aguacate Barceló et al. (1999) 

encontraron que el uso de doble capa tras un periodo de cultivo en medio líquido 

generaba mejores tasas de multiplicación y explantos de mayor calidad que el cultivo 

continuo en doble capa.  

Los resultados de aplicar TDZ en un sistema en doble capa (tabla 11) muestran 

que la aplicación de 0.01 mg l
-1

 de TDZ en la fase líquida condujo a una mejora en 

altura, con respecto al control, mientras que no se vieron diferencias en el número de 

brotes generados. El uso de concentraciones superiores a 0.01 mg l
-1

 TDZ provocó la 

aparición de explantos de menor altura y menor número de brotes. El uso de bajas 

concentraciones de TDZ para promover la multiplicación ha tenido buenos resultados 

en Pongamia pinnata (Sujatha & Hazra, 2007) y Bauhinia vahlii (Upreti & Dhar, 1996).  

 

 

 

 

 Δ Altura Δ Número brotes 

Control 3.62 ± 2.06 a 11.59 ± 5.42 a 

0.01 mg l
-1 

TDZ 4.78 ± 1.93 b 11.35 ± 3.86 a 

0.05 mg l
-1 

TDZ 1.14 ± 0.87 c 4.65 ± 3.07 b 

0.1 mg l
-1 

TDZ 0.69 ± 0.46 c 2.43 ± 2.86 c 

0.5 mg l
-1 

TDZ 0.46 ± 0.38 c 2.16 ± 2.19 c 
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En general, el uso de TDZ ha tenido gran éxito en la multiplicación cuando es 

aplicado en inmersiones durante periodos variables de tiempo (Prathanturarug et al., 

2005; Siddique & Anis, 2007; Singh & Syamal, 2001). En té (Sandal et al., 2001) se 

encontró que la inmersión en TDZ a una concentración de entre 0.55 y 1.1 mg l
-1

 

durante 6-8 semanas aumentaba progresivamente la tasa de multiplicación. Por otro 

lado, y aunque menos frecuentemente, también se ha aplicado este regulador en 

sistemas de doble capa. Tal es el caso de Fraxinus, donde se ha visto que el empleo de 

TDZ tanto en el medio sólido como en el líquido favorece la proliferación de brotes 

axilares (Van Sambeek & Preece, 2007). Aunque en nuestro caso se suplementó el 

medio líquido con sales Knop diluidas a la mitad y 50 g l
-1

 sacarosa, a tenor de los 

resultados obtenidos en las dos últimas pruebas, sobre todo en los controles, se puede 

inferir que el TDZ ejerce algún efecto sobre el crecimiento, en nuestro caso la altura, lo 

que coincide con lo observado por Chand et al. (1999) en Colocasia esculenta. Sin 

embargo, el efecto principal del TDZ sobre la elongación ha sido inhibitorio en la 

inmensa mayoría de las condiciones ensayadas en este trabajo, es decir, su uso ha 

supuesto la obtención de brotes de menor longitud que los obtenidos con otras 

citoquininas (Bosela & Michler, 2008). Aun así, es necesario destacar que en nuestro 

caso se aplicó el medio líquido con TDZ cuando los explantos ya habían comenzado a 

enraizar, lo que facilita, como ya se ha dicho anteriormente, el crecimiento de esta 

especie sin necesidad de aplicar reguladores del crecimiento.  
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Figura 13. Efecto de la aplicación de TDZ en la multiplicación de Tamarix boveana. El TDZ se aplicó tanto en 
medio sólido (columna izquierda) como en un sistema de doble capa (columna de la derecha): A y B) Control 

en medio sólido y en doble capa, respectivamente; C y D) TDZ 0.01 mg l-1; E y F) TDZ 0.05 mg l-1. 
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1.4.3.4. Elongación y enraizamiento 

 

En el primer ensayo de doble capa las concentraciones de sacarosa más bajas 

fueron las que proporcionaron mejores resultados (gráfica 2), siendo los incrementos en 

altura significativamente distintos desde las primeras semanas del experimento. Para 

optimizar la tasa de elongación se realizó un segundo experimento en el que se 

combinaron los niveles más bajos de sacarosa con diferentes concentraciones de carbón 

activo. Los resultados se muestran en la gráfica 3. 

Figura 13 (cont.). Efecto de la aplicación de TDZ en la multiplicación de Tamarix boveana. El TDZ se aplicó 
tanto en medio sólido (columna izquierda) como en un sistema de doble capa (columna de la derecha): G y H) 

TDZ 0.1 mg l-1; I y J) TDZ 0.5 mg l-1. 
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Así, el único tratamiento que mostró diferencias significativas respecto al resto 

fue el que contenía 30 g l
-1

 de sacarosa y 3 g l
-1

 de carbón activo, al igual que en el 

experimento anterior. El carbón activo empleado a elevada concentración no dio buenos 

resultados, a excepción de lo observado en el primer experimento donde la aplicación de 

6 g l
-1

 de carbón activo con 50 g l
-1

 de sacarosa generó un incremento de altura 

significativamente distinto al obtenido en el control. Los resultados obtenidos sugerirían 

que el CA a esa concentración podría estar adsorbiendo determinadas sustancias 

potencialmente inductoras del crecimiento, como algunos reguladores del crecimiento 

(Pan & Van Staden, 1993; Thomas, 2008). Sin embargo, considerando colectivamente 

los resultados obtenidos en los dos ensayos hemos de concluir que el uso de CA a una 

concentración moderada es esencial a la hora de promover la elongación. En este 

sentido también hay que recordar que se le ha atribuido la capacidad de adsorción de 

moléculas potencialmente inhibidoras del crecimiento, como es el caso de determinados 

compuestos fenólicos (Fridborg et al., 1978). 

Gráfica 2. Efecto de la aplicación de un sistema en doble capa sobre la elongación de 
explantos apicales de Tamarix boveana. Se representa el valor medio (n = 24) + ½ error 
estándar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas (α=0.05) entre 
tratamientos. 
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Además, y como se ha demostrado anteriormente, es necesario optimizar la 

concentración de sacarosa en el medio líquido, ya que los efectos que ésta ejerce varían 

según la especie. Piqueras et al. (1998) observaron en Nicotiana tabacum que el uso de 

altas concentraciones de sacarosa (50 g l
-1

) en el medio líquido favorecía la elongación 

de los brotes debido, probablemente a la reducida tasa de absorción de citoquinina como 

consecuencia del efecto osmótico generado. En nuestro caso no había citoquininas en 

ninguno de los medios. Además, tal y como hemos visto en las tres especies estudiadas, 

el uso de sacarosa a la misma concentración en ambos medios ha aportado incrementos 

en las tasas de elongación, de lo que se deduce que 1) no se han producido cambios de 

potencial osmótico que pudieran estar limitando la tasa de absorción de nutrientes y 2) 

el aumento en la elongación esta favorecido, en nuestro caso, por una mayor absorción 

de nutrientes y/ o agua. En relación a esto último, se ha comprobado también que la 

adición de sacarosa en el medio líquido fue la responsable del incremento en la 

actividad de las invertasas y de la sacarosa sintasa y, en definitiva, de la activación del 

metabolismo de carbohidratos en Nicotiana tabacum (Piqueras et al., 1998).  
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En algunos casos se ha observado, por el contrario, que el uso de sistemas en 

doble capa desencadena efectos adversos como hiperhidratación (Barceló et al., 1999; 

Gaspar et al., 2004), estomas  anormales, depósitos de cera epicuticular anómalos y baja 

capacidad de enraizamiento (De la Viña et al., 2001). Mientras que el crecimiento se ve 

favorecido por la elevada disponibilidad de nutrientes en el medio líquido, la presencia 

de tan elevada cantidad de agua puede provocar, en ocasiones, la aparición de esos 

inconvenientes (De la Viña et al., 2001). 

  

Gráfica 3. Segundo ensayo para estudiar el efecto de un sistema en doble capa sobre la 
elongación de explantos apicales de Tamarix boveana. Se representa el valor medio (n = 24) 
+ ½ error estándar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas (α=0.05) 
entre tratamientos. 
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1.4.3.5. Aclimatación 

 

Fue necesario el uso de una solución fungicida por la aparición masiva de 

hongos durante los primeros días de aclimatación de esta especie (datos no mostrados). 

A pesar de ello, alcanzamos una tasa de supervivencia del 85% tras ocho semanas de 

aclimatación.  

  

Figura 14. Efecto de la composición del medio líquido en un sistema en doble 
capa sobre la elongación de explantos de Tamarix boveana: 

1) Control    2) 10 g l-1 sacarosa 
3) 10 g l-1 sacarosa + 3 g l-1 CA 4) 10 g l-1 sacarosa + 6 g l-1 CA 
5) 30 g l-1 sacarosa   6) 30 g l-1 sacarosa + 3 g l-1 CA 
7) 30 g l-1 sacarosa + 6 g l-1 CA 

1     2      3      4      5     6      7 
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1.5. Conclusiones 

 

1.5.1. Micropropagación de Helianthemum marminorense 
 

1) El protocolo de esterilización consistente en el uso de HgCl2 al 0.2% durante 

10 minutos, etanol al 70% durante 30 segundos y lejía comercial al 15% durante 10 

minutos es eficaz para la obtención de explantos libre de agentes contaminantes.  

Figura 15. Ejemplares de T. boveana tras 1 (arriba) y 3 meses (abajo) de aclimatación.  
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2) El uso sales y vitaminas de WPM es idóneo para el establecimiento de esta 

especie in vitro, además de ofrecer buenos resultados en lo que a crecimiento se refiere  

3) El cultivo sin reguladores es un método de multiplicación efectivo, que 

además evita efectos negativos por la aplicación de reguladores. 

4) El sistema en doble capa favorece la elongación y enraizamiento de la 

especie. El medio sólido contiene sales y vitaminas de WPM, 20 g l
-1

 de sacarosa y 6 g 

l
-1

 de agar. El medio líquido se compone de sales Knop a la mitad de su concentración, 

20 g l
-1

 de sacarosa y 3 g l
-1

 de CA. 

5) Las plántulas se aclimataron con éxito en una mezcla de turba-vermiculita 1:1 

a temperatura, humedad y fotoperiodo controlados en un periodo de seis semanas. 

 

1.5.2. Micropropagación de Astragalus nitidiflorus 
 

1) La aplicación de etanol al 70% durante 1 minuto y lejía comercial al 20% 

durante 20 minutos fue eficaz para la esterilización de semillas. Para la germinación de 

las mismas fue necesaria la escarificación en agua caliente durante 30 minutos. 

2) El uso de sales y vitaminas de MS es idóneo para el establecimiento de esta 

especie in vitro, además de ofrecer buenos resultados en altura y número de hojas por 

explanto. 

3) El cultivo con 0.1 mg l
-1

 de BA ofrece la mejor opción para la multiplicación 

de esta especie, tanto por el número de brotes formados como por la altura de los 

mismos. 

4) El sistema en doble capa es un método que favorece tanto la elongación y 

enraizamiento de la especie como la formación de nuevos brotes. El medio sólido 

contiene sales y vitaminas de MS, 30 g l
-1

 de sacarosa, 6 g l
-1

 de agar y 10 mg l
-1

 de Fe-

sequestrene
®
. El medio líquido se compone de sales Knop a la mitad de su 

concentración, 50 g l
-1

 de sacarosa y 3 g l
-1

 de CA. 

5) Es necesario el uso de un medio de inducción y otro de expresión para 

optimizar el enraizamiento. El medio de inducción contiene sales y vitaminas de MS 

diluidas a la mitad, 30 g l
-1

 de sacarosa, 10 mg l
-1

 de Fe-sequestrene
®
, 6 g l

-1
 de agar y 

0.5 mg l
-1

 de AIA. El medio de expresión tiene los mismos componentes que el de 

inducción menos el AIA que es reemplazado por 0.9 g l
-1

 de CA. 

6) Las plántulas se aclimataron con éxito en una mezcla de turba-vermiculita 1:1 

a temperatura, humedad y fotoperiodo controlados en un periodo de seis semanas. 
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1.5.3. Micropropagación de Tamarix boveana 
 

1) El protocolo de esterilización consistente en el uso de un fungicida (Beltanol-

L) al 0.1% durante 15 minutos, etanol al 70% durante 1 minuto y lejía comercial al 15% 

durante 15 minutos es eficaz para la obtención de explantos libres de microorganismos.  

2) El uso de sales y vitaminas de MS es idóneo para el establecimiento de esta 

especie in vitro, ofreciendo óptimos resultados en altura y número de brotes por 

explanto. 

3) El cultivo en doble capa es un método de multiplicación efectivo tanto para 

optimizar la altura como para la formación de nuevos brotes. El medio sólido debe 

contener sales y vitaminas de MS, 30 g l
-1

 de sacarosa y 6 g l
-1

 de Plant agar. Sales de 

Knop a la mitad de su concentración, 50 g l
-1

 de sacarosa y 0.01 mg l
-1

 de TDZ 

constituyen la combinación adecuada para el medio líquido. 

4) El sistema en doble capa es un método que favorece la elongación y 

enraizamiento de la especie. El medio sólido contiene sales y vitaminas de MS, 30 g l
-1

 

de sacarosa y 6 g l
-1

 de Plant agar. El medio líquido se compone de sales Knop a la 

mitad de su concentración, 30 g l
-1

 de sacarosa y 3 g l
-1

 de CA. 

5) Las plántulas se aclimataron con éxito en una mezcla de turba-vermiculita 1:1 

rociada con una solución de fungicida comercial (Compo) a temperatura, humedad y 

fotoperiodo controlados en un periodo de ocho semanas. 
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2.1 Introducción 

 
Las poliaminas (PA) son compuestos orgánicos de bajo peso molecular que 

intervienen en numerosos procesos de crecimiento, diferenciación y muerte celular tanto 

en organismos procariotas como en eucariotas (Baron & Stasolla, 2008). Su actividad 

biológica diversa se ha atribuido a la naturaleza policatiónica de estas moléculas, 

derivada de la presencia de 2 o más grupos –NH2, que a pH fisiológico pueden mostrar 

carga positiva (Martín-Tanguy, 2001). 

Las PA pueden aparecer en las células en forma libre pero también, y como 

consecuencia de la reactividad derivada de sus cargas eléctricas, unidas a moléculas 

pequeñas como los ácidos fenólicos (originando lo que se conoce como formas 

conjugadas), pero también a macromoléculas como proteínas o incluso a estructuras 

como membranas, pared u orgánulos (formas ligadas) (Martin-Tanguy, 1997). 

Las PA se han relacionado con numerosas facetas del crecimiento y desarrollo 

vegetal entre las que se incluyen la división celular, rizogénesis, embriogénesis, 

senescencia, floración y maduración de frutos, así como con la respuesta de la planta a 

numerosos estreses (Kakkar & Sawhney, 2002). En muchas de estas situaciones se han 

encontrado alteraciones tanto en los niveles celulares de PA (libres y/o conjugadas) 

como en el de las enzimas que las sintetizan (Bouchereau et al., 1999). Además, la 

aplicación exógena de PA estimula el desarrollo en varias plantas superiores, sugiriendo 

así que la concentración endógena de estos compuestos podría limitar el crecimiento 

(Martin-Tanguy & Carre, 1993). 

En plantas las PA más frecuentes son putrescina (Put), espermidina (Spd) y 

espermina (Spm) (Yao et al., 2010). Put es una diamina y puede ser sintetizada en las 

células vegetales por dos vías: a través de la enzima ornitina descarboxilasa (ODC) y de 

la arginina descarboxilasa (ADC) (figura 1). Sin embargo no todas las especies poseen 

ambas vías de síntesis, como ocurre con Arabidopsis thaliana que carece de la ruta de 

ODC (Kusano et al., 2008). Put se convierte en Spd mediante la adición de un grupo 

aminopropilo por la enzima espermidina sintasa, mientras que la adición de un nuevo 

grupo aminopropilo a Spd provoca la formación de Spm, en este caso por la enzima 

espermina sintasa. Todos estos grupos aminopropilo utilizados en la síntesis de PA 

proceden de la descarboxilación de S-adenosilmetionina (AdoMet) por la acción de S-

adenosilmetionina descarboxilasa (SAMdc). Otra PA menos frecuente pero también 
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descrita en diversas especies vegetales es cadaverina (Cad), una diamina sintetizada a 

partir del aminoácido lisina mediante la enzima lisina descarboxilasa (LDC). Esta 

diamina se ha encontrado en varias familias de plantas superiores como Gramineae, 

Poaceae, Solanaceae y, principalmente, en Leguminosae (Ohe et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los niveles endógenos de PA en las células también se ven modulados por rutas 

catabólicas que, en este caso, llevan a cabo las enzimas diamino-oxidasa (DAO) y 

poliamino-oxidasa (PAO). DAO muestra preferencia por las diaminas Put y Cad 

mientras que PAO oxida aminas de mayor peso molecular, tales como Spd y Spm 

(Moschou et al., 2008). DAO es una enzima que contiene cobre y cataliza la oxidación 

de Put a 4-aminobutanal, que es posteriormente convertido en ácido γ–aminobutírico 

Figura 1: Ruta anabólica (arriba) y catabólica (abajo) de PA. Las flechas verdes 
indican las rutas en plantas, mientras que las azules y rojas indican las rutas en 
bacterias y animales, respectivamente (extraído de Kusano et al., 2008). 
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(GABA) con producción neta de NH3 y H2O2. En cuanto a PAO, existen dos tipos: las 

que llevan a cabo la desaminación de Spd y Spm, generando 4-aminobutanal y (3-

aminopropil)-4-aminobutanal, respectivamente, junto con 1,3-diaminopropano y H2O2, 

y las que utilizan la ruta inversa de la biosíntesis, como PAO1 o PAO3 que catalizan la 

conversión de Spm a Spd (Tavladoraki et al., 2006) y de Spm a Put a través de Spd 

(Moschou et al., 2008), respectivamente. 

 

2.1.1. La problemática del enraizamiento in vitro 
 

El enraizamiento constituye una etapa clave en cualquier protocolo de 

micropropagación. De hecho, muchas especies no logran enraizar o lo hacen en muy 

bajo porcentaje en condiciones in vitro, lo que amenaza seriamente el éxito de dicho 

protocolo y, en conjunto, puede perjudicar gravemente la aplicación de las técnicas de 

conservación in vitro (Benson, 2000). Por todo ello, el proceso de enraizamiento 

adventicio constituye un reto a superar en un gran número de especies leñosas de interés 

económico (Neves et al., 2002).  

Un logro significativo en el estudio del enraizamiento adventicio lo constituyó la 

identificación de una serie de fases morfológica y fisiológicamente relacionadas entre 

sí: inducción, iniciación y expresión (Gaspar et al., 1997). Básicamente, en la fase de 

inducción se produce un incremento en la concentración endógena de auxina libre; 

mientras que en la de iniciación se detecta ya división y diferenciación celular 

acompañadas de una disminución en la concentración de auxinas. Finalmente, la fase de 

expresión se caracteriza por la aparición y crecimiento del primordio radicular y está 

asociada a un nuevo aumento en la concentración de auxina libre (Heloir et al., 1996). 

El proceso global de enraizamiento trae consigo cambios no sólo en los niveles 

de auxinas, sino en el de enzimas como peroxidasas y de otros reguladores de 

crecimiento como las poliaminas (Gaspar et al., 1997).  

 

2.1.2. Poliaminas y enraizamiento 
 

Como ya hemos indicado, las PA han sido relacionadas con numerosos procesos 

de crecimiento y desarrollo vegetal, entre los que se encuentra la rizogénesis. Los 

efectos de estos compuestos descritos hasta el momento  en el crecimiento de raíces 

incluyen desde la estimulación del crecimiento de la raíz principal a las raíces 
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adventicias y/o formación de raíces laterales (Couée et al., 2004; Yao et al., 2010). En 

numerosas especies leñosas se ha observado, por ejemplo, una correlación positiva entre 

la acumulación de PA y la inducción del enraizamiento adventicio (Baraldi et al., 1995; 

Biondi et al., 1990; Hausman et al., 1995; Heloir et al., 1996), sugiriendo de esta forma 

el posible uso de estas moléculas como marcadores del proceso de enraizamiento 

(Neves et al., 2002). No obstante, esto no es siempre así y en otros casos se ha 

registrado un descenso en el nivel de PA, particularmente Put, asociado a un incremento 

en las tasas de enraizamiento (Baraldi et al., 1995). 

Son varias las especies en las que se ha visto que el crecimiento de raíces 

mejoraba tras la aplicación exógena de PA. Tal es el caso de Pinus virginia (Mill.) 

(Tang & Newton, 2005) en el que la adición de Put, Spd y Spm 0.001 mM mejoraba la 

tasa de enraizamiento y promovía la elongación de las raíces. De la misma forma, la 

adición de agmatina y tiramina 0.06 mM, de Put 0.12 mM o de Spd 0.25 mM supuso un 

incremento en la longitud radicular y en el número de raíces por plántula en uva 

(Martin-Tanguy & Carre, 1993). La aplicación de Put, Spd o Spm a concentraciones 

entre 10 y 100 µM a microplantas de Nothofagus nervosa también mejoró la rizogénesis 

in vitro (Martínez-Pastur et al., 2007).  

 

2.2. Objetivos 

 

El objetivo de este capítulo es profundizar en el conocimiento del enraizamiento 

in vitro de plantas describiendo los cambios temporales que se producen en la 

concentración endógena de las distintas fracciones fisiológicas de poliaminas a lo largo 

de dicho proceso. 

 

2.3. Materiales y métodos 

 

2.3.1 Material vegetal y reactivos químicos 

 
Los explantos de H. marminorense se obtuvieron por propagación in vitro 

mediante subcultivos realizados cada 5-7 semanas en medio WPM (Lloyd & McCown, 

1981) suplementado con sacarosa al 2% y Plant agar al 0.7% (Duchefa) durante tres 

años. Los explantos de T. boveana se subcultivaron en intervalos de 8-10 semanas 

durante 1 año y medio en medio MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado con 
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sacarosa al 3% y Plant agar al 0.7%. En ambos casos el pH se ajustó a 5.8 antes de 

autoclavar a 121ºC durante 20 min.  

Con el fin de intentar dilucidar el papel de las PA en el enraizamiento hemos 

empleado diferentes inhibidores de enzimas implicados en su metabolismo: 

metilglioxal-bis-(guanilhidrazona) (MGBG), inhibidor de S-adenosilmetionina 

descarboxilasa (Williams-Ashman & Schenone, 1972), aminoguanidina (AG), inhibidor 

de diamino oxidasa (Schuler, 1952; citado en Schayer et al., 1954) y 

difluorometilornitina (DFMO), inhibidor de ornitina descarboxilasa (Metcalf et al., 

1987). Los inhibidores se esterilizaron por filtración (tamaño de poro del filtro: 0.22 

µm) y se añadieron al medio de cultivo tras el autoclavado de éste en un rango de 

concentración entre 0.5 y 2 mM. Los cultivos se mantuvieron a 25±2ºC con un 

fotoperiodo de 16-h bajo intensidad lumínica de 42 µmol m
-2

 s
-1

. En el caso de H. 

marminorense los explantos consistieron en segmentos apicales con dos nudos y en T. 

boveana en segmentos apicales de 1.5-2 cm. Para todos los ensayos se colocaron dos 

explantos por tubo. 

 

2.3.2 Extracción y análisis de PA 
 

Las diferentes fracciones de PA (libres, conjugadas y ligadas) se extrajeron de 

las porciones basales del tallo (0.5 cm desde la zona de corte) y del tejido radicular 

(cuando ya fue evidente a partir del día 10) a lo largo de un periodo de 13 días de 

cultivo en el medio correspondiente. Cada muestra contenía 8-10 segmentos de porción 

de tallo basal o de tejido radicular y se realizaron cuatro réplicas por tratamiento y día 

de muestreo.  

La extracción de las diferentes fracciones de PA de los tejidos vegetales se 

realizó según el método de Sharma y Rajam (1995). Las muestras de tejido (4-10 mg de 

en el caso de las porciones basales de los tallos y 1-5 mg en el caso de raíces, en todos 

los casos peso seco) se homogeneizaron en 1 ml de ácido perclórico (APC) al 5% que 

contenía 1,6-hexanodiamina 0.025 mM como patrón interno y se mantuvieron durante 1 

hora en un baño de hielo. Posteriormente se centrifugaron a 15000 × g durante 20 min y 

se separaron precipitado y sobrenadante que fueron utilizados independientemente. El 

sobrenadante se usó directamente para la determinación de la fracción libre de PA y 

para la hidrólisis de la conjugada (o fracción soluble en APC), mientras que el 
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precipitado se utilizó para la hidrólisis y posterior determinación de la fracción ligada (o 

insoluble en APC) de PA. 

Para la hidrólisis de la fracción conjugada se mezclaron 150 µl del sobrenadante 

con el mismo volumen de HCl 12N y se mantuvo a 110º C durante 16-18 h en tubos de 

vidrio cerrados. Tras la hidrólisis ácida se abrieron los tubos para permitir la 

evaporación del HCl a la misma temperatura y el residuo, conteniendo tanto las 

poliaminas libres como las conjugadas, se resuspendió en 150 µl de APC al 5%. 

Para la extracción de PA ligadas el precipitado obtenido anteriormente se lavó 

con APC 5% un total de cuatro veces para eliminar los restos de PA libres y conjugadas. 

Las PA ligadas presentes en el precipitado se extrajeron entonces con 1 ml de NaOH 1 

N y agitación vigorosa en un vórtex durante 1 minuto. La mezcla se centrifugó a 15000 

× g durante 20 min y el sobrenadante, que incluye las PA ligadas, se sometió a hidrólisis 

ácida en las mismas condiciones descritas anteriormente. 

Para poder cuantificar las diferentes fracciones de PA extraídas procedimos a 

realizar una reacción de derivación de las mismas consistente en tomar 100 µl del 

sobrenadante final de cada fracción y neutralizarlo con un volumen suficiente (20-40 µl) 

de una disolución de carbonato sódico saturado hasta obtener un pH lo más cercano 

posible a 7.0. Posteriormente se añadieron 200 µl de tampón borato 1 M pH 7.7. La 

mezcla se agitó unos segundos y se adicionaron 200 µl de 9-fluorenilmetilcloroformiato 

(FMOC) 3 mM en acetona, reactivo que proporciona la fluorescencia a las poliaminas. 

La mezcla se volvió a agitar durante 30 segundos y se dejó reposar un minuto. A 

continuación se añadieron 200 µl de 1-adamantanamina 40 mM en acetona:agua (3:1) 

para retirar el exceso de FMOC que no hubiera reaccionado, se agitó durante 15 

segundos y dejamos reposar la mezcla un minuto, procediendo a filtrarla a través de 

filtros de 0.45 µm antes de su análisis. 

La separación de las PA se realizó mediante HPLC con un detector de 

fluorescencia (longitud de onda de excitación de 260 nm y de emisión 325 nm). Las 

muestras se eluyeron en una columna de fase reversa C-18 (4.6×250 mm, tamaño de 

partícula 5 µm) con una fase móvil constituida por acetonitrilo:ácido acético (100 mM, 

pH 4.4) con un gradiente de 50% a 95% de acetonitrilo durante 60 min a un flujo 

constante de 1 ml min
-1

. Las PA presentes en los extractos vegetales se identificaron a 

partir de la comparación de sus tiempos de retención con el de PA comerciales (Sigma-

Aldrich Ltd.) y se cuantificaron por el método del patrón interno. 
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2.4 Resultados y discusión 

 

2.4.1. Análisis del perfil de poliaminas durante el enraizamiento 

 
Como comentamos en la introducción, el enraizamiento transcurre a través de 

una fase de inducción, iniciación y expresión, cada una de ellas caracterizadas por 

diferentes aspectos moleculares y morfológicos. Para el presente estudio hemos 

seleccionado dos especies: Helianthemum marminorense y Tamarix boveana ya que 

ambas han mostrado una considerable facilidad para el enraizamiento in vitro si bien 

muestran una pauta morfogenética distinta: Tamarix desarrolla una raíz principal de la 

que posteriormente se originan raíces secundarias, mientras que Helianthemum 

desarrolla varias raíces de forma simultánea (de 4 a 7). Hemos definido, además, un 

periodo de 13 días para el estudio durante el cual se tomaron muestras los días 0, 3, 5, 7, 

10 y 13. En las dos especies escogidas parece claro que la fase de expresión comenzaría 

en el día 7, momento en el que ya son visibles las primeras raíces. Hasta el día 7, por 

tanto, extrajimos y analizamos las PA presentes en la porción basal de los explantos (0.5 

cm desde la base) y a partir del día 10 pudimos analizar por separado tanto las secciones 

basales del tallo como las raíces en formación. 

En primer lugar describimos la concentración total de PA y su distribución en las 

distintas fracciones fisiológicas indicadas (libres, conjugadas y ligadas), a lo largo del 

periodo en estudio y en las dos especies seleccionadas. Estos resultados se muestran en 

la gráfica 1. Detectamos PA en las tres fracciones en ambas especies, si bien mostraron 

un patrón muy distinto. Durante la primera fase del enraizamiento (cuando aun no son 

visibles las raíces) predominó la fracción ligada tanto en Helianthemum como en 

Tamarix, aunque la concentración fue mucho más elevada en Tamarix. En esta última 

especie la fracción ligada volvió a ser muy relevante durante la fase de expresión o de 

morfogénesis de raíces, mientras que en Helianthemum se hizo prácticamente 

indetectable, pasando a ser la fracción libre la predominante. 

Las principales diferencias en el perfil de PA se observaron en los primeros días 

(gráfica 1). Mientras que en Tamarix los niveles totales aumentaron un 90% en el día 3 

(gráfica 1B), en Helianthemum disminuyeron un 14% con respecto a los detectados al 

inicio del experimento (día 0) (gráfica 1A). Se ha descrito que el final de la fase de 

inducción se caracteriza por un aumento en el pool de PA (Arena et al., 2003; Martínez-
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Pastur et al., 2007; Tonon et al., 2001), lo que, a tenor del perfil de PA observado nos 

permitiría sugerir que en Tamarix la fase de inducción se prolongaría hasta el día 3. En 

el caso de Helianthemum resulta más difícil definir la frontera entre inducción y 

expresión juzgando exclusivamente la evolución de PA. No obstante, hay que tener en 

cuenta que en los trabajos citados anteriormente solo se analizó la fracción libre de PA 

(Arena et al., 2003; Martínez-Pastur et al., 2007; Tonon et al., 2001). 

Después del día 3 se inicia en ambas especies una importante disminución en el 

contenido total de PA que podría caracterizar la fase de iniciación de las raíces (días 3-

7), ya que como ya hemos dicho anteriormente, los primeros explantos enraizados 

aparecieron en el día 7 en ambos casos.  
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Gráfica 1: Distribución del contenido total de PA durante el enraizamiento de 
Helianthemum marminorense (A) y Tamarix boveana (B). Los valores por encima del eje 
horizontal corresponden a la concentración de PA en la porción basal del tallo mientras 
que los de la parte inferior corresponden a la concentración en raíces. La columna 
correspondiente al día 7 representa los explantos que en ese día aún no mostraban 
raíces, mientras que la del día 7r incluye los explantos en los que sí son visualmente 
distinguibles las raíces. 

A 

B 
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En el día 7 se analizaron por separado tanto los explantos no enraizados (7) 

como aquellos que sí lo habían hecho (7r), aunque en este último caso aún no era 

posible separar la porción basal del tallo de las raíces y, por tanto, analizamos 

igualmente todo el explanto en conjunto. Cuando las raíces son ya visibles se registró en 

las dos especies una drástica reducción en los niveles totales de PA que alcanzaron los 

valores más bajos de todo el periodo estudiado (gráfica 1). Es destacable la práctica 

inexistencia de las fracciones conjugada y ligada en explantos enraizados de H. 

marminorense. De la misma forma, los niveles detectados en explantos enraizados de T. 

boveana en el día 7 fueron más bajos que los detectados en los que no habían enraizado, 

especialmente por lo que respecta a la fracción ligada, y desapareciendo además la 

conjugada. Así, la fase de expresión, que comenzó en ambas especies a partir del día 7, 

se caracterizó por el menor contenido en PA de todo el periodo estudiado, hecho que 

coincide con lo observado en especies como Fraxinus angustifolia (Tonon et al., 2001) 

y Vigna radiata (Nag et al., 2001). Una vez más hay que tener en cuenta que en estos 

casos referenciados solo se cuantificó la fracción libre. 

Los cambios en PA observados a partir del día 10 fueron similares entre ambas 

especies. En general, los niveles detectados en raíces fueron superiores a los de las 

partes basales de tallo, contrariamente a lo observado en alcachofa (Le Guen-Le Saos & 

Hourmant, 2001). Además, tanto en tallos como en raíces los niveles de PA descienden 

entre los días 10 y 13. Sin embargo, sí se observan diferencias en la distribución de PA 

entre fracciones, siendo casi inexistente, como ya se ha dicho, la fracción ligada en 

Helianthemum. 

 

2.4.1.1 Poliaminas libres 

 

Una vez que la descripción del contenido total de PA nos reveló diferencias a lo 

largo del enraizamiento pasamos a analizar la evolución de las PA individuales en el 

proceso. En la gráfica 2 se muestran los resultados relativos a la fracción libre. 
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Gráfica 2: Distribución de putrescina (Put), cadaverina (Cad), espermidina (Spd) y espermina 
(Spm) libre durante el enraizamiento de Helianthemum marminorense (A) y Tamarix boveana 
(B). Los valores por encima del eje horizontal corresponden a la concentración de PA en la 
porción basal del tallo, mientras que los de la parte inferior, que deben ser leídos en valor 
absoluto, corresponden a los niveles en raíces. Las barras representan la media ± EE (n = 4). Los 
asteriscos representan diferencias significativas para cada PA con respecto al nivel detectado en 
el día 0 según la prueba T (α = 0.05).  
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En porciones basales de tallo de Helianthemum la PA mayoritaria en la fracción 

libre fue Spd. Tanto Spd como Put aumentaron progresivamente hasta el día 7 

estabilizándose a partir de ese momento. Cad no siempre fue detectada y cuando la 

encontramos apareció en niveles que estaban bordeando el límite de detección del 

equipo, mientras que Spm mantuvo igualmente una concentración muy baja, en los 

periodos en que pudo ser detectada, y prácticamente invariable, aunque con una 

tendencia a disminuir, a lo largo del periodo en estudio (gráfica 2A). La concentración 

más alta de Spd se registró en el día 7 y fue 4,5 veces superior a la concentración al 

inicio del experimento (día 0). Aunque son varios los trabajos (Torrigiani et al., 

1989,1991; Geneve & Kester, 1991; citados en Ballester et al., 1999) donde se ha 

registrado un aumento conjunto de Put y Spd, en la mayoría de ellos no se dio la 

presencia mayoritaria de Spd que hemos encontrado en Helianthemum. Así, Hausman et 

al. (1995a) observaron que la inducción del enraizamiento en chopo iba acompañada de 

un aumento de Put muy por encima de los niveles de Spd y Spm. Incluso, la aplicación 

de Spd provocó la inhibición del enraizamiento de los explantos. Sin embargo, en otros 

casos como Nothofagus nervosa sí se ha descrito un predominio de Spd libre de casi tres 

veces su concentración sobre la de Put y Spm (Martinez-Pastur et al., 2007) y 

apareciendo como la poliamina libre mayoritaria durante todo el proceso de 

enraizamiento, coincidiendo con nuestros resultados.  A partir del momento en que ya 

aparecieron las raíces de manera evidente, hay que destacar que las raíces se 

convirtieron en el órgano donde se concentraron los mayores niveles de PA, siendo en 

este caso Put la forma mayoritaria encontrada, lo que coincide con los resultados 

obtenidos en alcachofa (Le Guen-Le Saos, 2001).  

En Tamarix boveana el perfil de PA encontrado fue distinto (gráfica 2B). La PA 

mayoritaria encontrada en porciones basales de tallo fue en esta especie Put, con una 

tendencia a disminuir durante la fase de inducción que duró hasta el día 7, momento en 

el que su nivel se estabilizó. No obstante, las variaciones más importantes en PA  

durante las fases de inducción e iniciación afectaron tanto a Spd como a Spm. El mayor 

incremento de Spd se registró en el día 3 que aumentó 2,3 veces con respecto a la 

concentración en el día 0. A partir de ese día los niveles fueron disminuyendo hasta 

estabilizarse en el día de aparición de las raíces. Mientras tanto, en los días 3 y 5 se 

registraron concentraciones de Spm 3,2 y 2,8 veces superiores a las detectadas en el día 

0. Contrariamente a lo observado en Helianthemum, la PA mayoritaria en las raíces 

recientemente formadas de Tamarix fue Spd. 
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En Pringlea antiscorbutica (Hummel et al., 2002) también se registró un 

aumento de Spd y Spm libres que estaba positivamente relacionado con el crecimiento 

de la raíz principal. Una evolución similar a la descrita en las raíces de Tamarix fue 

encontrada por Couée et al. (2004) en guisante, tomate y maíz, donde la concentración 

de Put aumentaba conforme elongaba la raíz, mientras que Spd y Spm se mostraban más 

abundantes cerca de los ápices radiculares. El hecho de que la PA mayoritaria en las 

raíces de Tamarix sea Spd podría correlacionarse con el hecho de que esta especie 

desarrolla gran cantidad de raíces secundarias.  

 

 2.4.1.2 Poliaminas conjugadas 

 

Por lo que respecta a la fracción conjugada conviene destacar en primer lugar 

que en ambas especies la concentración de esta fracción de PA en segmentos basales de 

tallo fue mucho menor que la de la fracción libre. En H .marminorense observamos un 

leve incremento de Put durante los primeros 7 días (gráfica 3A), pasando a ser la PA 

mayoritaria, de la misma forma que Spd también sufrió un pequeño incremento hasta el 

día 5. Cabe destacar la ausencia de PA conjugadas en el día 7 en explantos enraizados. 

En T. boveana (gráfica 3B) se observó un aumento de Put en el día 3, y aunque 

después fue disminuyendo progresivamente, se convirtió en la PA mayoritaria de las 

fases de inducción e inicio del enraizamiento. Por el contrario, Spd fue la mayoritaria en 

la fase de expresión, tanto en tallos como raíces.  
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Gráfica 3: Distribución de putrescina (Put), cadaverina (Cad), espermidina (Spd), espermina 
(Spm) y diaminopropano (Dap) conjugadas durante el enraizamiento de Helianthemum 
marminorense (A) y Tamarix boveana (B). Los valores por encima del eje horizontal 
corresponden a la concentración de PA en la porción basal del tallo, mientras que los de la parte 
inferior, que deben ser leídos en valor absoluto, corresponden a los niveles en raíces. Las barras 
representan la media ± EE (n =4). Los asteriscos representan diferencias significativas para cada 
PA con respecto al nivel detectado en el día 0 según la prueba T (α = 0.05).  
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 2.4.1.3 Poliaminas ligadas 

 
En cuanto a la fracción ligada (gráfica 4) cabe destacar que en ambas especies se 

encontró una alta concentración de Cad, especialmente durante los primeros 5 días del 

proceso, y que se detectó por primera vez 1,3-diaminopropano (Dap), un producto de la 

oxidación de PA. En Helianthemum la PA mayoritaria con gran diferencia fue Cad y a 

partir del día 7 apenas se detectaron PA ligadas. En Tamarix la concentración de Cad 

detectada en el día 3 fue significativamente superior a la cuantificada en el día 0, siendo 

ésta también la PA mayoritaria en esta fracción tanto en tallos como en raíces. 
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Gráfica 4: Distribución de putrescina (Put), cadaverina (Cad), espermidina (Spd), espermina (Spm) y 
diaminopropano (Dap) ligadas durante el enraizamiento de Helianthemum marminorense (A) y 
Tamarix boveana (B). Los valores por encima del eje horizontal corresponden a la concentración de 
PA en la porción basal del tallo, mientras que los de la parte inferior, que deben ser leídos en valor 
absoluto, corresponden a los niveles en raíces. Las barras representan la media ± EE (n =4). Los 
asteriscos representan diferencias significativas para cada PA con respecto al nivel detectado en el día 
0 según la prueba T (α = 0.05).  
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2.4.2. Efecto de la aplicación de inhibidores del metabolismo de 

poliaminas 

 
2.4.2.1. Efectos sobre el enraizamiento 

 

 

Existen diversos métodos para perturbar las rutas de síntesis de PA con el fin de 

estudiar sus funciones fisiológicas y muchas otras características: uso de inhibidores, 

inductores, organismos transgénicos y mutantes o variantes somaclonales (Watson et 

al., 1998). En el presente trabajo hemos utilizado la primera de estas opciones: 

inhibidores de determinados enzimas implicados en el metabolismo de PA. Así hemos 

empleado aminoguanidina (AG), un inhibidor de DAO, enzima que cataliza la 

conversión de Put a GABA; metilglioxal-bisguanilhidrazona (MGBG), un inhibidor de 

SAMdc, enzima implicada en la síntesis de Spd y Spm; y difluorometil-ornitina 

(DFMO), un compuesto que impide la síntesis de Put actuando sobre ODC. Hay 

numerosos datos que avalan el empleo de estos compuestos como herramienta de 

investigación. Por ejemplo, la adición de AG al medio de cultivo afectó negativamente 

al enraizamiento de Fraxinus angustifolia (Tonon et al., 2001) y chopo (Hausman et al., 

1994, 1995a), sugiriendo así el posible papel de Put en el enraizamiento a través de la 

ruta Δ
1
–pirrolina. La adición de MGBG a Phaseolus provocó una reducción en los 

niveles endógenos de Spd y Spm, al tiempo que se producía un aumento en los niveles 

de Put y la inhibición del enraizamiento inducido por ácido indolbutírico (Jarvis et al., 

1985; citado en Pal-Bais y Ravishankar, 2002). MGBG también provocó la inhibición 

del enraizamiento en Vigna radiata (Friedman et al., 1982) y en Arabidopsis (Tassoni et 

al., 2000), en donde provocó un 100% de inhibición, confirmando de nuevo que este 

compuesto se comporta como un análogo de Spd. Por su parte, DFMO ha sido el 

compuesto que ha mostrado mayor variabilidad en sus efectos cuando se aplica 

exógenamente: en chopo apenas influyó en la tasa de enraizamiento (Hausman et al., 

1994); en Pringlea antiscorbutica provocó un aumento en la longitud de las raíces 

primarias (Hummel et al., 2002); en guisante provocó una importante reducción en el 

desarrollo de raíces laterales (Nissen, 1996). Aun así es importante tener en cuenta 

también la concentración del compuesto, si bien en A. thaliana el uso de DFMO 1 mM 

apenas inhibió la formación de raíces, pero a concentraciones más elevadas los efectos 

fueron más drásticos llegando, con una concentración de 20 mM, a sólo un 6.2% del 

enraizamiento registrado en los controles no tratados (Mirza & Bagni, 1991).  



Capítulo 2. Poliaminas y enraizamiento in vitro 

88 
 

En Helianthemum marminorense (tabla 1) la adición de AG inhibió 

completamente el enraizamiento, mientras que con MGBG se produjo una reducción en 

el número de explantos enraizados, alcanzándose un 66.67% a los 13 días frente a un 

85% en ausencia del inhibidor. Por otro lado, con DFMO no se observaron diferencias 

en el porcentaje de enraizamiento respecto al control a los 13 días de tratamiento pero, 

sorprendentemente, aparecieron algunos explantos enraizados en el día 3 (8.33%), no 

observándose nuevos explantos enraizados hasta el día 7.  

 

 

 

Tratamiento Día 7 Día 10 Día 13 

Control 31.25% 82.29% 84.72% 

AG (2 mM) 0% 0% 0% 

MGBG (0.5 mM) 7.14% 60% 66.67% 

DFMO (1 mM) 27.5% 75% 85% 

 

En Tamarix boveana (tabla 2) la presencia de AG también inhibió el 

enraizamiento  si bien, a diferencia de la especie anterior, un 27% de los explantos 

consiguió enraizar a los 13 días. La mayor inhibición en esta especie se produjo con 

MGBG, alcanzando tan solo un 12.5% de explantos enraizados al final del periodo. 

DFMO tampoco produjo en esta especie diferencias significativas respecto al control, 

pero sin embargo, podemos decir que fue algo más efectivo en la inducción de raíces 

que en H. marminorense, puesto que en el día 7 se observó un porcentaje más elevado 

de explantos enraizados que en el control. 

 

 

 

 

Tratamiento Día 7 Día 10 Día 13 

Control 6.66% 47.06% 63.56% 

AG (1 mM) 0% 0% 27.1% 

MGBG (0.5 mM) 0% 6.25% 12.5% 

DFMO (1 mM) 37.5% 50% 57.5% 

 

 
2.4.2.2. Efectos sobre el perfil de poliaminas 

 

2.4.2.2.1 Efecto de aminoguanidina (AG) 

 

La aplicación de AG al medio de cultivo condujo a una reducción en los niveles 

de PA en el caso de Helianthemum (gráfica 5), con ausencia durante casi todo el 

Tabla 1. Efecto de la aplicación de inhibidores del metabolismo de PA sobre el porcentaje de 
enraizamiento en Helianthemum marminorense. 

Tabla 2. Efecto de la aplicación de inhibidores del metabolismo de PA sobre el porcentaje de 
enraizamiento en Tamarix boveana. 
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proceso tanto de PA conjugadas como ligadas. Esta pérdida de PA podría estar 

relacionada con la inhibición del enraizamiento ejercida por este inhibidor. En 

Phaseolus vulgaris se comprobó que una disminución en los niveles de Put, Spd y Spm, 

debido a una reducción en la actividad ADC, condujo a una menor longitud radicular 

(Palavan-Ünsal, 1987; citado en Hummel et al., 2002). En el caso de Tamarix se 

observó un retraso en la aparición del nivel máximo de poliaminas totales, apareciendo 

dicho pico en el día 5 y no en el día 3 como se observó en ausencia del inhibidor 

(gráfica 5). Sin embargo, a partir del día 7, los cambios en los niveles totales son más 

acusados que los detectados en ausencia de inhibidores, disminuyendo en el día 10 y 

aumentando bruscamente en el día 13 debido especialmente a los cambios en la fracción 

ligada. En el caso de la variedad mutante rac (recalcitrante al enraizamiento), la 

ausencia de enraizamiento se ha atribuido a un retraso en la acumulación de Put libre y 

conjugada (Faivre-Rampant et al., 2000). Efectivamente, los autores encontraron que 

mientras que en la variedad silvestre se registraba un aumento de Put durante la primera 

semana (los primeros explantos enraízan a los siete días), en la variedad mutante dicho 

aumento aparecía en la segunda semana de cultivo. De la mismo forma, la inhibición del 

enraizamiento encontrada en Tamarix podría deberse a un retraso en la acumulación de 

PAs, principalmente Put ligada. 
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Gráfica 5: Efecto de AG en la distribución del contenido total de PA durante el enraizamiento de 
Helianthemum marminorense (A) y Tamarix boveana (B). En el inserto de la figura 6A se vuelven 
a presentar los datos correspondientes al contenido total de PA de H. marminorense (arriba) y T. 
boveana (abajo) sin tratar con el inhibidor (gráfica 1 de este capítulo). 
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B 
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En H. marminorense se detectó en el día 3 una concentración de Put libre del 

doble de la detectada en el control. La concentración de Put se estabilizó a partir de ese 

momento hasta volver a aumentar al final del periodo en estudio (gráfica 6A). Spd 

resultó ser la PA mayoritaria. Su concentración aumentó 1,2 veces en el día 3 y 

continuó aumentando a partir del día 7 (gráfica 6A). Esta evolución en ambas 

poliaminas podría sugerir que Put podría estar siendo utilizada en la síntesis de Spd, al 

menos durante los días 3 y 5. La acumulación de Spd en presencia de AG ya ha sido 

descrita con anterioridad (Hausman et al., 1995a; Tonon et al., 2001). Quizá este exceso 

de Spd frente a Put podría estar inhibiendo el enraizamiento o también el hecho de que 

AG inhiba no solo a DAO sino también a PAO (Moschou et al., 2008).  

Sin embargo, en T. boveana la PA mayoritaria en la fracción libre fue Put. En 

este caso se observó un descenso de Put libre en los primeros 7 días, más lento que en 

los explantos no tratados. En el día 3 se registró un aumento en Spd casi dos veces 

superior al detectado en el día 0 pero menor al visto en ausencia de AG y, de la misma 

manera que ocurrió en aquel caso, la tendencia observada a partir de este momento fue 

la de aumentar muy levemente hasta estabilizarse en el día en que las raíces ya eran 

visibles. Ya que AG es el más eficaz de todos los inhibidores empleados en ambas 

especies nos lleva a pensar, como proponen Hausman et al. (1995a) y Nag et al. (2001), 

que los productos derivados de la oxidación de PA (GABA y H2O2) podrían ser 

cruciales en el enraizamiento de ambas, tal y como ya se ha descrito en soja (Su et al., 

2006). 

 En ambas especies se observó un retraso en el pico de Spm y, en el caso de 

Tamarix también de Cad.  
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Gráfica 6: Efecto de AG en la distribución de putrescina (Put), cadaverina (Cad), espermidina (Spd) y 
espermina (Spm) libre durante el enraizamiento de Helianthemum marminorense (A) y Tamarix 
boveana (B). Los insertos recuperan los resultados obtenidos para cada especie en esta fracción sin 
inhibidor (gráfica 2 de este capítulo). Las barras representan la media ± EE (n = 4). Los asteriscos 
representan diferencias significativas para cada PA con respecto al nivel detectado en el día 0 según la 
prueba T (α = 0.05).  
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En la fracción conjugada de Helianthemum es destacable la ausencia de Cad 

durante la fase de inducción, que sí aparecía en el control, y de Spd hasta el día 13, 

siendo Spm la PA mayoritaria en esta fracción. La ausencia de Spd conjugada coincide 

con el aumento que habíamos detectado en la fracción libre de esta PA. Put conjugada 

se acumuló en el día 3, se igualó al tratamiento control en el día 5 y apareció en menor 

concentración a partir del día 7. Además, no se detectó Spm en la inducción. 

 En T. boveana la PA mayoritaria fue Put, aunque no sufrió variaciones 

importantes con respecto al control, a excepción del aumento registrado en el día 5. Los 

niveles de Spd solo se acumularon en el día 5, llegando incluso a desaparecer en el día 

10. El nivel de Spm en los días 3 y 5 fue 2,8 y 3,1 veces superior al detectado en el 

control, respectivamente, y a partir de aquí fue disminuyendo también. Es interesante 

destacar que los aumentos y descensos de Spm conjugada siguen la pauta contraria a lo 

observado para la fracción libre de esta PA. 

 La aplicación de AG no solo afecta a la oxidación de PA, y por tanto a los 

niveles de PA libres, sino que afecta también a los niveles de PA conjugadas. La 

inhibición del enraizamiento de estas especies mediante el uso de AG conlleva una 

reducción en el nivel de PA conjugadas, de forma contraria a lo descrito en otros 

trabajos (Burtin et al., 1990). 
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Gráfica 7. Efecto de AG en la distribución de putrescina (Put), cadaverina (Cad), espermidina 
(Spd) y espermina (Spm) conjugada durante el enraizamiento de Helianthemum marminorense 
(A) y Tamarix boveana (B). Los insertos representan los resultados obtenidos en cada especie 
para esta fracción sin inhibidor (gráfica 3 de este capítulo). Las barras representan la media ± 
EE (n = 4). Los asteriscos representan diferencias significativas para cada PA con respecto al 
nivel detectado en el día 0 según la prueba T (α = 0.05).  
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 En H. marminorense apenas se detectaron PA ligadas, lo que justifica las 

grandes diferencias observadas en el contenido total de PA en presencia de AG respecto 

al control en los primeros días (gráfica 8). Cad disminuyó considerablemente y de esta 

forma, Dap pasó a ser la PA mayoritaria de la fracción ligada. Por otro lado, las 

variaciones en PA ligadas con AG respecto al tratamiento control fueron mucho más 

acusadas en T. boveana, detectándose una disminución en la concentración de Cad y la 

aparición de Dap con mayor frecuencia aunque con niveles mas bajos en general. 

Además, Put experimentó aumentos significativos en los días 5 y 13. 
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Gráfica 8. Efecto de AG en la distribución de putrescina (Put), cadaverina (Cad), espermidina (Spd), 
espermina (Spm) y diaminopropano (Dap) ligada durante el enraizamiento de Helianthemum 
marminorense (A) y Tamarix boveana (B). Los insertos recuperan los resultados obtenidos en cada 
especie para esta fracción sin inhibidor (gráfica 4 de este capítulo). Las barras representan la media ± 
EE (n = 4). Los asteriscos representan diferencias significativas para cada PA con respecto al nivel 
detectado en el día 0 según la prueba T (α = 0.05). 
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2.4.2.2.2 Efecto de metilglioxal-bisguanilhidrazona (MGBG) 

 

 La aplicación de MGBG, un inhibidor no específico de S-adenosilmetionina 

descarboxilasa (Watson et al., 1998), apenas influyó en los niveles de PA detectados en 

Helianthemum, que resultaron muy parecidos a los obtenidos en ausencia de este 

inhibidor (gráfica 9A), que hemos de recordar que tampoco generó una diferencia 

significativa en el porcentaje de enraizamiento, salvo a los 7 días (tabla 1). La única 

diferencia encontrada en los niveles de PA totales en ese día es la presencia de PA 

ligadas, fracción que en ese día ya había desparecido en los controles. 

Dado que el porcentaje de enraizamiento en presencia de este inhibidor a los 10 

días resultó más elevado que el esperado (tabla 1), nos decidimos por evaluar en ese día 

tanto los tallos no enraizados como los enraizados (gráfica 9A). Es de destacar, en este 

sentido, que el contenido en PA ligadas tanto de tejido radicular como de tallo en 

explantos enraizados en el día 10 fue muy superior al detectado en ausencia de dicho 

inhibidor, lo que nos llevaría a sugerir que la fracción ligada de PA podría jugar un 

papel relevante en las fases de inducción-iniciación, pero no tanto en la de expresión, al 

menos en lo que se refiere a esta especie. 

En el caso de Tamarix, la aplicación de MGBG condujo a una importante 

reducción en el nivel de PA a lo largo de todo el proceso de enraizamiento excepto en el 

día 10 de muestreo, donde se observó un gran aumento de la fracción ligada (gráfica 

9B). En esta especie, MGBG provocó una disminución significativa del porcentaje de 

enraizamiento (tabla 2), que podría ser explicada por la ausencia de la fracción ligada 

durante los primeros días del periodo de enraizamiento, coincidentes con las fases de 

inducción-iniciación. La reducción en el nivel de PA tras la adición de este inhibidor 

concuerda con lo observado por Hummel et al. (2002) en Pringlea antiscorbutica, en 

cuyo caso se observó además una gran reducción en la tasa de crecimiento de la raíz 

principal.  
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Gráfica 9. Efecto de MGBG en la distribución del contenido total de PA durante el enraizamiento 
de Helianthemum marminorense (A) y Tamarix boveana (B). En la gráfica 9A, los valores por 
encima del eje corresponden a los niveles de PA en los segmentos basales de tallo, mientras que 
los de la parte inferior, que deben ser leídos en valor absoluto, corresponden a los niveles en 
raíces. En el inserto se recuperan los valores encontrados en las dos especies sin la presencia del 
inhibidor (gráfica 1 de este capítulo). 
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Por lo que respecta a la fracción libre (gráfica 10), la aplicación de MGBG 

supuso un aumento de Put libre en Helianthemum 4,1 y 0,9 veces superior al registrado 

en el tratamiento control en los días 5 y 7, dejando de ser Spd la PA más abundante 

como sucedió en el control a lo largo de todo el periodo estudiado. Sin embargo, y de 

forma sorprendente, Spd experimentó un leve aumento con respecto al control a lo largo 

de todo el periodo estudiado, siendo superior (71%) el aumento detectado en el día 5. 

Por el contrario, Spm desapareció tanto en tallos como en raíces, coincidiendo con lo 

observado por Hummel et al. (2002) en P. antiscorbutica.  

En Tamarix la PA mayoritaria fue Spd, seguida muy de cerca por Put. Los 

mayores cambios se observaron en los niveles de Cad, ya que no se detectó esta diamina 

el día 3 y a partir del día 5 los niveles comenzaron a aumentar, acumulándose de forma 

significativa en el día 7. En el día 5 se detectó además un descenso en la concentración 

de Put. Es de destacar también, la ausencia de Spm libre durante los días 3 y 5 y la 

acumulación en el día 10, de la misma manera que se observó un descenso de Spd en el 

día 7. 
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Gráfica 10. Efecto de MGBG en la distribución de putrescina (Put), cadaverina (Cad), espermidina (Spd) y espermina (Spm) libre 
durante el enraizamiento de Helianthemum marminorense (A) y Tamarix boveana (B). En la gráfica 10A los valores por encima del 
eje corresponden a los niveles de PA en los segmentos basales de tallo, mientras que los de la parte inferior, que deben ser leídos en 
valor absoluto, corresponden a los niveles en raíces. En los insertos se recuperan los valores encontrados en las dos especies para 
esta fracción sin la presencia del inhibidor (gráfica 2 de este capítulo). Las barras representan la media ± EE (n = 4). Los asteriscos 
representan diferencias significativas para cada PA con respecto al nivel detectado en el día 0 según la prueba T (α = 0,05).  
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Así pues, en ambas especies es destacable el hecho de que contrariamente a lo 

esperado, el efecto de MGBG sobre los niveles de Spd y Spm no ha sido especialmente 

acusado, con la excepción comentada de la ausencia de Spm en Tamarix los días 3 y 5 y 

del descenso de Spd en el día 7. Hay que recordar que las diferencias en el porcentaje de 

enraizamiento respecto al control fueron mucho más importantes en Tamarix que en 

Helianthemum (tablas 1 y 2), lo que nos llevaría a sugerir la importancia de Spm para la 

inducción del enraizamiento en Tamarix. En el caso de Helianthemum puede que la 

concentración del inhibidor no sea la necesaria, pues ya se ha postulado (Dias et al., 

2009) sobre el hecho de que la inhibición de la biosíntesis de PA resulte dependiente de 

la especie. La síntesis de SAMdc se inhibe por la presencia de Spd pero aumenta en 

respuesta a elevados niveles de Put (Buchanan et al., 2000; citado en Dias et al., 2009), 

lo que explicaría el aumento de Spd libre en Helianthemum. 

Como ya hemos comentado, el tratamiento con MGBG no inhibió la formación 

de Spd y/o Spm de forma clara tal y como cabría esperar a partir de la acción del 

inhibidor. Sin embargo, sí detectamos cambios importantes en la fracción conjugada 

respecto al control en Helianthemum. Así, aunque la concentración de PA conjugadas 

fue muy baja en relación con el resto de fracciones, observamos ausencia de Spd y Spm 

a lo largo de todo el estudio con la excepción de los explantos que sí enraizaron el día 

10, y siendo Put la PA mayoritaria en esta fracción. A ello habría que añadir la ausencia 

de Spd y Spm y la presencia de Cad en raíces. Sin embargo, en Tamarix no se vieron 

diferencias muy acusadas respecto al control, aunque sí habría que destacar la 

acumulación de Spd en el día 5, la ausencia de Cad durante la inducción y la de Spm en 

los días 5 y 7. De nuevo Spm aparece en muy baja concentración durante la inducción, 

lo que nos lleva a pensar en la importancia de esta PA para la inducción del 

enraizamiento. Put y Spd fueron las PA mayoritarias en esta fracción, aunque la primera 

fue algo superior.  
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Gráfica 11. Efecto de MGBG en la distribución de putrescina (Put), cadaverina (Cad), espermidina (Spd) y 
espermina (Spm) conjugadas durante el enraizamiento de Helianthemum marminorense (A) y Tamarix boveana 
(B). En la gráfica 11A la parte superior del eje corresponde a los niveles de PA en segmentos basales de tallo 
mientras que la parte inferior corresponde a los niveles (leídos en valor absoluto) en raíces. Los insertos 
recuperan los valores encontrados en las dos especies para esta fracción sin la presencia del inhibidor (gráfica 3 
de este capítulo). Las barras representan la media ± EE (n = 4). Los asteriscos representan diferencias 
significativas para cada PA con respecto al nivel detectado en el día 0 según la prueba T (α = 0.05).  
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Finalmente, la presencia de MGBG también desencadenó algunas diferencias en 

la fracción ligada (gráfica 12). En Helianthemum cabe destacar que Cad fue la PA 

mayoritaria en dicha fracción aunque experimentó una leve disminución en el día 3, 

desapareciendo completamente a partir del día 5 y acumulándose de nuevo en explantos 

ya enraizados tanto en tallos como, sobre todo, en raíces. También es destacable el 

elevado contenido en Dap registrado en presencia de este inhibidor con respecto al 

tratamiento control, y la alta concentración de Put desde el día 5 hasta el 10 en el caso 

de los explantos no enraizados, contrastando en este último caso con su ausencia en los 

explantos que sí presentaban raíces. 

 En Tamarix la PA mayoritaria fue también Cad, aunque es de destacar 

su.ausencia durante la inducción, así como la de Spd y de Dap. La concentración de Cad 

aumentó a partir del día 7, en especial en el día 10, aumento que estuvo acompañado por 

un incremento de Put.  

 En general podemos ver que MGBG ha sido algo más efectivo sobre Tamarix ya 

que los niveles de Spm son mucho más bajos que en control, lo que resultó 

especialmente destacable durante la fase de inducción. También habría que señalar la 

gran reducción de Put, Dap y Cad durante esa fase (inducción), si bien la ausencia de 

esta última PA se observa también para Helianthemum. Además, la ausencia de Put en 

la inducción también se observó en el tratamiento con DFMO en Tamarix (ver apartado 

siguiente) y la ausencia de Dap en los tratamientos con AG y DFMO, de lo que se 

deduce que éstas PA no son esenciales para inducir la formación de raíces.  

Ya comentamos anteriormente que MGBG no es un inhibidor específico de 

SAMDC sino que puede reprimir también a ADC (Watson et al., 1998; Hummel et al., 

2002; Kakkar & Kaur-Sawhney, 2002) e incluso inhibir a PAO (Watson et al., 1998), 

con lo que la ausencia de especificidad supone un problema a la hora de interpretar los 

resultados. La falta de efectividad de MGBG reduciendo de manera completa los 

niveles de Spd y Spm, como hubiera sido de esperar, puede deberse tanto a la falta de 

especificidad ya mencionada como al hecho de que cuando SAMdc es limitante, tanto 

homoserina como ácido aspártico pueden servir de precursores alternativos para la 

biosíntesis de Spd y Spm (Dias et al., 2009). 
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Gráfica 12. Efecto de MGBG en la distribución de putrescina (Put), cadaverina (Cad), espermidina (Spd), 
espermina (Spm) y diaminopropano (Dap) ligadas durante el enraizamiento de Helianthemum marminorense (A) 
y Tamarix boveana (B). En la gráfica 12A, la parte superior del eje corresponde a los niveles de PA en segmentos 
basales de tallo mientras que la parte inferior corresponde a los niveles (que deben ser leídos en valor absoluto) 
en raíces. Los insertos recuperan los datos correspondientes a esta fracción en las dos especies sin inhibidor 
(gráfica 4 de este capítulo). Las barras representan la media ± EE (n = 4). Los asteriscos representan diferencias 
significativas para cada PA con respecto al nivel detectado en el día 0 según la prueba T (α = 0.05).  
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2.4.2.2.3 Efecto de difluorometilornitina (DFMO) 

 

El último de los inhibidores ensayados fue DFMO, un inhibidor específico de 

ornitina descarboxlasa (ODC), que es una de las actividades enzimáticas que genera 

putrescina en las células. En este caso, y como consecuencia de limitaciones en las 

existencias del inhibidor, se analizaron PA en la fase de inducción (3-5 días) y luego a 

los 13 días, cuando se observó en la mayoría de los tratamientos que ya habían salido 

las raíces. En general hemos de decir que el efecto de este compuesto resultó bastante 

variable. Mientras que en Helianthemum no se inhibió el proceso de enraizamiento, el 

porcentaje de explantos enraizados en T. boveana fue ligeramente menor respecto al 

control al disminuir casi un 10% (tablas 1 y 2). Así pues, de entre los tres inhibidores 

estudiados fue el que menos diferencias en el porcentaje de enraizamiento produjo. Sin 

embargo, sí se observaron marcadas diferencias en los niveles totales de PA en ambas 

especies (gráfica 13). 

En el caso de Helianthemum, los niveles totales de PA detectados fueron 

sorprendentemente muy superiores a los de los controles sin inhibidor, siendo la 

fracción ligada la mayoritaria. Esto indica que a pesar de que el DFMO es un inhibidor 

de la síntesis de putrescina, no se produce el efecto esperado, quizás porque la 

inhibición de ornitina descarboxilasa inducida por DFMO pueda provocar la 

estimulación de la vía de la arginina descarboxilasa (ADC) para la síntesis de 

putrescina. Esta posibilidad requiere ser investigada de manera concreta, ya que hasta 

donde sabemos, este es el primer trabajo que existe con esta especie en cuanto al 

metabolismo de PA se refiere. 
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Gráfica 13. Efecto de DFMO en la distribución del contenido total de PA durante el 
enraizamiento de Helianthemum marminorense (A) y Tamarix boveana (B) tratados con DFMO. 
La parte superior del eje corresponde a los niveles de PA en segmentos basales de tallo mientras 
que la parte inferior corresponde a los niveles en raíces. Los insertos recuperan los datos 
correspondientes a esta misma fracción en cada especie sin inhibidor (gráfica 1). 
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Un incremento en el pool de PA en presencia de DFMO también fue descrito en 

Pringlea antiscorbutica (Hummel et al., 2002) si bien en este trabajo solo analizaron la 

fracción libre. Sin embargo, una tendencia opuesta ocurre en el caso de Tamarix, donde 

sí disminuyeron los niveles totales de PA, demostrando que efectivamente el DFMO 

inhibe la síntesis de PA, aunque como hemos comentado, y al igual que sucede con 

Helianthemum, las variaciones en los niveles totales no se tradujeron en grandes 

cambios en el porcentaje de enraizamiento con respecto al control. 

En la gráfica 14 se muestran los resultados obtenidos en relación a los efectos de 

DFMO sobre la fracción libre de PA. En Helianthemum aparecieron diferencias 

significativas en los niveles de PA individuales (gráfica 14A). De hecho, se registró 

mayor cantidad de Put libre en presencia de DFMO durante los primeros cinco días que 

en el control, siendo ésta la PA mayoritaria, mientras que los niveles de Spd fueron 

inferiores. Esto parece indicar que, o bien se está metabolizando Spd a Put (Moschou et 

al., 2008; Dias et al., 2009), o bien que la producción de Put está teniendo lugar vía 

arginina descarboxilasa (ADC), como ya se ha visto en otros trabajos (Tiburcio et al., 

1987, 1989). Los niveles de PA en raíces, esencialmente Put y Spd, si fueron muy 

inferiores a los detectados en ausencia de DFMO.  

En T. boveana Put también fue la PA mayoritaria en la fracción libre (gráfica 

14B). En general, los niveles de PA libres no decrecieron con respecto al control, ya que 

por ejemplo, la concentración de Put libre encontrada en el día 13 fue muy superior, así 

como también Spm. Por otro lado, se registró un descenso en Spd libre respecto al 

control en los días 3 y 5, desapareciendo posteriormente y volviendo a aparecer en el día 

13. Si se vio un descenso acusado en el nivel de Put y Spd libre en raíces. También hay 

que resaltar la ausencia de Cad libre durante todo el periodo.  
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Gráfica 14. Efecto de DFMO en la distribución de putrescina (Put), cadaverina (Cad), espermidina (Spd) y 
espermina (Spm) libre durante el enraizamiento de Helianthemum marminorense (A) y Tamarix boveana 
(B). La parte superior del eje corresponde a los niveles de PA en segmentos basales de tallo mientras que 
la parte inferior corresponde a los niveles (que deben ser leídos en valor absoluto) en raíces. Los insertos 
recuperan los datos obtenidos para esta misma fracción en las dos especies sin inhibidor (gráfica 2). Las 
barras representan la media ± EE (n = 4). Los asteriscos representan diferencias significativas para cada 
PA con respecto al nivel detectado en el día 0 según la prueba T (α = 0.05).  
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En general podemos ver que la cantidad de Put fue superior a la de Spd, de 

forma contraria a lo que ocurre en el control. Se cree que la inhibición de la actividad 

ODC por DFMO podría causar la activación de la ruta ADC (Aribaud et al., 1999), 

generando así un aumento general en el pool de PA (Hummel et al., 2002). Sin 

embargo, hay trabajos que atribuyen a la ornitina descarboxilasa un papel activo en 

procesos como la inducción floral, diferenciación sexual, formación de callos o el 

enraizamiento, mientras que la arginina descarboxilasa estaría más implicada en 

procesos de desarrollo vegetativo (Faivre-Rampant et al, 2000). En Tiburcio et al. 

(1989) se atribuye a la actividad ADC un papel principal en la biosíntesis de PA durante 

la diferenciación. 

En la fracción conjugada hay que subrayar que tanto en Helianthemum como en 

Tamarix los niveles de Put detectados fueron menores que los de Put libre, a pesar de 

que éstos fueran significativamente distintos a los observados en el día 0 (gráfica 15). 

Además, la concentración de Put conjugada fue superior a la detectada en el control, 

especialmente en la inducción, con aumentos de 3,1 y 1,7 veces en Helianthemum y de 

0,3 y 1,6 en Tamarix en los días 3 y 5,  siendo ésta la PA mayoritaria en ambas especies. 

También en ambas los niveles de Put y Spd conjugada encontrados en raíces fueron 

menores que los detectados en el control. Le Guen-Le Saos & Hourmant (2001) 

defienden que los elevados niveles de Put libre detectados en raíces podrían derivar de 

la liberación de Put de sus conjugados. Durante la inducción de Tamarix, además, los 

niveles de Spd conjugada en tallos fueron superiores a los del control. Finalmente, y por 

lo que respecta a Spm, en Helianthemum se detectó la presencia de esta tetraamina en el 

día 3, a diferencia de lo visto en el control, mientras que en Tamarix desapareció en 

dicho día y casi triplicó su concentración en el día 5. . 

En la fracción ligada (gráfica 16) de Helianthemum no se detectó Cad cuando los 

explantos se trataron con DFMO, como sí sucedió en el control, mientras que se 

observó una gran concentración de Dap a partir del día 3, siendo ésta la PA mayoritaria 

en este caso. Las diferencias fueron mucho más acusadas en Tamarix, donde se observó 

una disminución drástica en el contenido de poliaminas de esta fracción respecto a lo 

detectado en el control, siendo Put la PA mayoritaria, aunque sufrió un descenso muy 

acusado, especialmente en el día 3 (concentración 20 veces inferior a la del control). Lo 

mismo ocurrió con Cad, siendo el descenso mucho más drástico para esta diamina (52 y 

57 veces inferior en los días 3 y 5) y Dap ligado desapareció durante todo el proceso. 
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Gráfica 15. Efecto de DFMO en la distribución de putrescina (Put), cadaverina (Cad), espermidina (Spd) y 
espermina (Spm) conjugada durante el enraizamiento de Helianthemum marminorense (A) y Tamarix boveana 
(B). La parte superior del eje corresponde a los niveles de PA en segmentos basales de tallo mientras que la 
parte inferior corresponde a los niveles (que deben ser leídos en valor absoluto) en raíces. Los insertos 
recuperan los datos obtenidos para esta misma fracción en las dos especies sin inhibidor (gráfica 3 de este 
capítulo). Las barras representan la media ± EE (n = 4). Los asteriscos representan diferencias significativas 
para cada PA con respecto al nivel detectado en el día 0 según la prueba T (α = 0.05).  
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Gráfica 16. Efecto de DMFO en la distribución de putrescina (Put), cadaverina (Cad), espermidina (Spd), espermina 
(Spm) y diaminopropano (Dap) ligado durante el enraizamiento de Helianthemum marminorense (A) y Tamarix 
boveana (B). La parte superior del eje corresponde a los niveles de PA en segmentos basales de tallo mientras que 
la parte inferior corresponde a los niveles (que deben ser leídos en valor absoluto) en raíces. Los insertos 
recuperan los datos correspondientes a esta misma fracción en las dos especies estudiadas sin inhibidor (gráfica 4 
de este capítulo). Las barras representan la media ± EE (n = 4). Los asteriscos representan diferencias significativas 
para cada PA con respecto al nivel detectado en el día 0 según la prueba T (α = 0.05).  
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En resumen, el proceso de enraizamiento en las dos especies estudiadas conlleva 

cambios en los niveles de PA, viéndose afectados dichos niveles tras el uso de 

inhibidores. En plántulas control (en ausencia de inhibidores) de ambas especies la 

fracción predominante fue la ligada (sobre todo en los primeros días), así como en los 

tratamientos con inhibidores, a excepción del uso de AG en Helianthemum y DFMO en 

Tamarix, donde la fracción libre fue la predominante. Sin embargo, el uso de MGBG en 

Tamarix supuso también una mayor presencia de la fracción libre durante todos los días 

del periodo, a excepción del día 10. Lo que nos indica que la fracción ligada parece 

jugar un papel importante en el enraizamiento de Helianthemum pero que la misma no 

lo es en el caso de Tamarix, ya que las tasas de enraizamiento obtenidas tras el uso de 

DFMO y MGBG son muy dispares.  

El día en que ya son visibles las raíces en ambas especies se caracteriza por un 

nivel muy bajo de PA. Además, las raíces mostraron mayor concentración de PA que 

los tallos, concentración que se mostró tremendamente afectada por el uso de 

inhibidores.  

La PA mayoritaria en los tallos de ambas especies fue Cad, debido 

esencialmente a la gran concentración detectada en la fracción ligada, sin embargo, ésta 

no parece ser determinante en el enraizamiento. Mientras que en el control de 

Helianthemum se detectaron niveles muy elevados en los primeros 5 días, ésta 

desapareció tanto en presencia de AG como de DFMO, siendo completamente 

contrarios los efectos de ambos compuestos en lo que a porcentaje de enraizamiento se 

refiere. En Tamarix tampoco parece tener esta diamina un papel relevante. Sus niveles 

aumentaron al final del periodo en presencia de AG y MGBG, junto con un bajo 

porcentaje de explantos enraizados en ese momento, sin embargo, fue prácticamente 

indetectable en presencia de DFMO durante todo el proceso, habiéndose encontrado en 

este caso mayor número de explantos enraizados. 

Si atendemos a cada una de las fracciones por separado, Spd y Put fueron los 

compuestos predominantes en las fracciones libre y conjugada de Helianthemum, 

respectivamente, mientras que en Tamarix predominó Put. Debido a la adición de 

inhibidores los niveles de PA se vieron afectados y, en consecuencia, Put apareció de 

forma mayoritaria en la fracción libre de Helianthemum por el uso de DFMO y Spm 

pasó a ser la PA predominante en la fracción conjugada tras el uso de AG. En el caso de 

Tamarix Spd predominó en la fracción libre tras el tratamiento con MGBG.  
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Las raíces, como se ha dicho anteriormente, mostraron elevadas concentraciones 

de PA, siendo Put mayoritaria en las fracciones libre y ligada de raíces de 

Helianthemum y Spd en la fracción conjugada. La PA predominante en las raíces de 

Tamarix fue Spd, tanto en la fracción libre como en la conjugada, mientras que Cad 

apareció como mayoritaria en la fracción ligada. La aplicación de DFMO al cultivo 

supuso que Put fuera mayoritaria en las raíces de Tamarix. 

De forma contraria a lo descrito en otras especies (Gaspar et al., 1997; Hausman 

et al., 1994, 1995a, 1995b; Tiburcio et al., 1989; Tonon et al., 2001) Put no puede 

considerarse un marcador del enraizamiento en Helianthemum, ya que los niveles de Put 

detectados en el momento de aparecer las raíces son incluso superiores a los registrados 

con anterioridad. En el caso de Tamarix, aunque los niveles detectados en la fase de 

inducción e inicio son superiores a los encontrados al comienzo de la fase de expresión, 

los niveles de Put encontrados en los tratamientos con inhibidores rechazaría también 

esta posibilidad. Aunque las concentraciones con MGBG no se corresponden con las del 

control, sí que se asemejan a las detectadas con DFMO y, sin embargo, los porcentajes 

de enraizamiento son muy superiores en el último caso. Por otro lado, los niveles 

encontrados en presencia de AG indican un retraso en los niveles detectados en la fase 

de inducción del control y, como ya se ha comentado, este podría ser la causa principal 

de inhibición.  

Pudiera ser que el enraizamiento estuviera relacionado con una fracción de PA 

en particular más que con el contenido total. Se ha visto en algunos trabajos no solo la 

importancia de la fracción libre, sino también el papel de las PA conjugadas en procesos 

de diferenciación y desarrollo (Martin-Tanguy & Carre, 1993). Si nos centramos en las 

fracciones libre y conjugada de los tallos vemos que, mientras que en el control de 

Helianthemum, Spd y Put son las PA mayoritarias, Spd y Spm son claramente 

predominantes en el tratamiento con AG. Los elevados niveles de Spd libre se 

tradujeron en la ausencia de esta PA en la fracción conjugada durante casi todo el 

proceso, de lo que se desprende que, o bien se produce una movilización de Spd 

conjugada a Spd libre en presencia de AG, o bien que AG inhibe también a PAO 

provocando la acumulación de Spd libre. En este último caso se estaría inhibiendo 

también la conjugación de PA, más concretamente Spd. Además no se detectó Cad 

conjugada en los primeros 5 días, a diferencia del control. 

En Tamarix, Put fue mayoritaria en la fracción libre del control y en los 

tratamientos con AG y DFMO y Spd en el tratamiento con MGBG. También Put 
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predominó en la fracción conjugada tanto del control como de los tratamientos con 

inhibidores.  

El catabolismo de PA, o los productos derivados de ella, parecen jugar un papel 

importante en el enraizamiento, ya que AG fue el más eficaz de los inhibidores 

empleados. Sin embargo, serían necesarias más pruebas para poder aceptar esta 

hipótesis.  

A tenor de los resultados obtenidos en ambas especies con DFMO podríamos 

pensar que la enzima ODC no es la principal responsable de la síntesis de Put, aunque 

es necesario experimentos adicionales para comprobar esta hipótesis. ADC es la enzima 

implicada en la biosíntesis de Put en otras especies como Pringlea antiscorbutica 

(Hummel et al., 2002), Arabidopsis thaliana (Watson et al., 1998) y uva (Martin-

Tanguy & Carre, 1993). Por otro lado, es poco probable que la concentración de DFMO 

empleada no fuese suficiente para inhibir el enraizamiento. En Pringlea se observó que 

una concentración de 2 mM fue suficiente para provocar algún efecto biológico y en 

otros trabajos se han descrito efectos del DFMO sobre el crecimiento y desarrollo a 

concentraciones inferiores a 2 mM (Martin-Tanguy & Carre, 1993). Además, otro hecho 

que parece apoyar el que sea ADC la principal responsable de la síntesis de Put en 

Helianthemum y Tamarix es la reducción en los niveles de esta diamina en presencia de 

MGBG, inhibidor que podría inhibir a ADC (Hiatt & Malmberg, 1988).  

 

2.6. Conclusiones 

 

1. Durante el proceso de enraizamiento la fracción ligada fue mayoritaria en ambas 

especies, sin embargo, a tenor de los resultados obtenidos tras el empleo de 

inhibidores de PAs, esta fracción parece ser indicadora de dicho proceso solo en 

el caso de Helianthemum. 

2. El crecimiento de las raíces “demanda” altos niveles de PA en comparación con 

las zonas basales del tallo. 

3. El predominio de una fracción de PA u otra es dependiente de la especie. Así, en 

Tamarix predomina la fracción ligada durante la morfogénesis radicular, 

mientras que en Helianthemum esta fracción desaparece a favor de las libres. 
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4. La PA mayoritaria en ambas especies fue Cad, debido principalmente a una 

elevada presencia de la forma ligada. Sin embargo, ésta no puede ser 

considerada marcador del proceso de enraizamiento. 

5. Los efectos observados en el enraizamiento en presencia de los inhibidores del 

metabolismo de PA fueron dependientes de la especie. 

6. De los tres inhibidores ensayados (aminoguanidina, metilglioxal-bis-

guanilhidrazona y difluorometilornitina), el único que resultó eficaz inhibiendo 

completamente el enraizamiento en Heliamthemum durante el periodo de tiempo 

analizado fue aminoguanidina, un inhibidor de la oxidación de PA. 

7. Aminoguanidina también inhibió eficazmente el enraizamiento en Tamarix, pero 

al final del periodo estudiado se observaron ya explantos enraizados, indicando 

que de alguna manera esas plantas habían conseguido superar o eliminar el 

efecto del inhibidor. 

8. El catabolismo de PA y los productos derivados de este, parecen jugar un papel 

importante en el enraizamiento, a juzgar por los resultados obtenidos con los 

inhibidores. 

9. Tanto en Helianthemum como en Tamarix, la inducción/iniciación de raíces 

parece ser dependiente de espermina principalmente libre. 
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3.1. Introducción 

 
La crioconservación o criopreservación consiste en la conservación de material 

biológico en estado viable a la temperatura del nitrógeno líquido (-196ºC). En estas 

condiciones todos los procesos metabólicos y la mayoría de los procesos físicos que 

pueden ocurrir en las células se detienen (González-Benito et al., 2004; Panis & 

Lambardi, 2005), lo que la convierte en la única técnica que hoy día nos permite hablar 

de una conservación segura de material vivo por tiempo indefinido. 

La crioconservación como herramienta de conservación ha sido integrada dentro 

de las estrategias de conservación ex situ (Touchell et al., 2002a), proporcionando de 

esta manera un método adecuado de almacenamiento a largo plazo de recursos 

fitogenéticos que, en muchos casos, no podrían ser conservados mediante técnicas 

convencionales (Benson, 1999). 

El tipo de material (explanto) que es objeto de crioconservación depende de la 

especie y de las razones por las que va a ser conservado (Reed, 2008). Así, la 

crioconservación se ha aplicado con éxito en semillas (Cho et al., 2002; Dussert et al., 

1998; Pérez-García & González Benito, 2008), ejes embrionarios (González-Benito & 

Pérez, 1992; Kim et al., 2002; Malik & Chaudhurry, 2006), embriones somáticos 

(Jekkel et al., 2002; Suranthran et al., 2012), suspensiones celulares (Dumet et al., 1994; 

Wang et al., 2002b), brotes apicales (González-Benito et al., 1997; Mallón et al., 2008; 

Turner et al., 2001a) y polen (Quat & Daniel, 2000). Por otro lado, el tipo específico de 

procedimiento de crioconservación empleado dependerá también del tipo de explanto y, 

en el caso de material cultivado in vitro, de la disponibilidad de un sistema de cultivo in 

vitro eficiente y repetible (Wilkinson et al., 2003). 

A continuación describiremos brevemente las principales técnicas disponibles 

para llevar a cabo la crioconservación: 

 

3.1.1. Técnicas clásicas 

 

 Se basan en lo que se conoce como enfriamiento lento o enfriamiento 

convencional, que consiste en enfriar de manera progresiva los explantos dentro de una 

solución crioprotectora mediante la utilización de un criostato programable. Durante 

esta reducción gradual de temperatura las células se deshidratan progresivamente debido 
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a la pérdida del agua que se destina a la formación de hielo extracelular. La velocidad 

de enfriamiento óptima para asegurar el nivel apropiado de deshidratación con el 

objetivo de poder criopreservar células vegetales suele ser de 0.5-2ºC min
-1

 hasta 

alcanzar una temperatura intermedia de -30 ó -40ºC, a partir de la cual se introducen ya 

en nitrógeno líquido (González-Arnao et al., 2008). Este método ha resultado útil para 

especies que se adaptan al frío pero no ha dado niveles aceptables de supervivencia con 

otras, sobre todo con las especies tropicales (Towill, 2002). Con esta técnica se han 

crioconservado principalmente suspensiones celulares y callos (Cyr, 2000), además de 

ápices (Ryynänen & Aronen, 2005b; Reed & Uchendo, 2008, citado en Engelmann, 

2011). 

 

3.1.2 Nuevas técnicas 

 

En la actualidad las técnicas de crioconservación buscan directa o 

indirectamente conseguir la vitrificación de las células, un proceso en el que, a 

diferencia del caso anterior, la deshidratación celular tiene que ocurrir con anterioridad 

a la exposición del explanto a la temperatura de congelación. La deshidratación se 

puede conseguir mediante el empleo de soluciones crioprotectoras altamente 

concentradas y/o por desecación por aire (Engelmann, 2011). Estas técnicas ofrecen una 

alternativa a la congelación tradicional, cuyo principal riesgo para la integridad de las 

células es la formación de hielo, minimizando así los posibles daños celulares causados 

por el mismo. Usualmente la congelación tiene lugar por inmersión directa en NL, de 

forma que no se requiere un sistema de congelación especial, lo cual es sin duda 

también una ventaja. 

 

3.1.2.1 Precultivo 

 

Consiste en el cultivo del explanto deseado en un medio con una concentración 

elevada de sacarosa (u otro compuesto osmóticamente activo) durante un periodo de 

tiempo variable (horas o incluso días). Aunque no se conoce el mecanismo exacto por el 

que esta técnica aumenta la supervivencia tras la congelación, se supone que el cultivo 

en las condiciones indicadas reduce el contenido en agua y aumenta el contenido 

endógeno de azúcares (Towill, 2002), que actúan protegiendo a las membranas de los 

procesos de desecación que son inherentes a los protocolos de crioconservación. 
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Algunos autores han encontrado que polialcoholes derivados de azúcares (como sorbitol 

o manitol) aportan mejores beneficios en este sentido que los propios azúcares (Turner 

et al., 2001a, 2001b). Esta técnica ha sido aplicada en banana (Panis et al., 1996). 

 

3.1.2.2 Desecación 

 

Consiste en la deshidratación de los explantos mediante aire, que puede proceder 

de una cabina de flujo laminar o, de forma más precisa y reproducible, de un flujo de 

aire comprimido estéril o previamente deshidratado mediante gel de sílice (Engelmann, 

2004). Seguidamente los explantos son congelados rápidamente mediante inmersión 

directa en NL. Esta técnica se usa principalmente para crioconservar embriones 

somáticos o ejes embrionarios extraídos directamente de la semilla (Shimonishi et al., 

2000), por ejemplo, en el caso de semillas recalcitrantes (Normah & Makeen, 2008; 

citado en Reed, 2011). 

 

3.1.2.3 Precultivo-desecación 

 

Combinación de las dos anteriores, en este caso los explantos son tratados con 

crioprotectores y después deshidratados en la cabina de flujo laminar o con gel de sílice. 

La velocidad de congelación debe ser rápida. Con esta técnica se han crioconservado 

segmentos de tallo de espárrago (Uragami et al., 1990) y cultivos poliembriónicos de 

palma (Dumet et al., 2000) 

 

3.1.2.4 Vitrificación 

 

El término vitrificación hace referencia al proceso físico que ocurre cuando una 

solución altamente concentrada se enfría a muy bajas temperaturas alcanzando entonces 

un estado vítreo metaestable, en lugar de cristalizar en forma de hielo y convertirse en 

sólido (Fahy et al., 1984). Actualmente es una de las técnicas más utilizadas y que 

mejores resultados ha proporcionado en la crioconservación de especies vegetales en los 

últimos diez años. 

 También conocida como vitrificación completa (Panis et al., 2001), esta técnica 

se basa en el uso de una solución vitrificante formada por una combinación de 

compuestos crioprotectores a elevada concentración, como por ejemplo la PVS2 (Plant 
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Vitrification Solution 2), descrita en 1990 por Sakai et al. (1990) y una de las más 

utilizadas. Esta solución sobreenfría a -100ºC y adquiere el estado vítreo metaestable a -

115ºC. En esta opción es frecuente también la inclusión de una fase de precultivo así 

como de tratamiento con solución de carga (SC), todo ello para tratar de incrementar la 

tolerancia del tejido a la deshidratación, antes de aplicar la solución vitrificante, con la 

que se persigue deshidratar suficientemente los tejidos de manera que se concentren los 

componentes permeables y otros contenidos citoplasmáticos en el interior celular. Como 

consecuencia de esta alta concentración intracelular, al enfriar bruscamente los tejidos 

estos se vitrifican en lugar de solidificar bajo la forma de cristales de hielo. Con esta 

técnica se han crioconservado suspensiones celulares (Sakai et al., 1990; Tsukazaki et 

al., 2000), ápices (Takagi et al., 1997; Turner et al., 2001a, 2001b) y embriones 

zigóticos (Ishikawa et al., 1997). En la figura 1 se esquematiza un protocolo completo 

de vitrificación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.2.5 Vitrificación en gota 

 

Es una versión de la vitrificación en la que el explanto se vitrifica en una gota de 

solución vitrificante (PVS2 o similar) dispuesta sobre una tira de papel aluminio. Al 

Figura 1. Representación esquemática de un protocolo de vitrificación (Sakai et al., 2008). 
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sumergir el conjunto en el NL se consigue que la transferencia de temperatura sea 

mucho más rápida por la presencia del metal y por tanto la velocidad de enfriamiento 

resulta más eficaz para conseguir la vitrificación. Se ha utilizado para la crionservación 

de ápices y meristemos (Panis et al., 2005; Halmagyi & Pinker, 2006, Marco-Medina et 

al., 2010a). 

 

3.1.2.6 Encapsulación-deshidratación 

 

Se basa en la tecnología desarrollada para la producción de semillas artificiales. 

Se trata de encapsular a los explantos en cápsulas de alginato y someterlos 

posteriormente a concentraciones crecientes de sacarosa. Posteriormente las cápsulas 

son desecadas parcialmente en una cabina de flujo laminar o mediante el uso de gel de 

sílice hasta un contenido de agua aproximado del 20%. En este caso la congelación debe 

ser también rápida. Se han conseguido buenos resultados en ápices (González Arnao et 

al., 1998; Reed et al., 2006), suspensiones celulares (Shibli et al., 2001) y embriones 

somáticos (Fang et al., 2004). 

 

3.1.2.7 Encapsulación-vitrificación 

 

 Esta técnica deriva de la combinación de las técnicas de encapsulación-

deshidratación y vitrificación. Tras encapsular a los explantos éstos son sometidos a 

deshidratación mediante inmersión en una solución vitrificante y rápidamente 

congelados. Se ha aplicado con éxito en la crioconservación de lirio (Matsumoto et al., 

1996), patata (Hirai & Sakai, 1999a) y wasabi (Matsumoto et al., 1995).  

 

En el presente capítulo describimos los resultados obtenidos en el desarrollo de 

protocolos de criopreservación basados en la técnica de vitrificación para Astragalus 

nitidiflorus y Tamarix boveana. Como se va a crioconservar material cultivado in vitro, 

es esencial el desarrollo previo del protocolo de micropropagación completo de la 

especie a conservar. En cualquier método de vitrificación, los meristemos deben estar lo 

suficientemente deshidratados para ser capaces de vitrificar cuando son rápidamente 

sumergidos en nitrógeno líquido. Así, la clave para un crioconservación exitosa 

mediante vitrificación es la de valorar la tolerancia de los explantos que van a ser 

crioconservados a la deshidratación inducida por la solución de vitrificación. En muchos 
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casos que los tejidos adquieran cierta tolerancia a las soluciones de vitrificación requiere 

la optimización de las fases de acondicionamiento y/o osmotolerancia de los tejidos 

(Charoensub et al., 2004; Matsumoto, 2002; Vidal et al., 2005; Wang et al., 2002a). 

 

3.2. Objetivos 

 
El objetivo de este capítulo es el desarrollo de un protocolo de crioconservación 

para Astragalus nitidiflorus y otro para Tamarix boveana, a fin de poder constituir a 

partir de ellos una estrategia de conservación a largo plazo para las especies citadas. 

 

3.3 Material y métodos 

 

3.3.1. Crioconservación de Astragalus nitidiflorus 
 

3.3.1.1. Material empleado 

 

Meristemos (1-1.5 mm de longitud) procedentes de explantos apicales crecidos 

en medio con sales y vitaminas de MS, sacarosa 0.09 M, 7 g l
-1

 Plant agar y 10 mg l
-1

 de 

Sequestrene® mantenidos durante 4 semanas a una intensidad luminosa de 42 µmoles s
-

1 
m

-2
 y fotoperiodo de 16 h a 25 ± 2ºC.  

 

3.3.1.2. Precultivo 

 

Se cortaron los meristemos y se cultivaron en placas Petri con medio MS 

suplementado con sacarosa 0.09 M, 6 g l
-1

 de Plant agar, 10 mg l
-1

 de Sequestrene® y 

0.1 mg l
-1

 de BA, durante una noche en oscuridad.  

 

3.3.1.3. Osmoprotección con solución de carga (SC) 

 

Al día siguiente se transfirieron los meristemos a crioviales de plástico de 2 ml, 

colocando 10 meristemos por criovial. En primer lugar se trataron con solución de carga 

(SC) consistente en medio MS + 2 M de glicerol + 0.4 M de sacarosa durante 20 

minutos a temperatura ambiente. 
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3.3.1.4. Deshidratación en PVS2 y congelación 

 

Posteriormente fueron deshidratados con solución de vitrificación PVS2, 

consistente en glicerol al 30%, etilenglicol al 15% y dimetilsulfóxido (DMSO) al 15%, 

todo ello en medio MS con sacarosa 0.4 M. En esta solución se mantuvieron durante 

tiempos variables entre 0 y 90 minutos a 0ºC y a continuación se introdujeron 

directamente en nitrógeno líquido (NL), donde permanecieron al menos 1 día.  

 

3.3.1.5. Descongelación, descarga y recuperación 

 

La descongelación se llevó a cabo por inmersión en un baño de agua a 40ºC 

durante 2 minutos. Tras retirar la PVS2 del criovial con ayuda de una micropipeta se 

añadió solución de descarga (SD), consistente en medio MS + sacarosa 1.2 M, y se 

mantuvieron allí durante 10 minutos antes de ser transferidos a un papel de filtro estéril 

colocado sobre medio MS + sacarosa 0.3 M, 6 g l
-1

 Plant agar, 10 mg l
-1

 Sequestrene® y 

0.1 mg l
-1

 BA, manteniéndolos en oscuridad durante 24 horas. Posteriormente se 

pasaron a medio MS + sacarosa 0.09 M + Plant agar 6 g l
-1

 + Sequestrene® 10 mg l
-1

 y 

BA 0.1 mg l
-1

, donde permanecieron otros 6 días en oscuridad hasta ser transferidos a 

luz a 25±2ºC con fotoperiodo de 16h e irradiancia de 49 µmol m
-2

 s
-1

.  

 

3.3.1.6. Uso de un sistema en doble capa post-recuperación 

 

 

Para mejorar la recuperación de los meristemos congelados estos se transfirieron 

a tubos de vidrio (15 × 2.5 cm) con medio MS + sacarosa 0.09 M +Plant agar 6 g l
-1

 y 

Sequestrene® 10 mg l
-1

 tras tres semanas en medio con BA. Dos días después se les 

añadió medio líquido consistente en sales Knop a la mitad de su concentración, 50 g l
-1

 

de sacarosa y 3 g l
-1

 de carbón activo (CA). Este medio líquido se añadió de forma que 

no cubriera al meristemo en su totalidad y fue repuesto de nuevo al comienzo de la 

tercera semana de cultivo.  

 

3.3.1.7. Estimación de la recuperación 
 

A las 3 semanas de permanecer en el medio anterior se recogieron datos de 

crecimiento, estimado como el número de explantos en los que se habían formado hojas 

nuevas. Debido a la presencia de un único meristemo en cada explanto solo se pudieron 
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realizar tres réplicas de este experimento. Cada réplica constaba de 20 meristemos para 

cada uno de los tratamientos, 10 de ellos para la muestra control y otros 10 para la 

muestra a congelar. Los datos se expresan como media (porcentaje) y error estándar.  

 

 

3.3.2. Crioconservación de Tamarix boveana 

 
3.3.2.1. Material empleado 

 

El material utilizado para este experimento corresponde al individuo número 2 

perteneciente a la población de Saladares del Guadalentín. Al comienzo de los 

experimentos el material de este individuo llevaba dos años en condiciones in vitro. En 

todas las pruebas se emplearon explantos con cuatro semanas desde el último subcultivo 

realizado en medio MS con sacarosa 0.09 M, 7 g l
-1

 de Plant agar y mantenidos a una 

intensidad luminosa de 42 µmoles s
-1 

m
-2

 con un fotoperiodo de 16h a 25±2ºC.  

 

3.3.2.2. Pretratamiento y precultivo 

 

Para el precultivo se seccionaron explantos de 0.3-0.5 cm de longitud y se 

sembraron en medios que incluían diferentes concentraciones (0.09, 0.3 y 0.5 M) de 

sacarosa o glicerol (0.4 y 0.8 M) donde permanecieron durante 16 horas hasta que tanto 

los meristemos apicales como los axilares fueron escindidos. También se probó el 

efecto del acondicionamiento en frío (3-5ºC) en condiciones de oscuridad durante una 

semana. En todos los casos los medios de cultivo contenían adicionalmente sales y 

vitaminas de MS y Plant agar 7 g l
-1

.  

 

3.3.2.3. Osmoprotección de los tejidos con una solución vitrificante 

 

Se seccionaron meristemos de 0.5-1 mm de longitud de explantos procedentes o 

no de la etapa de precultivo compuestos por el domo apical más 6 u 8 hojas. Se 

transfirieron los mismos a crioviales de plástico de 2 ml, colocando 10 meristemos por 

criovial, a los que se añadió 1 ml de solución de carga (SC), consistente en medio MS + 

glicerol 2 M + sacarosa 0.4 M durante periodos variables entre 0 y 40 minutos a 

temperatura ambiente.  
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3.3.2.4. Deshidratación en PVS2 

 

A continuación los meristemos fueron deshidratados con solución de 

vitrificación PVS2 (Sakai et al., 1990) en medio MS + sacarosa 0.4 M durante periodos 

variables entre 0 y 90 minutos a 0º C y sumergidos a continuación directamente en 

nitrógeno líquido donde permanecieron al menos un día.  

 

3.3.2.5. Descongelación, descarga y recuperación 

 

La descongelación de los explantos se llevó a cabo en un baño de agua a 40ºC 

durante 2 minutos. Tras retirar la PVS2 y añadir solución de descarga (SD) durante 10 

minutos, los meristemos se transfirieron a un papel de filtro estéril dispuesto sobre 

medio sólido MS + sacarosa 0.3 M donde permanecieron 24 horas en condiciones de 

oscuridad. Entonces se subcultivaron a medio MS sin reguladores donde permanecieron 

otros 4-5 días en las mismas condiciones. Tras ese periodo se transfirieron a 

condiciones de 49 moles m
-2

 s
-1

 de intensidad luminosa y fotoperiodo de 16 h de luz. 

También probamos el efecto de TDZ en la recuperación post-congelación. Las 

concentraciones de TDZ ensayadas fueron 0.005 y 0.01 mg l
-1

, que se adicionaron al 

medio antes de autoclavar. Los meristemos fueron subcultivados a medio fresco con 

concentraciones decrecientes de TDZ cada dos semanas. 

 

3.3.2.6. Uso de un sistema en doble capa post-recuperación 

 

Para mejorar la recuperación de los meristemos congelados se transfirieron los 

mismos a tubos de vidrio (15 × 2.5 cm) con medio MS + sacarosa 0.09M y 6 g l
-1 

Plant 

agar  tras dos semanas en medio sin reguladores. Dos días después se les añadió medio 

líquido consistente en sales de Knop a la mitad de su concentración, sacarosa 0.09M y 3 

g l
-1

 de carbón activo. Como en el caso anterior, el medio líquido fue añadido de forma 

que no cubriera al meristemo en su totalidad y se repuso a intervalos de dos semanas 

hasta que los explantos hubiesen elongado lo suficiente para ser aclimatados. 

 

3.3.2.7. Estimación de la recuperación 

 

Cuatro semanas después de la descongelación se evaluó el crecimiento de los 

meristemos, definido como porcentaje de explantos que habían desarrollado hojas 
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nuevas. Se realizaron 6 réplicas por experimento con 10 meristemos en cada una de 

ellas. Los datos se expresan como media (porcentaje) y error estándar. Para el análisis 

estadístico se aplicó un análisis de varianza (ANOVA) y con el fin de detectar las 

posibles diferencias estadísticas entre tratamientos un test de Duncan (α=0.05). Antes 

del análisis el porcentaje inicial se transformó de la siguiente manera: (y´=arcsin y
1/2

, y= 

porcentaje inicial/100). 

 

3.3.2.8. Datos complementarios 

 

 Las condiciones del cultivo de meristemos en medio sólido eran de 25±2ºC y un 

fotoperiodo de 16 h de luz a 49 µmoles m
-2

 s
-1

, salvo que se indique lo contrario. 

Cuando se transfirieron a tubos se modificó la intensidad luminosa a 42 µmoles m
-2

 s
-1

. 
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3.4 Resultados y discusión 

 

3.4.1. Crioconservación de Astragalus nitidiflorus 
 

3.4.1.1. Efecto del tiempo de deshidratación sobre el crecimiento de los explantos 

 

Un primer inconveniente con el que nos encontramos para desarrollar el 

protocolo de crioconservación de A. nitidiflorus fue la sustancial escasez de material de 

esta especie, lo que nos limitó el número de pruebas que podíamos hacer con este 

material. 

Puesto que el uso de una solución osmoprotectora ha dado muy buenos 

resultados en especies como menta (Hirai & Sakai, 1999b) espárrago (Nishizawa et al., 

1993), taro (Takagi et al., 1997) o wasabi (Matsumoto, 2002), optamos por aplicarla a 

esta especie como paso previo a la deshidratación con PVS2. Durante el tratamiento con 

esta solución las células se deshidratan osmóticamente y se plasmolizan. Además, la 

presencia de esta solución en el espacio periprotoplasmático de las células 

plasmolizadas podría mitigar el estrés mecánico causado por una dehidratación severa 

(Matsumoto et al., 1998). Relacionado con esto se ha sugerido también que la 

plasmolisis podría actuar reduciendo el estrés mecánico sobre la membrana, cuyo origen 

estaría en la deformación de la pared celular durante la congelación extracelular 

(Jitsuyama et al., 1997).  
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Como se deduce del trazo control de la gráfica 2, los meristemos de Astragalus 

muestran una alta tolerancia a la deshidratación por PVS2 ya que exhiben un porcentaje 

de crecimiento similar independientemente del tiempo de exposición (de 15 a 90 min) a 

PVS2 (figura 2a). Ahora bien, la crioprotección efectiva sólo se demostró a partir de 30 

min de exposición a PVS2 con un 60% de supervivencia de los explantos tras la 

congelación en LN (figura 2b). Aumentar el tiempo en PVS2 a 90 min aumentó también 

la crioprotección hasta situarse en torno al 80%. La optimización tanto del tiempo de 

exposición a PVS2 como de la temperatura a la que se aplica es una de las claves para el 

éxito de la técnica. En nuestro caso se ha aplicado dicha solución a 0ºC para minimizar 

los efectos tóxicos ya conocidos de su uso a temperatura ambiente (Matsumoto, 2002; 

Volk et al., 2006) además de que las tasas de recuperación son superiores a baja 

temperatura (Wang et al., 2002a.). Además, el uso de esta solución a 0ºC requiere un 

tiempo más prolongado de exposición para que se produzca la deshidratación, lo que 

permite la manipulación de mayor número de muestras durante el desarrollo del 

Gráfica 2. Curva de crecimiento de los explantos tras la deshidratación con PVS2. Inicialmente 
se aplicó un precultivo con sacarosa 0.09 M y 0.1 mg l-1 de BA en medio sólido durante un día. 
La solución de carga se aplicó durante 20 minutos y ésta fue seguidamente reemplazada por 
PVS2, en la que se mantuvieron los meristemos durante los tiempos indicados a 0ºC. 
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experimento (Wang et al., 2002a). Con el uso de SC durante 20 minutos y PVS2 a 0ºC 

durante 60 minutos se han obtenido muy buenos resultados en esta especie. Además 

existen otros factores que pueden haber jugado un papel crucial en la recuperación post-

congelación y que serán comentados a continuación. 

La obtención de tan elevados porcentajes de crecimiento tras 3 semanas en 

medio de recuperación no hace, en principio, necesaria la implementación de etapas 

adicionales en el protocolo de crioconservación. Sin embargo, sí que observamos la 

muerte de numerosos explantos a partir de las cuatro semanas tras la descongelación, lo 

que nos llevó a plantearnos la optimización de este último paso. Touchell et al. (2002b) 

describieron este mismo problema en sus trabajos con algunas especies australianas 

como Lambertia orbifolia y Conostylis wonganensis. En Gravillea scapigera ocurrió 

este mismo fenómeno y se consiguió solventar añadiendo zeatina al medio de 

recuperación. 

La combinación de reguladores del crecimiento en el medio de recuperación 

puede influir tanto en la supervivencia como en la capacidad de brotación de los 

meristemos. Así, las citoquininas son los reguladores más usados en los medios de 

recuperación con el objetivo de mejorar el crecimiento (Yamada et al., 1991; Lambardi 

et al., 2000; Wang et al. 2003). Aunque en nuestro caso la adición de BA dio buenos 

resultados durante las primeras semanas de cultivo, se han visto diferencias en los 

requerimientos hormonales entre los meristemos control, no sumergidos en nitrógeno 

líquido, y los meristemos congelados. En el caso de Astragalus la aplicación de 0.1 mg 

l
-1

 de BA resultó óptima para la recuperación de meristemos congelados pero no fue 

adecuada para la recuperación de los meristemos control, ya que muchos de ellos 

generaron síntomas de hiperhidratación (datos no mostrados). Estas diferencias en los 

requerimientos hormonales podrían deberse a las diferentes situaciones de estrés a las 

que fueron sometidos (Wang et al., 2003). 

También se ha visto que el momento de aplicación de los reguladores en el 

medio de recuperación puede resultar crítico. En A. viridis el momento clave para la 

introducción de los mismos es la primera semana, mientras que en Gravillea scapigera 

la mayor tasa de regeneración tuvo lugar con la transferencia de los ápices a medio con 

zeatina una semana después de la descongelación (Touchell et al., 2002b). En nuestro 

caso los meristemos se ponen en contacto con BA desde el primer día tras la 

descongelación. Para Towill (1983), la adición de reguladores podría ser necesaria por 
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la rotura en las interacciones celulares del meristemo a causa del daño producido 

durante la congelación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Explantos crioconservados mediante vitrificación y mantenidos en medio de recuperación 
durante tres semanas. A los meristemos se les aplicó solución de carga durante 20 minutos y PVS2 
durante 0 (A), 15 (B), 30 (C), 45 (D), 60 (E) y 90 (F) minutos. 
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Igualmente eficaz, o incluso mejor, resultó la adición de reguladores al medio de cultivo 

previo a la escisión de los meristemos, si bien el número de estudios donde se han 

incorporado reguladores del crecimiento en esta fase previa a la crioconservación es aún 

limitado (Touchell et al., 2002b). En Beta vulgaris la adición de 0.2 mg l
-1

 de quinetina 

al medio de cultivo previo al acondicionamiento en frío mejoró el crecimiento post-

congelación y la calidad de los explantos (Vandenbussche et al., 2000). En G. scapigera 

se observó que la supervivencia post-congelación dependía tanto del tipo como de la 

concentración de citoquinina aplicada en el medio de cultivo antes de la escisión, siendo 

superior la obtenida con bajos niveles de BA (Touchell et al., 2002b). El uso de BA 0.1 

mg l
-1

 nos ha dado también buenos resultados en A. nitidiflorus, aunque el tiempo de 

aplicación fue diferente, siendo de 21 días en el caso de la especie anterior.  

Como se ha visto, los reguladores del crecimiento podrían ser esenciales en el 

medio de cultivo antes de la escisión para obtener óptimas tasas de recuperación post-

congelación. Su presencia en el medio de recuperación podría condicionar, además, el 

porcentaje de crecimiento posterior.  

Con el uso de un sistema en doble capa (DC) conseguimos obtener explantos lo 

suficientemente elongados como para ser transferidos al medio de enraizamiento. Los 

explantos elongaron en una media de 5 semanas. La aplicación de un sistema de doble 

capa en la etapa de elongación, mejora además la capacidad de enraizamiento de los 

brotes (De Klerk, 2002), como ocurrió en algunos de los explantos de A. nitidiflorus tras 

la descongelación.  

Las razones que justifican la mejora en la respuesta morfogenética de los 

explantos a la DC pueden ser varias. La presencia de medio líquido en un sistema como 

éste permite una mejor difusión del sustrato una vez que se produce la rotura de la 

matriz de agar durante el crecimiento del explanto (De Riek et al., 1997). Además, y 

aunque el medio de cultivo sólido utilizado en nuestro caso no contenía reguladores la 

presencia de carbón activo podría haber influido en la eliminación de los restos de BA 

que pudieran quedar en los explantos, puesto que es bien conocida la capacidad de este 

compuesto de adsorber reguladores del crecimiento (Pan & Van Staden, 1998). 
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Figura 2a. Aspecto de explantos control (no congelados) de A. nitidiflorus sometidos a 0 (A), 30 (B), 45 (C) 
y 60 (D) minutos de deshidratación en PVS2, tras ser transferidos a condiciones habituales de crecimiento. 
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Figura 2b. Explantos de A. nitidiflorus crioconservados mediante deshidratación en PVS2 durante 15 (E) y 
45 min (F). Posteriormente fueron introducidos en NL durante 1 día, descongelados y restaurados a 
condiciones de crecimiento durante nueve semanas.  
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3.4.2. Crioconservación de Tamarix boveana 
 

3.4.2.1. Efecto de la deshidratación con PVS2 

 

En el caso de Tamarix boveana, la exposición directa de los meristemos a PVS2 

durante más de 15 minutos produjo una reducción drástica en los porcentajes de 

crecimiento de los mismos (gráfica 3) revelando así una elevada sensibilidad de esta 

especie a dicha solución, contrariamente a lo observado en el caso de Astragalus 

nitidiflorus. Además, la congelación de los meristemos a -196ºC supuso en todos los 

casos la muerte de los mismos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Gráfica 3. Efecto de la duración de exposición a PVS2 en el crecimiento de meristemos 
de Tamarix boveana. Los puntos representan los valores medios y las barras el error 

estándar de la media. 
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3.4.2.2. Efecto de la solución de carga y deshidratación en PVS2 

 

 

Como ya indicamos anteriormente la exposición directa de células y ápices 

sensibles a soluciones vitrificantes muy concentradas puede generar efectos 

perjudiciales (Wang et al., 2002a; Lambert et al., 2009) debido a estrés osmótico y/o 

toxicidad química (Towill & Jarret, 1992). En menta (Volk et al, 2006) se ha 

comprobado que la combinación de glicerol junto con etilenglicol y/o DMSO afecta 

gravemente a la supervivencia de los meristemos. Se observó además que la 

temperatura de aplicación condicionaba la supervivencia, de forma que a 22ºC esas 

combinaciones resultaban ser mucho más dañinas que a 0ºC.  

Como se muestra en la gráfica 4 la solución de carga fue moderadamente 

efectiva a la hora de aumentar las tasas de crecimiento, y en definitiva, de 

supervivencia, en comparación con aquellos meristemos que no fueron tratados. Con el 

objetivo de optimizar el tiempo para la osmoprotección se probó la SC por tiempos 

variables antes de someter a los meristemos al tratamiento de deshidratación. Como 

resultado, la mayor tasa de crecimiento se obtuvo tras 40 minutos de exposición junto 

con 45 minutos de deshidratación con PVS2. 

En el caso de Tamarix, la aplicación de SC fue esencial para obtener 

supervivencia post-congelación, de manera similar a como se ha descrito en cassava 

(Chaeroensub et al., 2004), castaño (Vidal et al., 2005), citrus (Wang et al., 2002a) o 

wasabi (Matsumoto, 2002). Se ha sugerido que el papel de la SC podría ser el de 

permitir la entrada individual de solutos de forma que la deshidratacion posterior en 

presencia de una solución de vitrificación favorecería la vitrificación durante el 

enfriamiento (Pennycooke & Towill, 2001). Sin embargo, se ha comprobado que a 0ºC 

la entrada de glicerol a las células es bastante lenta (Pitt et al., 1997), por lo que los 

efectos beneficiosos de la aplicación de SC estarían más relacionados con el efecto 

protector de la plasmolisis, ya que la acumulación de esta solución en el espacio 

periprotoplasmático de las células plasmolizadas podría mitigar el estrés mecánico 

causado por una deshidratación severa (Sakai, 2004). Además se ha comprobado que la 

presencia de glicerol en la solución de carga es esencial para inducir un alto nivel de 

osmotolerancia/osmoprotección (Hirai & Sakai, 1999b; Matsumoto, 2002; Wang et al., 

2002a; Charoensub et al., 2004), siendo ineficaz la presencia de sacarosa en solitario.  
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Gráfica 4. Efecto de la duración del tratamiento con SC en el crecimiento de meristemos crioconservados. 
Los meristemos se trataron con SC (medio MS + glicerol 2 M + sacarosa 0.4 M) durante 20 (A) ó 40 minutos 
(B) a temperatura ambiente y se deshidrataron en PVS2 a 0ºC durante los tiempos indicados en el eje de 
abscisas antes de ser introducidos en NL. Los puntos representan los valores medios y las barras el error 
estándar de la media. 
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3.4.2.3. Efecto de la inclusión de una etapa de precultivo en el protocolo de 

crioconservación 

 

 

Con el objetivo de mejorar las tasas de crecimiento obtenidas hasta el momento 

nos planteamos ensayar la inclusión en el protocolo de una etapa de precultivo, así 

como variar el tiempo en SC, todo ello combinado a su vez con tres periodos de 

deshidratación en PVS2: 30, 45 y 60 minutos. 

En la gráfica 5 se muestran los resultados obtenidos tras la combinación de 20 

minutos en SC más un precultivo realizado bien en presencia de sacarosa o bien 

abordando un acondicionamiento en frio. Aunque el porcentaje de crecimiento post-

congelación obtenido en el caso del precultivo con sacarosa 0.09 M fue el mayor de 

todos, éste solo fue ligeramente superior a aquel obtenido en ausencia de precultivo (19 

± 4.6 y 17 ± 7.9, respectivamente). Además no se observaron diferencias significativas 

(α=0.05) entre los distintos precultivos para los 20 minutos de aplicación de la solución 

de carga. Al comparar entre tiempos de aplicación de PVS2 solo se observaron 

diferencias en 0.09 M y 0.5 M de sacarosa, siendo la recuperación obtenida a los 45 

minutos significativamente mayor que la obtenida a los 60 en sacarosa 0.09 M y de la 

de 30 minutos en sacarosa 0.5 M. 

En este experimento resultó llamativa la baja tasa de crecimiento obtenida en el 

tratamiento control, lo que nos estaría sugiriendo que tanto la aplicación de SC durante 

20 minutos como los crioprotectores utilizados en el precultivo y el acondicionamiento 

en frío no están ejerciendo la protección necesaria en los explantos para tolerar la 

posterior deshidratación con PVS2. 
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 En vista de estos resultados decidimos aumentar el tiempo de aplicación de la 

SC y ensayamos dos precultivos adicionales: glicerol 0.4 M y 0.8 M (gráfica 6).  

No se observaron diferencias significativas (α=0.05) entre precultivos en el caso 

de los 30 minutos de deshidratación en PVS2. Sin embargo, al aumentar el tiempo de 

aplicación de PVS2 a 45 minutos aparecieron diferencias entre los tratamientos de 

sacarosa 0.09 M y glicerol 0.4 M con respecto a glicerol 0.8 M y sacarosa 0.5 M, siendo 

superior el porcentaje de recuperación en los dos primeros casos. Además, los dos 

primeros resultaron ser estadísticamente idénticos. A los 60 minutos esos dos mismos 

precultivos, junto con el acondicionamiento en frío, resultaron ser significativamente 

mejores que el resto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

+ NL Control 

Gráfica 6. Efecto de diferentes medios de precultivo previos a solución de carga durante 40 minutos en la 
tasa de crecimiento de meristemos sometidos a crioconservación en función de diferentes tiempos de 
deshidratación en PVS2 (eje de abscisas). En el gráfico control los meristemos no fueron introducidos en 
nitrógeno líquido. Las barras representan el error estándar de la media.  

Gráfica 5. Efecto de diferentes medios de precultivo previos a solución de carga durante 20 minutos en la 
recuperación de meristemos sometidos a crioconservación en función del tiempo de deshidratación en 
PVS2 (en el eje de abscisas). En el grafico control los meristemos no fueron introducidos en nitrógeno 
líquido. Las barras representan el error estándar de la media. 
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 Cuando se analizaron las posibles diferencias entre los tiempos de aplicación de 

PVS2 para cada precultivo y los 40 minutos en SC se vio que la aplicación de PVS2 

tanto durante 45 como 60 minutos era significativamente mejor que la de 30 minutos en 

el caso de los precultivos con sacarosa 0.09 M, glicerol 0.4 M y con acondicionamiento 

en frío. 

 Una vez más hay que destacar la baja recuperación de los explantos control, lo 

que subraya de nuevo la elevada sensibilidad de esta especie a la deshidratación. 

 Se ha descrito en numerosas ocasiones la mejora en la recuperación post-

congelación tras una etapa de precultivo en medio con elevadas concentraciones de 

sacarosa (Takagi et al., 1997; Pennycooke & Towill, 2001; Ryynännen & Aronen, 

2005b), sobre todo en especies tropicales, aunque no siempre ha sido así y en ocasiones 

el precultivo en alta concentración de sacarosa ha resultado ser perjudicial, como en 

chopo (Lambardi et al., 2000), lo que coincide con lo observado en nuestro caso con 

Tamarix, donde la concentración de sacarosa que mejor resultado proporcionó en el 

precultivo fue la más baja (0.09 M).  

Sin embargo, el uso de un crioprotector diferente, en este caso glicerol, mejoró 

levemente el porcentaje de crecimiento en ausencia de reguladores. A este respecto, se 

han descrito los beneficios derivados de la presencia de este polialcohol bien sea en el 

precultivo, tanto en solitario (Turner et al., 2001b; Touchell et al., 2002a) como en 

combinación con sacarosa (Wang & Deng, 2004; Schoenweiss et al., 2005), en la 

solución de carga o incluso en la solución de deshidratación (PVS2), sugiriéndose que 

dichos beneficios pueden ser debidos tanto al número de grupos -OH presentes en la 

molécula como a la disposición estereoquímica de éstos en la misma (Turner et al., 

2001a, b). Compuestos con mayor número de grupos -OH dispuestos a lo largo de un 

mismo lado de la molécula proporcionan mayores tasas de recuperación post-

congelación, lo que podría ser resultado de la interacción de estos grupos con los 

fosfolípidos y proteínas de la membrana mediante enlaces de hidrógeno, mejorando así 

la estabilidad de la misma durante la deshidratación. Relacionado con los beneficios del 

sorbitol, Criel et al (2008; citado en Kaczmarczyk et al., 2011) encontraron que las tasas 

de recuperación post-congelación de ápices de Solanum tuberosum aumentaban (de un 

50 hasta un 80%) conforme lo hacía la concentración de sorbitol en el precultivo. Tras 

un análisis proteómico se determinó que 63 y 15 proteínas se expresaban 
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diferencialmente en ápices y hojas, respectivamente, mostrando una importante 

modificación en el metabolismo primario y en la fijación del carbono.  

Por otro lado, también se ha descrito en numerosas especies, principalmente 

leñosas, el beneficio en la recuperación post-congelación de tratamientos de 

acondicionamiento en frio (Niino et al., 1992; González Benito, 2007). Se ha 

comprobado que durante este tipo de pretratamiento se produce la acumulación de 

sacarosa, molécula con cualidades crioprotectoras, que podría resultar un factor 

primordial en la adaptación a estrés por frio (Hausman et al., 2000). En nuestro caso, 

aunque se observó una mejor recuperación de los meristemos control a las 4 semanas de 

haber aplicado el protocolo de vitrificación, la tasa de crecimiento de los meristemos 

congelados fue inferior a la obtenida con un precultivo con sacarosa a 0.09 M o glicerol 

a 0.4 M. Aunque no se analizaron los niveles de azúcares, los resultados obtenido en 

chopo y otras especies como café indican que las plantas crecidas in vitro y sometidas a 

frio no sintetizan los niveles de sacarosa necesarios para afrontar nuevas situaciones de 

estrés (Hausman et al., 2000), como es, en este caso, la inmersión en nitrógeno líquido. 

También es de destacar que el acondicionamiento frio aplicado en nuestro caso consistió 

en someter a las plántulas a una temperatura de 3-5ºC en oscuridad durante una semana. 

En la mayoría de los casos donde este tipo de pretratamiento ha proporcionado buenos 

resultados se han aplicado temperaturas alternas (Keller, 2005; Leunufna & Keller, 

2005) y/o un fotoperiodo de 16 horas de iluminación (Keller, 2005; González-Benito, 

2007). 

 

3.4.2.4. Efecto de la presencia de tidiazurón (TDZ) en el medio de recuperación 

 

En los primeros ensayos de crioconservación que realizamos con Tamarix 

observamos que los meristemos que sobrevivían durante las primeras semanas morían 

sin embargo pasadas las ocho semanas post-congelación. Tal y como hemos visto en el 

apartado 1.4.3.3 de esta memoria, los resultados de crecimiento en altura de explantos 

de esta especie fueron significativamente mejores con la adición de TDZ al medio 

líquido de un sistema en doble capa. Por ello decidimos probar el efecto de la presencia 

de este regulador del crecimiento en el medio de recuperación de los explantos 

sometidos a crioconservación. Los resultados (tabla 1) arrojaron mejoras significativas 

con 0.01 mg l
-1

 de TDZ (α=0.05), por lo que seleccionamos dicha concentración para la 

realización de los ensayos posteriores. 
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Medio de recuperación 
Regeneración de los explantos (%) 

Control NL 

MS 57.41±13.46 a 14.16±8.70 a 

MS + TDZ 0.005 mg l
-1

 86.92±4.97 b 23.83±5.99 ab 

MS + TDZ 0.01 mg l
-1

 85.75±8.99 b 39.53±6.93 b 

 

En nuestro caso no se ha cuantificado supervivencia sino 

crecimiento/regeneración puesto que es el único parámetro de valor en la conservación 

de germoplasma (Panis et al., 2005). Es posible que los porcentajes de supervivencia 

tanto en ausencia como en presencia de reguladores en el medio de recuperación sea el 

mismo pero con el tiempo, y en ausencia de reguladores, los meristemos no son capaces 

de crecer, lo que se traduce en bajos porcentajes de regeneración en ausencia de 

reguladores. Es por ello que los porcentajes de regeneración se han visto incrementados 

tras el uso de reguladores en el medio de recuperación. Se ha postulado sobre la 

alteración de los niveles endógenos hormonales como consecuencia de cualquier daño o 

estrés producido durante el tratamiento de crioconservación (Wang et al., 2003), lo que 

podría suponer requisitos hormonales diferentes para los meristemos control que para 

los congelados. Las citoquininas se han empleado con éxito para mejorar la tasa de 

recuperación en numerosas especies (Yamada et al., 1991; Bachiri et al., 2001; 

Pennycooke & Towill, 2001; Wang et al., 2003).  

  

Tabla 1. Efecto de la adición de tidiazurón (TDZ) en el medio de recuperación de meristemos 
crioconservados. Los meristemos control no fueron sumergidos en nitrógeno líquido (NL). Los 
datos se representan como media ± EEM. Letras diferentes indican diferencias significativas (α= 
0.05). 
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Con el objetivo de mejorar el crecimiento de los explantos crioconservados, y 

debido a que observamos un claro estancamiento del mismo con el tiempo (figura 4), 

decidimos aplicar un sistema en doble capa (DC).  

Figura 3. Efecto de la presencia de TDZ en el medio de recuperación. En todos los casos se aplicó 
SC durante 40 minutos y PVS2 durante 45 minutos. Tras la descongelación se mantuvieron en MS 

(A) MS+0.005 mg l-1 TDZ (B) o MS+0.01 mg l-1 TDZ (C) durante nueve semanas. 

C 

B 

A 
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Como ya discutimos en el capítulo 1, la DC mejora en muchos casos claramente 

la elongación y enraizamiento de los explantos (De Klerk, 2002). De acuerdo a la 

información de que disponemos no se han utilizado previamente los sistemas en DC 

para optimizar el crecimiento post-congelación, aunque sí hay experiencia con otros 

sistemas como la adición de carbón activo (CA) con este mismo objetivo. Por ejemplo, 

Lambardi et al. (2000) encontraron que con CA tres semanas después de la 

descongelación se disparó la elongación de los brotes. Parece claro que la capacidad del 

CA de adsorber tanto reguladores del crecimiento (Pan & Van Staden, 1998) como 

posibles inhibidores del mismo (Fridborg et al., 1978) es lo que le confiere a este 

compuesto su operatividad en sistemas in vitro. En nuestro caso es vital la eliminación 

de TDZ del medio para el crecimiento en altura de los explantos, cuya propiedad de 

permanecer en los tejidos a lo largo del tiempo es sobradamente conocida (Muthy et al., 

1998; Zaffari et al., 2000). En el caso de T. boveana, además, todos los explantos 

elongados enraizaron con éxito (figura 5). Con la adición de medio líquido con CA se 

alcanzó así el objetivo perseguido. Sería interesante realizar un experimento probando 

Figura 4. Explantos crioconservados y cultivados en tubo con medio MS sin reguladores. La 
imagen de la izquierda corresponde al genotipo 2 y la de la derecha al genotipo 6, ambas se 
tomaron seis meses después de la descongelación.  
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estos dos tipos de medio con el objetivo de descubrir posibles diferencias en el tiempo 

de elongación y de enraizamiento de explantos crioconservados.  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con los resultados obtenidos decidimos realizar una prueba adicional 

combinando el uso de TDZ 0.01 mg l
-1

 en el medio de recuperación y los precultivos 

con sacarosa 0.09 M y glicerol 0.4 M (gráfica 7). El crecimiento con glicerol 0.4 M fue 

algo superior al obtenido sin TDZ en el medio de recuperación (gráfica 5). Por el 

contrario, la respuesta con sacarosa 0.09 M en el precultivo y TDZ en el medio de 

recuperación fue similar a la obtenida sin TDZ (gráfica 5). Aun así, no se detectaron 

diferencias significativas (α=0.05) entre tratamientos.  

  

Figura 5. Efecto de la adición de doble capa a explantos del genotipo 3 sometidos a 
crioconservación. La imagen de la izquierda corresponde a un explanto control y la de la 
derecha a un explanto recuperado tras la congelación en nitrógeno líquido. 
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Cuando repetimos el mismo experimento pero con explantos procedentes de 

diferentes genotipos se vieron algunas diferencias en la respuesta al uso de glicerol o 

sacarosa en el precultivo (gráfica 8). En el caso del genotipo 6 la recuperación post-

congelación tras la aplicación de sacarosa en el precultivo fue superior a la obtenida con 

glicerol. Sin embargo, el error estándar desprendido en el primer caso es muy elevado, 

lo que indica la elevada variabilidad entre experimentos. Por otro lado, las respuestas 

obtenidas con este último genotipo y el número 3 para el precultivo con glicerol son 

similares a la obtenida con el genotipo 2. Adicionalmente, la recuperación post-

congelación obtenida tras aplicar sacarosa en el precultivo del genotipo 3 fue 

sustancialmente inferior a las obtenidas con los otros dos genotipos. Con estos 

resultados se llega a la conclusión de que el uso de glicerol en la etapa de precultivo es 

el que proporciona resultados más estables y con mayor similitud entre diferentes 

genotipos.  

  

Gráfica 7. Efecto de la combinación de precultivo en sacarosa 0.09 M o 
glicerol 0.4 M junto con la adición de TDZ en el medio de recuperación. 
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Sin embargo, hay que destacar que el genotipo 2 llevaba un número de 

subcultivos mayor que el resto. Mientras que los genotipos 3 y 6 llevaban tan solo unos 

18 meses in vitro, el 2 llevaba unos 48 meses. Aunque en algunos trabajos se ha visto 

que un menor número de subcultivos favorece la recuperación post-congelación 

(Ryynänen & Haggman, 1999; Keller, 2005), en nuestro caso apenas se han visto 

diferencias significativas en los resultados.  

 

  

Gráfica 8. Efecto de la combinación de precultivo en sacarosa 0.09 M o glicerol 0.4 M junto con la adición 
de TDZ en el medio de recuperación de explantos de diferentes genotipos de Tamarix boveana. En el 
gráfico control los meristemos no fueron introducidos en nitrógeno líquido. Las barras representan el 
error estándar de la media. 
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3.5. Conclusiones 

 

3.5.1. Crioconservación de Astragalus nitidiflorus 
 

1) Tras la escisión de los meristemos (1-1.5 mm) éstos han de ser cultivados en 

medio MS + sacarosa 0.09 M + Plant agar 6 g l
-1

 + Sequestrene® 10 mg l
-1

 + BA 

0.1 mg l
-1

 durante un día. 

2) La solución de carga (SC) se aplica durante 20 minutos a temperatura ambiente 

y después es sustituida por PVS2, solución en la que han de permanecer a 0ºC, 

siendo el tiempo óptimo de deshidratación 60 minutos. La descongelación tiene 

lugar a 40ºC durante dos minutos y la solución de descarga (MS + sacarosa 1.2 

M) se deja actuar durante diez minutos. Finalmente los meristemos son 

cultivados sobre un papel de filtro estéril colocado sobre medio MS + sacarosa 

0.3 M + 6 Plant agar g l
-1

 + Sequestrene® 10 mg l
-1

 + BA 0.1 mg l
-1

 donde 

permanecerán un día en oscuridad. 

3) El medio de recuperación consiste en medio MS + sacarosa 0.09 M+ Plant agar 

6 g l
-1

 + Sequestrene® 10 mg l
-1

 + BA 0.1 mg l
-1

. Los primeros cinco días se 

dejará a los meristemos en condiciones de oscuridad. El tiempo total en este 

medio será de tres semanas. 

4) Para la optimización del crecimiento, los meristemos han de ser transferidos a 

tubos de cultivo con el mismo medio de recuperación pero sin BA. A los dos 

días se añade 1 ml de medio líquido consistente en sales Knop a la mitad de 

concentración, 50 g l
-1

 de sacarosa y 3 g l
-1

 de carbón activo. Este medio ha de 

ser suplementado dos semanas después. 

 

3.5.2. Crioconservación de Tamarix boveana 
 

1) Explantos de 0.5-1 cm han de ser precultivados en medio MS + glicerol 0.4 M + 

Plant agar 7 g l
-1

 durante 1 día en oscuridad.  

2) Tras la escisión de los meristemos (0.5-1 mm) se aplica SC durante 40 minutos a 

temperatura ambiente tras los que se sustituye por PVS2, solución en la que han 

de permanecer a 0ºC durante 45 minutos. La descongelación tiene lugar a 40ºC 

durante dos minutos y la solución de descarga (MS + sacarosa 1.2 M) se deja 

actuar durante diez minutos. Finalmente los meristemos son cultivados sobre un 
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papel de filtro estéril colocado sobre medio MS + sacarosa 0.3 M + Plant agar 6 

g l
-1

 + TDZ 0.01 mg l
-1

 en el que permanecerán un día en oscuridad. 

3) El medio de recuperación consiste en medio MS + sacarosa 0.09 M+ Plant agar 

6 g l
-1

 + TDZ 0.01 mg l
-1

. Los primeros cinco días se dejarán los meristemos en 

condiciones de oscuridad. El tiempo total en este medio será de dos semanas. En 

intervalos de dos semanas se irá reduciendo la concentración de TDZ a la mitad. 

4) A las seis semanas se transferirán los explantos a tubos con medio MS + 

sacarosa 0.09 M + Plant agar 6 g l
-1

. A los dos días se añaden unas gotas de 

medio líquido consistente en sales Knop a la mitad de concentración, 30 g l
-1

 de 

sacarosa y 3 g l
-1

 de carbón activo. Este medio ha de ser suplementado en 

intervalos de dos semanas hasta que la elongación de los explantos resulte 

suficiente (unos 6 meses en cultivo) para ser aclimatados. 
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4.1 Introducción 

 

4.1.1. Variación somaclonal. Conceptos 

 

El desarrollo de un protocolo de cultivo de tejidos es un procedimiento riguroso 

que implica la optimización de diferentes factores químicos, físicos y ambientales para 

garantizar el crecimiento de las plantas en unas condiciones que, no obstante, se alejan 

un tanto de las que imperan en su hábitat natural (Bairu & Kane, 2011). Además, la 

variación natural que existe en la fisiología y en los requerimientos para el crecimiento 

entre diferentes especies vegetales impone la necesidad de optimizar protocolos para 

cada especie individual. Pues bien, a pesar de esta meticulosidad y del diseño “a la 

carta” de un determinado protocolo, la aplicabilidad de esta técnica se ve con frecuencia 

afectada por problemas fisiológicos o de desarrollo surgidos durante el cultivo in vitro. 

Estos problemas pueden ir desde un crecimiento anormal hasta el aumento en la 

inestabilidad y/o variabilidad genética del material micropropagado (Bairu & Kane, 

2011).  

Efectivamente, el cultivo de tejidos puede inducir variación genética en el 

material vegetal sometido a este tipo de procedimientos. Han pasado más de tres 

décadas desde que Larkin & Scowcroft (1981) adoptaran el término “variación 

somaclonal” para referirse precisamente a esta variación que había venido siendo 

observada en plantas regeneradas por cultivo in vitro al menos desde 1969 (Jain, 2001). 

En realidad dicha variación se debe a un amplio abanico de alteraciones (mutaciones 

puntuales, reasociaciones y recombinaciones cromosómicas, metilación del ADN, 

presencia de un número alterado de copias de una secuencia y/o elementos 

transponibles) que pueden afectar tanto a los elementos genéticos nucleares como a los 

citoplasmáticos, que ocurren de forma impredecible y pueden ser heredables 

(variaciones genéticas) o no heredables (variaciones epigenéticas y fisiológicas) (Jain, 

2001; Bairu et al., 2011).  

Es necesario, por tanto, disponer de herramientas que nos permitan estimar la 

variación somaclonal en cultivo in vitro en todas las situaciones, pero sobre todo cuando 

el objetivo que perseguimos es la conservación de determinados genotipos. La 

experiencia ha demostrado que la aparición de variación somaclonal está condicionada, 

entre otros posibles factores, por el tipo de explanto, el estrés ambiental, la edad de la 
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planta madre, el método de propagación aplicado, el tipo y concentración de reguladores 

de crecimiento aplicados, así como por el número y duración de los subcultivos (Cassels 

& Curry, 2001; Jain, 2001; Castillo, 2006; Bairu et al., 2011). El genotipo es el factor 

principal a la hora de determinar el tipo y frecuencia de la variación somaclonal (Jain, 

2001; Devarumath et al., 2002; Ray et al., 2006). Especies de la familia de las 

Solanáceas, así como otras especies de propagación vegetativa como la platanera o la 

caña de azúcar, experimentan una amplia gama de variaciones de este tipo. Es también 

importante controlar tanto la edad del cultivo como el número de subcultivos a los que 

se somete el explanto, ya que cuanto más se prolonguen en el tiempo mayor será la 

probabilidad de que aparezca variación somaclonal, si bien la influencia de estos 

factores está también condicionada por la especie vegetal de que se trate (Bairu et al., 

2006). El tipo de explanto utilizado juega un papel importante a la hora de preservar la 

constitución genética del material micropropagado. En este sentido, la propagación a 

partir de meristemos es el método que menor riesgo de variación conlleva (Leva et al., 

2012; Miguel et al., 2011), si bien algunos trabajos han puesto de manifiesto que este 

tipo de cultivos no siempre asegura la estabilidad del material micropropagado (Bindiya 

& Kanwar, 2003; Sahijram et al., 2003; Ray et al., 2006). Otro factor a tener en cuenta 

es el uso de reguladores del crecimiento, particularmente citoquininas y auxinas. Si la 

formación de brotes adventicios en cultivo es inducida por la presencia en el medio de 

estos reguladores del crecimiento, la probabilidad de que se produzcan mutaciones 

aumentará consecuentemente (Bairu et al., 2006). Los reguladores de naturaleza 

auxínica pueden promover la metilación del ADN, causando así cambios epigenéticos 

(Kaeppler et al., 2000). 

Finalmente, también hay que tener en cuenta que el cultivo in vitro puede poner 

de manifiesto más fácilmente la variabilidad genética natural existente en el material 

vegetal de partida. Así, por ejemplo, la activación de elementos transponibles (los 

retrotransposones), que son secuencias de ADN “móviles” en el genoma y que inducen 

mutaciones genéticas y reorganización del propio genoma, es un hecho frecuentemente 

observado en cultivo in vitro (Jain, 2001; Bairu et al., 2011; Sato et al., 2011). 

 

4.1.2. Técnicas de detección 

 

Los métodos aplicados para la detección de variación somaclonal pueden estar 

basados en la evaluación de determinados aspectos morfológicos (Castillo et al., 2010; 
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Wang et al., 2012), bioquímicos (Punja et al., 2004), citológicos (Hao et al., 2002) o 

moleculares (Leva & Petruccelli, 2012; Peredo et al., 2008) que manifiestan las plantas 

regeneradas. De todos estos los métodos moleculares son, sin duda, los más utilizados 

hoy día con el objetivo de detectar variación genética. 

Hay numerosas técnicas moleculares disponibles actualmente para estos fines, 

pero además continuamente se están publicando nuevas herramientas o bien 

modificaciones de las ya existentes. A efectos prácticos es posible clasificar estas 

técnicas en función del principio tecnológico en el que se basan. De esta manera 

podemos hablar de (Karp, 2000): 

a) Técnicas basadas en la hibridación del ADN con sondas específicas. En 

términos generales en estas técnicas el ADN se digiere con enzimas de 

restricción, lo que da lugar a un conjunto de fragmentos de una longitud 

determinada por las características del enzima utilizado. Los fragmentos son 

posteriormente separados en electroforesis en gel e hibridados con sondas 

moleculares, que son pequeños fragmentos de ADN que pueden proceder de 

secuencias clonadas, ADN genómico desconocido, un gen o parte de él 

(Karp, 2000). La variación (polimorfismo) en este caso se detecta si la 

posible mutación afecta a los lugares de restricción o a la longitud del 

fragmento entre dichos lugares. A esta categoría de técnicas pertenece, por 

ejemplo, el RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, 

polimorfismo en la longitud de fragmentos de restricción), que fue la primera 

técnica empleada en los años 80 para evaluar marcadores moleculares en 

plantas (Bairu et al., 2011). 
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b) Técnicas basadas en la reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase 

Chain Reaction, PCR). La PCR es una tecnología basada en el uso del 

enzima ADN polimerasa que es capaz de replicar en sucesivos ciclos una 

porción de ADN definida por cebadores específicos que han de ser incluidos 

en la mezcla de reacción. Lo que denominamos cebadores son pequeñas 

cadenas de ADN que se alinean con secuencias complementarias del ADN 

genómico en los flancos de la secuencia de interés e inician el proceso de 

amplificación (Figura 1). El desarrollo de esta tecnología a cargo del grupo  

 

de Mullis en 1983 supuso un enorme impulso a las técnicas moleculares de 

análisis ya que, entre otras ventajas, requiere mucha menos cantidad de ADN 

que las técnicas de hibridación (Bachmann, 1994). Las técnicas basadas en la 

PCR se pueden dividir, a su vez, en dos grandes categorías: 

 Técnicas que utilizan cebadores de secuencia arbitraria o 

genérica. En este caso se utilizan cebadores de secuencia arbitraria 

Figura 1. El ciclo de amplificación de ADN por la reacción en cadena de la polimerasa. 
(Fuente: Metzker & Caskey, 2001). 
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disponibles comercialmente. A esta categoría pertenece el RAPD 

(Ramdom Amplified Polymorphic DNA, ADN polimórfico 

amplificado aleatoriamente), técnica que hemos utilizado en la 

presente Memoria, y sus variantes AP-PCR (Arbitrarily primed PCR, 

PCR con cebadores arbitrarios) o DAF (DNA Amplification 

Fingerprinting, huella de amplificación de ADN) (Bairu et al., 2011). 

Estos procedimientos resultan en general sencillos y asequibles, ya 

que no exigen disponer de información sobre la secuencia de ADN a 

amplificar y tampoco hay etapas de transferencia de los productos 

amplificados a membranas ni pasos de hibridación. Requieren, 

además, muy poca cantidad de ADN (en torno a 10 ng por reacción) 

y el proceso completo tiene buena capacidad de automatización 

(Karp, 2000). Otro procedimiento dentro de esta categoría es el 

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism, polimorfismos en 

la longitud de fragmentos amplificados) que son técnicamente algo 

más exigentes si bien ofrecen una mejor reproducibilidad. 

Teóricamente, esta modalidad supone la ingeniosa combinación del 

poder del RFLP y la flexibilidad de la tecnología basada en PCR 

(Bairu et al., 2011). En este caso la técnica implica la digestión del 

ADN con dos enzimas de restricción específicos que generan 

extremos cohesivos a los que se une un adaptador sintético de doble 

cadena. Las secuencias del adaptador y el sitio de restricción 

proporcionan sitios de unión para el cebador. Los productos de la 

amplificación son separados sobre un gel de poliacrilamida y pueden 

ser visualizados mediante autorradiografía o técnicas fluorescentes 

(Bairu et al., 2011). Esta técnica se ha utilizado con éxito para la 

detección de variación somaclonal en platanera (Musa spp.), un 

cultivo en el que es frecuente la aparición de variación en 

condiciones in vitro (Sahijram et al., 2003), Arabidopsis thaliana 

(Polanco y Ruiz, 2002), así como para detectar genes de resistencia a 

enfermedades en variantes somaclonales de papa (Solanum 

tuberosum) (Solomon-Blackburn y Barker, 2001). 

 Técnicas que utilizan cebadores de secuencia conocida. Una 

alternativa a amplificar muchos lugares “anónimos” del genoma 
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consiste en utilizar la PCR para amplificar específicamente un lugar 

conocido del genoma, como puede ser un gen (o una familia de 

genes), un microsatélite único o un locus minisatélite (Karp, 2000). 

Esta tecnología se presenta bajo formatos ligeramente diferentes: 

SSR (Sequence Single Repetitions, repeticiones de secuencia 

sencilla), STR (Short Tandem Repeats, repeticiones cortas en 

tándem), STMS (Sequence-Tagged Microsatellite Sites, 

microsatélites con sequencia marcada) o SSLP (Simple Sequence 

Length Polymorphisms, polimorfismos en la longitud de secuencias 

simples) (Bairu et al., 2011). En estos casos para obtener datos sobre 

diversidad genética es necesario primero conocer las secuencias que 

rodean la región que queremos que sea objeto de amplificación, de 

manera que se puedan diseñar cebadores apropiados para ser 

utilizados en la PCR. En plantas existen tres fuentes potenciales de 

secuencias genéticas para esta tecnología: el ADN nuclear, el 

mitocondrial y el cloroplástico, lo que la hace muy interesante para 

estudios a nivel poblacional (Karp, 2000). Lo que llamamos 

microsatélites son cortas secuencias (de 1 a 5 bases) del ADN que se 

repiten en tándem un número determinado de veces y que se hallan 

intercaladas en el genoma de todos los organismos eucariotas y 

muchos procariotas (Bairu et al., 2011). Los polimorfismos resultan 

de diferencias en el número de unidades que se repiten entre 

individuos en un locus particular. La popularidad de los 

microsatélites radica en la combinación única de diversas ventajas 

como son la herencia codominante, elevada abundancia, gran 

diversidad alélica y facilidad de detectar variación. Los microsatélites 

han sido utilizados para determinar variación somaclonal en Populus 

tremuloides (Rahman y Rajora, 2001) y en caña de azúcar (Singh et 

al., 2008; Pandey et al., 2012). Esta técnica requiere de mucho trabajo 

debido a que se puede analizar sólo un locus a la vez (Azofeifa-

Delgado, 2006). 

Dentro de las técnicas que detectan variaciones epigenéticas las más empleadas 

se centran en la metilación del ADN, siendo el MSAP (Methylation-Sensible 
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Amplification Polymorphism, polimorfismo de amplificación sensible a la metilación) la 

más común. 

 

4.1.3. RAPD y variación somaclonal 

 

Como ya indicamos en el apartado anterior, RAPD representa un método basado 

en el uso de cebadores de secuencia arbitraria probablemente de los más utilizados hasta 

ahora. Además de lo comentado anteriormente, en esencia estas técnicas se basan en la 

probabilidad estadística de que las secuencias que van a unir a los cebadores aparezcan 

en sentido inverso separadas una determinada distancia (Figura 2), ya que sólo en esos 

casos se puede producir la amplificación (Bachmann, 1994). De ahí que el empleo de 

cebadores de 10 nucleótidos con un contenido en GC superior al 50% haya resultado lo 

más eficaz técnicamente para cada aplicación. Los productos de PCR se separan en 

geles de agarosa y se detectan mediante tinción con bromuro de etidio. Los 

polimorfismos generados con este método pueden deberse teóricamente a diferentes 

sucesos: 1) inserción de una gran pieza de ADN entre los sitios de unión del cebador, lo 

que resulta en la pérdida del fragmento en cuestión; 2) inserción o deleción de una 

pequeña pieza de ADN que conducirá a cambios en el tamaño del fragmento 

amplificado; 3) deleción de uno de los dos sitios de alineamiento del cebador que puede 

resultar tanto en la pérdida del fragmento como en un aumento de tamaño del mismo; 4) 

la sustitución de un nucleótido dentro de uno o en ambos sitios de unión del cebador 

puede afectar al proceso de alineamiento, lo que puede dar lugar tanto a la presencia o 

ausencia del fragmento como a un cambio de tamaño del mismo. 
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La principal ventaja que caracteriza a este tipo de marcadores es la simplicidad 

de la técnica, además de que no es necesaria información previa de la secuencia a 

amplificar. Los RAPDs se han empleado, por ejemplo, en la valoración de la variación 

somaclonal de plantas de Hypericum perforatum, planta que produce compuestos con 

actividad anticancerígena y antiviral (hipericina y pseudohipericina), obtenidas de hojas 

y semillas en cultivo in vitro (Halušková y Košuth, 2003), Cineraria marítima 

(Srivastava et al., 2009), Anethum graveolens (Jana et al., 2012), caña de azúcar (Zucchi 

et al., 2002) o Dioscorea bulbifera (Zucchi et al., 2002), entre otros. En algunos casos, 

como en Phoenix dactylifera¸ un análisis comparativo de diferentes técnicas 

moleculares ha puesto de manifiesto que RAPD da mejores resultados que RFLP o 

AFLP para la detección de variación somaclonal  (Kunert et al. 2003). 

Es cierto que esta técnica presenta algunas desventajas. Una de ellas es su 

naturaleza dominante, lo que limita su uso en genética de poblaciones y estudios de 

mapeo. Estos marcadores tienden, además, a ser sensibles a pequeños cambios en las 

condiciones de reacción, lo que interfiere con la reproducibilidad de los patrones de 

bandas entre experimentos, instrumentación de PCR y laboratorios (Weising et al., 

2005), pero esto no ha hecho que disminuya su presencia en el análisis de la diversidad 

genética en plantas.  

 

Figura 2: Esquema que muestra el funcionamiento de la técnica de RAPD utilizando 
múltiples copias de un solo cebador. El cebador encontrará numeras regiones del ADN 
donde alinearse, pero solo los fragmentos de ADN de una determinada longitud entre dos 
cebadores que se hayan alineado en orientación inversa (en el caso de la imagen los 

cebadores 2 y 5 y 3 y 6), serán objeto de amplificación por la ADN polimerasa. 
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4.2. Objetivos 

  

El objetivo de este estudio es desarrollar una técnica de RAPD para la detección 

de variación genética en plántulas micropropagadas y crioconservadas de las especies 

Tamarix boveana y Astragalus nitidiflorus. 
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4.3. Materiales y Métodos 

 

4.3.1. Extracción y cuantificación de ADN 
 

Para la realización de los análisis de RAPDs utilizamos ADN procedente de 

material micropropagado (M), de lo que denominaremos material control de la 

crioconservación (C) consistente en explantos sometidos al proceso completo de 

crioconservación pero sin inmersión en NL, y de material que sí ha sido congelado (L) 

de ambas especies. Tanto las plántulas (C) como (L) fueron aclimatadas durante dos 

meses antes de proceder a la extracción. 

El ADN genómico se extrajo mediante el DNeasy Plant Mini Kit de Qiagen 

siguiendo las instrucciones del fabricante. En general utilizamos material fresco tanto en 

el caso de T. boveana como de A. nitidiflorus, si bien realizamos previamente la 

comprobación de las consecuencias de liofilizar el material antes de su procesamiento. 

La concentración y calidad del ADN extraído se determinaron en todos los casos en un 

biofotómetro (Biophotometer plus, Eppendorf): para estimar la concentración se midió 

la absorbancia a 260 nm y el equipo realizó el siguiente cálculo: 

Concentración de ADN = Abs260 x 50 x factor dilución, 

ya que el ADN presenta un máximo de absorbancia a 260 nm (50 µg/ml de ADN tienen 

una Abs260 de 1). 

Se midió también la absorbancia a 280 nm y el equipo calculó el índice 

Abs260/Abs280, que nos aporta información sobre la pureza, o calidad, del ADN (Ahmed 

et al., 2009). 

 

4.3.2. Condiciones de amplificación y de electroforesis 
 

Las amplificaciones de las muestras de T. boveana se realizaron en un volumen 

final de 20 µl que contenía: 40 ng de ADN, 2.5 mM de MgCl2, 0.2 mM de dNTPs, 100 

ng de cebador, tampón de reacción al 1X y 0.5 U de Taq polimerasa (Ecotaq). El 

programa de amplificación seguido consistió en 2 min a 94ºC seguidos de 35 ciclos de 1 

minuto a 92ºC, 1 minuto a 36ºC y 2 minutos a 72ºC, más una etapa final de extensión a 

72ºC durante 10 minutos. 

En el caso de A. nitidiflorus, las reacciones de amplificación se realizaron de 

igual forma en un volumen final de 20 µl que contenía: 70 ng de ADN, 2.5 mM de 
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MgCl2, 0.2 mM de dNTPs, 100 ng de cebador, tampón de reacción al 1X y 1 U de Taq 

polimerasa Netzyme (Need). El programa de amplificación comenzó con 2 min a 94ºC 

seguidos de 45 ciclos de 1 minuto a 94ºC, 1 minuto a 36ºC y 2 minutos a 72ºC, más una 

etapa final de extensión a 72ºC durante 7 minutos. 

Todas las amplificaciones se realizaron en un termociclador Mastercycler® 

personal (Eppendorf). 

A fin de seleccionar los cebadores que resultaban más informativos para el 

análisis de la estabilidad genética en ambas especies ensayamos en una primera fase 31 

cebadores de 10 pb (Invitrogen) (tabla 1). 

 

 

 

Cebador Secuencia Cebador Secuencia 

1 CGA CGA GTG A 17 TAC CCT CCC T 

2 CTG GCT CGA A 18 ACC TAC CCA G 

3 AAT CGG GGG A 19 CGA GTG AGG T 

4 GTA TCC GCC T 20 GAA CAC GCT G 

5 TCG GCC TCA A 21 GAG CAG CGA A 

6 TCT GGT GGT G 22 GAT TGG CGT G 

7 CAC GCC ATC A 23 CCA TCG TGT G 

8 CGA AGA TGG G 24 ACC ACC CAC T 

9 ATG CTG AGG G 25 CGT TGG TGA G 

10 GAT GCC GTG A 26 CGG ACG CAT T 

11 AGA TGC GGA C 27 ACG CTG GTA G 

12 GTG TCC GAG T 28 CGC CAA GTC A 

13 CGC ACT GCA A 29 CCA CGC AAC A 

14 TGA TCG CCA C 30 TCG CAG TGT C 

15 CAC GCG ACA A 31 ATG GGT ACG C 

16 GCG ATT TGC C   

 

Las reacciones de amplificación se realizaron en todos los casos por duplicado. 

Los productos amplificados se separaron electroforéticamente en un gel de agarosa 

(Pronadisa) al 2% en tampón Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X a una corriente constante de 

90 V. Se utilizó un marcador de ADN de 100 pb (Generuler Ladder, Fermentas). Los 

geles fueron posteriormente teñidos con bromuro de etidio (0.5 μg ml
-1

) y luego fueron 

examinados y fotografiados bajo luz ultravioleta en un transiluminador GelDoc2000 

(BioRad). Las bandas polimórficas se registraron con los valores 0 y 1 (presencia o 

ausencia). 

 

Tabla 1. Secuencia de los 31 cebadores empleados en los análisis RAPD efectuados en 
Tamarix boveana y Astragalus nitidiflorus. 
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4.4. Resultados y Discusión 

 

4.4.1. Análisis molecular de plantas micropropagadas y 

crioconservadas de T. boveana mediante RAPDs. 
 

En primer lugar comprobamos el efecto que podía ejercer sobre la extracción de 

ADN el hecho de trabajar con material fresco o con material liofilizado. Para ello 

extrajimos el ADN de tejido foliar fresco y liofilizado de plantas de Tamarix boveana 

utilizando en ambos casos las mismas condiciones de extracción. Los resultados 

obtenidos en cuanto a concentración y calidad del ADN extraído (gráfica 1) mostraron 

que aunque con el material fresco se obtuvieron valores relativamente más bajos en la 

concentración, la calidad del ADN obtenido fue superior, por lo que optamos por 

utilizar material foliar fresco para la extracción de ADN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El ADN de la planta madre se amplificó en un principio con un total de 31 

cebadores (tabla 1) a fin de seleccionar aquellos que dieran un patrón de bandas más 

reproducible. Tras este análisis previo nos quedamos con diez de ellos (cebadores 1, 4, 

7, 8, 9, 13, 18, 20, 21 y 23) ya que generaron un mayor número de bandas (figura 3) con 

una buena resolución y repetitividad, para su posterior uso. 

 

 

 

 

Gráfica 1. Efecto del estado del material vegetal de partida sobre la cantidad (izquierda) y calidad 
(derecha) del ADN obtenida en la extracción. 
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En este primer caso analizamos separadamente dos individuos o genotipos de T. 

boveana (genotipo 2 y 3). En ambos casos utilizamos tres ejemplares de plántulas 

micropropagadas (M), otros tres de plántulas crioconservadas pero no congeladas (C) y 

otros tres de plantas crioconservadas (L), mientras que con el genotipo 3 incluimos 

además los productos de amplificación obtenidos a partir del ADN de la planta madre 

(F). Los resultados obtenidos permitieron detectar un total de 122 fragmentos con el 

genotipo 2 y 124 con el genotipo 3, lo que generó un total de 1098 y 1240 bandas 

respectivamente. El tamaño de bandas osciló entre los 100 y los 1750 pb en el genotipo 

2 (tabla 2 y 3) y entre 150 y 2000 pb para el genotipo 3 (tablas 4 y 5). El número medio 

de fragmentos generados por cebador fue de 12.  

 

500pb--- 

3000pb--- 

1000pb--- 

Figura 3. Perfiles de RAPDs 
obtenidos del análisis de la planta 
madre con diferentes cebadores. Los 
números de la parte superior hacen 
referencia al cebador utilizado.  
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Cebador 
Secuencia 

5´…3´ 

Bandas  

monomórficas 

Bandas  

Polimórficas 

Rango  

pb 

BAS 01 CGA CGA GTG A 14 0 900-100 

BAS 04 GTA TCC GCC T 17 0 1350-200 

BAS 07 CAC GCC ATC A 9 0 800-220 

BAS 08 CGA AGA TGG G 12 0 900-170 

BAS 09 ATG CTG AGG G 12 0 1200-190 

BAS 13 CGC ACT GCA A 15 0 1500-150 

BAS 18 ACC TAC CCA G 8 0 1500-420 

BAS 20 GAA CAC GCT G 16 0 1750-220 

BAS 21 GAG CAG CGA A 11 0 1000–125 

BAS 23 CCA TCG TGT G 8 0 1200-200 

Cebador Secuencia 
Bandas  

monomórficas 

Bandas  

Polimórficas 
Rango Pb 

BAS01 CGA CGA GTG A 14 0 900-100 

BAS 04 GTA TCC GCC T 17 0 1350-200 

BAS 07 CAC GCC ATC A 9 0 800-220 

BAS 08 CGA AGA TGG G 12 0 900-170 

BAS 09 ATG CTG AGG G 12 0 1200-190 

BAS 13 CGC ACT GCA A 15 0 1500-150 

BAS 18 ACC TAC CCA G 8 0 1500-420 

BAS 20 GAA CAC GCT G 16 0 1750-220 

BAS 21 GAG CAG CGA A 11 0 1000–125 

BAS 23 CCA TCG TGT G 8 0 1200-200 

Tabla 3. Resumen del análisis por RAPDs de material crioconservado del genotipo 2 
de T. boveana. Para el análisis se compararon las muestras C1-C3 y L1-L3. 

Tabla 2. Resumen del análisis por RAPDs del material micropropagado del genotipo 
2 de Tamarix boveana. Para el análisis se compararon las muestras M1-M3.  
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Cebador 
Secuencia 

5´.. 3´ 

Bandas  

monomórficas 

Bandas  

Polimórficas 

Rango  

Pb 

BAS 01 CGA CGA GTG A 13 0 2000 -150 

BAS 04 GTA TCC GCC T 16 0 1350-200 

BAS 07 CAC GCC ATC A 9 0 800-220 

BAS 08 CGA AGA TGG G 12 0 900-170 

BAS 09 ATG CTG AGG G 12 0 1200-190 

BAS 13 CGC ACT GCA A 16 0 1400-150 

BAS 18 ACC TAC CCA G 10 0 1500-390 

BAS 20 GAA CAC GCT G 12 0 1200-220 

BAS 21 GAG CAG CGA A 14 0 1200 –150 

BAS 23 CCA TCG TGT G 10 0 1200-200 

 

 

 

 

  

Cebador 
Secuencia 

5´…3´ 

Bandas  

monomórficas 

Bandas  

Polimórficas 

Rango  

Pb 

BAS01 CGA CGA GTG A 13 0 2000 -150 

BAS 04 GTA TCC GCC T 16 0 1350-200 

BAS 07 CAC GCC ATC A 9 0 800-220 

BAS 08 CGA AGA TGG G 12 0 900-170 

BAS 09 ATG CTG AGG G 12 0 1200-190 

BAS 13 CGC ACT GCA A 16 0 1400-150 

BAS 18 ACC TAC CCA G 10 0 1500-390 

BAS 20 GAA CAC GCT G 12 0 1200-220 

BAS 21 GAG CAG CGA A 14 0 1200 –150 

BAS 23 CCA TCG TGT G 10 0 1200-200 

 

 

 

  

Tabla 5. Resumen del análisis por RAPDs del material crioconservado del genotipo 3 de T. 

boveana. Para el análisis se compararon las muestras C1-C3 y L1-L3. 

Tabla 4. Resumen del análisis por RAPDs del material micropropagado del genotipo 3 de T. 
boveana. Para el análisis se compararon las muestras F y M1-M3. 
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En las figuras 4 y 5 se muestran como ejemplos algunas de las amplificaciones 

realizadas con los genotipos 3 y 2, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 4. Perfiles de RAPDs detectados en el genotipo 3 con los cebadores 7 (arriba) y 
13 (abajo). Las calles F, M, C y L corresponden a material procedente de la planta 
madre, plántulas micropropagadas, crioconservadas no congeladas y 
crioconservadas, respectivamente. 

1000pb--- 

500pb--- 

3000pb--- 

1000pb--- 

500pb--- 

3000pb--- 
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Como se puede comprobar, no detectamos variación repetible en ninguna de las 

muestras estudiadas. Similar falta de variación encontraron Leva & Petruccelli (2012) 

en plántulas micropropagadas de olivo y Xing et al. (2010) en plántulas regeneradas de 

Solanum melongena. Por el contrario, Salaj et al. (2011) detectaron variación 

somaclonal en tejidos embriogénicos de Pinus nigra pretratados con sorbitol y DMSO 

pero no congelados.  

Figura 5. Perfiles de RAPDs obtenidos en el genotipo 2 con los cebadores 1 (A), 8 (B), 9 (C) 
y 20 (D). Las calles M, C y L corresponden a material procedente de la planta madre, 
plántulas micropropagadas, crioconservadas no congeladas y crioconservadas, 
respectivamente. 
 

1000pb--- 

500pb--- 

3000pb--- 

1000pb--- 

500pb--- 

3000pb--- 
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También quisimos comprobar si existía variación intraclonal detectable con esta 

técnica, para lo cual comparamos los productos de amplificación detectados en los dos 

genotipos anteriores. En este caso pudimos contabilizar una banda polimórfica con los 

cebadores 9, 21 y 23 y dos bandas polimórficas con el cebador 18 (figura 6), lo que 

conjuntamente supuso un 3.6% de variación. 

     __C2__           __C3__                                __C2__       __C3__ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.2. Análisis molecular de plantas micropropagadas y 

crioconservadas de Astragalus nitidiflorus mediante RAPDs 
 

En el caso de A. nitidiflorus, la extracción del ADN se llevó a cabo con material 

fresco. La aplicación del método de extracción descrito en el apartado 4.3 nos permitió 

obtener una solución de ADN con una concentración de 261±41.65 µg g
-1

 peso fresco y 

una pureza (Abs260 / Abs280) de 1.45±0.03.  

Del total de 31 cebadores evaluados también con esta especie (tabla 1), diez de 

ellos (cebadores 1, 4, 13, 14, 18, 19, 23, 25, 27 y 29) mostraron una adecuada 

resolución y repetitividad (figura 7) y fueron utilizados en los siguientes experimentos. 

 

 

  

Figura 6. Análisis de RAPDs de los genotipos 2 y 3 de T. boveana. A la izquierda se 
representan las bandas detectadas con el cebador 21 y la derecha con el cebador 23. 
Las flechas blancas representan las bandas polimórficas.  
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En el caso de esta especie se analizaron tres ejemplares de plántulas 

micropropagadas, un ejemplar de plántulas crioconservadas no congeladas y un 

ejemplar crioconservado. Pudimos detectar un total de 128 fragmentos con los 10 

cebadores evaluados (tablas 6 y 7), que generaron 640 bandas entre el material 

micropropagado y crioconservado. El número de bandas promedio por cebador fue de 

12 y generaron tamaños de fragmentos que oscilaron entre los 120 y los 1800 pb.  

1000pb--- 

500pb--- 

3000pb--- 

Figura 7. Perfiles de RAPDs obtenidos 
de plantas micropropagadas de 
Astragalus nitidiflorus. Los números de 
la parte superior hacen referencia al 
cebador utilizado.  

---1000pb 

---500pb 

---3000pb 
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Cebador 
Secuencia 

5´…3´ 

Bandas  

monomórficas 

Bandas  

Polimórficas 

Rango  

Pb 

BAS01 CGA CGA GTG A 13 0 1000 -150 

BAS 04 GTA TCC GCC T 18 0 1800-160 

BAS13 CGC ACT GCA A 16 0 1200-130 

BAS14 CAC GCC ATC A 10 0 1100-150 

BAS 18 ACC TAC CCA G 13 0 1500-120 

BAS19 CGA AGA TGG G 10 0 1000-210 

BAS23 CCA TCG TGT G 11 0 1750-250 

BAS25 CGT TGG TGA G 10 0 1750-170 

BAS27 ACG CTG GTA G  16 0 1200–190 

BAS29 GAA CAC GCT G 11 0 1100-170 

 

 

 

Cebador 
Secuencia 

5´…3´ 

Bandas  

monomórficas 

Bandas  

Polimórficas 

Rango  

Pb 

BAS01 CGA CGA GTG A 13 0 1000-150 

BAS 04 GTA TCC GCC T 18 0 1800-160 

BAS13 CGC ACT GCA A 16 0 1200-130 

BAS14 CAC GCC ATC A 10 0 1100-150 

BAS 18 ACC TAC CCA G 13 0 1500-120 

BAS19 CGA AGA TGG G 10 0 1000-210 

BAS23 CCA TCG TGT G 11 0 1750-250 

BAS25 CGT TGG TGA G 10 0 1750-170 

BAS27 ACG CTG GTA G 16 0 1200–190 

BAS29 GAA CAC GCT G 11 0 1100-170 

 

Estos resultados ponen de manifiesto que se mantuvo la estabilidad genética 

tanto en el material micropropagado como en el crioconservado en esta especie. En la 

figura 8 se muestran como ejemplo los perfiles de bandas detectados con los cebadores 

13 y 18. 

  

Tabla 6. Resumen de los productos amplificados del material micropropagado de Astragalus 
nitidiflorus. 

Tabla 7. Resumen de los productos amplificados del material crioconservado de Astragalus 
nitidiflorus. 
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              __________________    _________________ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En nuestro estudio hemos seleccionado muestras procedentes de los estados más 

representativos de la conservación in vitro de ambas especies. A partir de los resultados 

obtenidos podemos asegurar que el material micropropagado por el procedimiento 

descrito en esta memoria es genéticamente estable. Un nivel de variación somaclonal 

esperado en el cultivo in vitro es del 1-3%, si bien esto depende de múltiples factores 

como la edad, la especie, el genotipo o el tipo de tejido (Skirvin et al., 1994). Además, 

es fundamental controlar el uso de los reguladores del crecimiento ya que estos influyen 

indirectamente en la tasa de variación somaclonal (Bairu et al., 2006). A pesar de haber 

utilizado yemas axilares como material de partida se ha comprobado en algunos casos 

que las plántulas procedentes del cultivo de meristemos pueden no ser siempre 

genéticamente idénticas a la planta madre (Damasco et al., 1996; Rival et al., 1998; 

Rani & Rania, 2000; Devarumath et al., 2002; Ray et al., 2006). Al igual que en éste 

existen otros trabajos en los que no se ha encontrado variación en plantas 

micropropagadas (Carvalho et al., 2004; Martins et al., 2004). Sin embargo, abundan los 

trabajos en los que se han detectado niveles sustanciales de variación somaclonal 

(Feuser et al., 2003; Modgil et al., 2005; Bairu et al., 2006; Ray et al., 2006). 

Figura 8. Perfiles de RAPDs obtenidos en Astragalus nitidiflorus con los cebadores 13 y 18. Las 
calles M, C y L corresponden a material procedente de plántulas micropropagadas, crioconservadas 
no congeladas y crioconservadas, respectivamente. 
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El objetivo de la crioconservación no es solo el almacenamiento del material 

sino hacerlo de manera que se preserve la fidelidad genética del mismo (Liu et al., 2004; 

Scocchi et al., 2004). Al igual que lo que hemos descrito en este trabajo con A 

.nitidiflorus y T. boveana, en otras especies como Betula pendula (Ryynänen & Aronen, 

2005), Populus tremula × Populus tremuloides (Jokipii et al., 2004) y manzana (Liu et 

al., 2004), tampoco se ha detectado variación genética sustancial tras la 

crioconservación cuando se analizaron mediante la técnica de RAPD. 

Tampoco se ha detectado variación en los controles de crioconservación, a 

diferencia de lo encontrado, por ejemplo, en cultivos embriogénicos de Abies 

cephalonica (Aronen et al. 1999) o en Pinus nigra (Salaj et al. 2011). Estos autores 

constataron la aparición de polimorfismo ya en las muestras control del protocolo de 

crioconservación en el que se empleaba DMSO como crioprotector. Al no encontrar 

variación en los explantos recuperados tras la crioconservación se sugirió que la 

congelación en sí podría eliminar una alta proporción de células mutadas. El DMSO 

puede actuar modificando la función metabólica celular, además de que al interactuar 

con la cromatina y los ácidos nucleicos, puede causar daños al ADN (Aronen et al., 

1999). Sin embargo, el uso de mezclas crioprotectoras, como la solución PVS2 utilizada 

en nuestro trabajo, podría haber minimizado los efectos que usualmente produce el 

DMSO y que elevan los niveles de variación en estos procesos. 

 

4.5. Conclusiones 

 

De los resultados obtenidos podemos extraer las siguientes conclusiones: 

 

1) Para la extracción de ADN se recomienda emplear material fresco dado que se 

obtiene una mayor calidad del ADN extraído  

2) Los protocolos de RAPDs establecidos para T. boveana y A. nitidiflorus 

resultaron adecuados para la detección de productos amplificados con adecuada 

resolución y repetitividad. Estos protocolos pueden ser empleados con diferentes 

propósitos en estudios futuros que se realicen en estas especies. 

3) No se detectó variación en los perfiles RAPDs con los diez cebadores empleados 

ni en las dos especies examinadas, ni entre los materiales micropropagados y 
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crioconservados evaluados. Esto sugiere que los procesos biotecnológicos 

involucrados en estos dos casos (micropropagación y criopreservación) 

presentaron una adecuada estabilidad genética. 

4) Se apreció un 3.6% de polimorfismo genético entre los genotipos de T. boveana 

examinados.  
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