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Influencia de la cantidad de nitrégeno y la forma de aportarlo en el medio de cultivo para
micropropagacion de alcornoque

FERNANDEZ GARCIA, M.L, QUEVEDO DIAZ, A., ALESSO OVIEDO, P.., GARCIA MARTINEZ, J..1,
FERNANDEZ MARTINEZ, M. Y TAPIAS MARTIN, R.:

1 Departamento de Ciencias Agroforestales de la Universidad de Huelva.

Resumen

Quercus suber es una especie ampliamente distribuida por la cuenca del Mediterraneo de gran
importancia econémica y social. Entre sus miltiples aprovechamientos destaca la produccion de
corcho y fruto para alimentacion del ganado. En las Ultimas décadas esta especie ha sufrido un
importante decaimiento en gran parte de su area de distribucién provocada por un patégeno del suelo
Phytophthora cinnamomi, agravado por otros factores como el cambio climatico, insectos
defoliadores y perforadores y malas practicas de manejo.

Esta especie ha sido objeto de varias acciones de mejora encaminadas tanto a mejorar sus
producciones como incrementar la resistencia al patégeno. En todas ellas, la propagacion vegetativa
mediante cultivo in vitro desempena un papel destacado para la produccién de genotipos con
caracteristicas sobresalientes. El objetivo principal este trabajo es la optimizacién del medio de cultivo
para la micropropagacion de Q. suber mediante proliferaciéon de yemas auxiliares. En concreto, se
aborda la optimizacién de la concentracion de nitrégeno y las proporciones entre las dos fuentes de
aporte.

El ensayo ha sido realizado con plantas de cuatro clones de alcornoques seleccionados por su
resistencia a P. cinnamomi, que han sido multiplicados en nueve medios de cultivos diferentes como
combinacion de tres concentraciones de N y tres proporciones de NH4*/NOs. El medio de cultivo
basico, sobre el cual se modifican las proporciones de sus elementos es el de Murasigue y Skoog
(MS). Se ha realizado un seguimiento durante todo el ensayo cuantificando el crecimiento y la tasa de
multiplicacion, ademas de otros parametros cualitativos como el aspecto de las plantas o las
manchas de taninos que producen. Los mayores crecimientos de biomasa se consiguieron con una
concentracion de nitrégeno 25 mM y una proporciéon de amonio sobre nitrégeno total del 33%.

Palabras clave
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1. Introduccion

El alcornoque (Quercus suber L.) tiene un gran valor como integrante de los ecosistemas
forestales mediterraneos, e interés industrial por las aplicaciones comerciales del corcho y la bellota
(Turok et al, 1996). La Biotecnologia ofrece nuevas técnicas que complementan a las metodologias
tradicionales de la Mejora Genética Forestal (Toribio y Celestino, 2000), para el conocimiento,
conservacion y uso de los recursos genéticos forestales. Concretamente, la crioconservacion y la
regeneracion de plantas se estan utilizando para conservar y micropropagar material vegetal
especifico, por ejemplo, que pudiera estar en poblaciones amenazadas, a fin de llevar a cabo la
conservacion ex situ y permitir el desarrollo de la silvicultura clonal (Toribio y Celestino, 2000).

Los métodos de micropropagacion in vitro de plantas permiten salvar los inconvenientes
originados por las condiciones geograficas, climaticas y de tiempo de produccién, ya que se realizan
en condiciones ambientales muy controladas, lo que supone una gran ventaja respecto de los
métodos de propagacion tradicionales (Pierik, 1987). En contra, este tipo de cultivo presenta como
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dificultades la necesidad de lograr unas condiciones de cultivo éptimas para poder realizar una
produccion a gran escala, la alteracion de la estabilidad genética y funcional de sus células y la falta
de adaptacion de condiciones in vitro a ex vitro.

Concretamente, en la composicion del medio de cultivo se puede distinguir los siguientes
componentes necesarios para el crecimiento celular: micro y macro nutrientes, vitaminas, hidratos de
carbono, aminoacidos y reguladores de crecimiento (Misawa, 1985; Stafford et al., 1986). El
componente inorganico mas abundante de casi todos los medios es el nitrégeno inorganico en forma
de nitrato o amonio. Las sales que mas se utilizan son el nitrato de potasio (KNO3), el nitrato de
amonio (NH4NOs) y nitrato de calcio Ca(NOs)2. Estos compuestos proporcionan a la planta nitrégeno
inorganico para sintetizar moléculas organicas complejas. El amonio se almacena principalmente en
las raices como nitrégeno organico. El nitrato es transportado a través del xilema a otras partes de la
planta, donde participa en la asimilacion de nitrégeno. El nitrato se puede almacenar en las vacuolas
de las células y cumplen una funcién importante en la osmorregulacién y equilibrio aniénico-catiénico
de la planta (Duchefa, 2012).

El medio de cultivo mas cominmente usado en el cultivo de tejidos es el de Murashige y Skoog
(1962), el cual presenta en su formulacién la relacién molar amonio:nitrato (NH4*:NO3) 1:2. Otros
autores han utilizado el medio GD (Gresshoff y Doy, 1972) y SH (Schenk y Hildebrant, 1972) para el
cultivo de alcornoques in vitro (Vidal at al, 2009, El Kbiach et al, 2017, Sanchez et al, 2018). El
primero presenta proporciones similares a MS mientras que en el caso de SH, mas utilizado en la
embriogénesis, tiene una proporciéon amonio:nitrato 1:9. Por tanto, cuantificar el efecto del suministro
de diferentes formas de nitrégeno, podria contribuir a mejorar el conocimiento de la asimilacion de
nitrato y amonio en diferentes niveles de suministro de nitrégeno inorganico y contribuir a optimizar el
suministro de nitrégeno en los medios de cultivo (Zhang et al, 2019).

2. Objetivos

El objetivo principal este trabajo es la optimizacion del medio de cultivo para la
micropropagacion de Q. suber mediante proliferacion de yemas auxiliares. En concreto, se aborda la
optimizacion de la concentracion de nitrégeno y las proporciones entre las dos fuentes de aporte.

3. Metodologia

Con el objetivo final de optimizar el medio de cultivo para la proliferacion de yemas axilares de
Q. suber, en estos ensayos se analiza la proporcion de NHa4*/NOs sobre el crecimiento y tasa de
multiplicacion. EI medio de cultivo de referencia fue el MS con una concentracion de macronutrientes
del 70% salvo para el nitrégeno. Con el que se han realizado tres ensayos con distintas
concentraciones de nitrégeno (20, 25 y 30 mM), cada una de ellas con tres proporciones diferentes
de amonio y nitrato, (Tabla 1). El medio se suplement6 con 30 gramos de sacarosa por litro, 0,3 mg/|
de 6-becilaminopurina y 2 mg/I de acido indol-3-butirico (AIB) y 6.5 g/1 de agar. El pH se ajust6é a 5,7.

Tabla 1. Tratamientos del ensayo combinado de concentracién de nitrégeno (20, 25, 30 mM) y proporciones molares
amonio sobre nitrégeno total (NHs/Ntotal: 18, 25, 33, 40%).

N(mM) 20 25 30
NHas/Ntotal | Tratam. | N (%)NH4 | Tratam. | N (%)NH4 | Tratam. | N (%)NH4
(Mm) (Mm) (Mm)
18 25.18 25 18 30.18 30 18
25 20.25 20 25 25.25 25 25 30.25 30 25
33 20.33 20 33 25.33 25 33 30.33 30 33
40 20.44 20 40

-

8° NGE FORESTAL




3/7

Para evaluar el comportamiento de la planta en los distintos medios, se han usado cuatro
clones de Alcornoques, (A, B, C, D) Seleccionados por su resistencia a P. cinnamomi (Ledn et al
2017). La eleccién de estos clones se ha basado en que son unos clones totalmente implantados y
adaptados en el cultivo in vitro y con un numero de planta abundantes y en buen estado.

El recipiente utilizado ha sido tarrinas de polipropileno de 450 ml de capacidad. De cada clon
se han puesto en cultivo tres tarrinas de cada modificacion expuesta anteriormente, en total nueve
tarrinas y en cada tarrina se han introducido diez plantas.

El desarrollo del ensayo se ha basado en dos transferencias de las plantas (N =60 plantas por
clon, 240 plantas totales), tomando datos para la evaluacion en cada fase. En el momento inicial se
introdujeron las diez plantas sin callos en cada tarrina del experimento correspondiente. En esta
primera fase se tom6 datos de peso fresco de la planta, mediante diferencia de peso antes y después
de la trasferencia.

A los 30 dias aproximadamente, se realizd una primera transferencia de las plantas sin
multiplicarlas y conservando el callo. Se tomaron datos por tarrinas de:

e Peso de la tarrina tras un periodo de cultivo

e Peso de las tarrinas nueva antes y después de la trasferencia

e NUmero de brotes nuevos

e Manchas de taninos diferenciando tamanos (mayores 0 menores a 5 mm)
e NUmero de plantas con raiz

e NUmero de plantas con necrosis apical

e NUmero de plantas con color normal, claro o clor6ticas

e NUmero de plantas aparentemente muertas

Tras otros 30 dias aproximados, se tomaron las fotos y se realizd la multiplicacién con lo que
termina el ensayo. En este caso, ademas de los parametros anteriores, se pesa por separado los
brotes y el callo generado y se cuentan los explantes producidos. Una muestra de estos brotes se
recolecta para la determinacion del porcentaje de humedad y posteriores analisis.

Para el analisis de datos se empled el modelo lineal generalizado de tres factores de las
variables dependientes crecimiento en peso fresco, la tasa de multiplicacion, la transpiracion media
de las tarrinas utilizando el peso a los 30 dias de tratamiento, la perdida de agua de las tarrinas. El
modelo empleado fue Y=m + N +N(NHas/Ntotal) + Clon + Clon*N + Clon*(NH4/N) + error. Donde m es
la media general del ensayo, N el efecto de la concentracion de nitrogeno (20, 25 y 30 mM),
N(NHas/Ntotal) el efecto de la proporcibn de amonio sobre nitrogeno total dentro de cada
concentracion de N, Clon es el efecto del clon y Clon*N y Clon*(NHa/N) las interacciones.

4. Resultados

En el analisis global del incremento de biomasa, resultd significativo el efecto de la
concentracion de N (p=0,02), la proporcion NH4+/N (p<0,001), el clon (p<0,001) y la interaccién o
clon x NH4+/N (p=0,009). No fue la interacciéon clon x N (p=0,578). Los mejores crecimientos se
consiguieron con la concentracion 25 mM de N (tabla 2) con 2,91+0,20 g seguido de la
concentracion 20mM que alcanza un 83% del crecimiento del mejor tratamiento. Las proporciones de
amonio sobre nitrégeno total que mejor crecimiento han dado ha sido la del 33%, salvo en la dosis
mas baja de nitrégeno (20mM) que fue la del 25%.

Tabla 2. Valores medios de produccién de biomasa (g/10 plantas) en el tratamiento combinado de Ny proporcion NH4/N
total. E.t.: error tipico. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias (x<0.05).

N(mM) 20 25 30
NHa4*/Ntotal | Tratam. | Crec. e.t. Tratam. | Crec. e.t. Tratam. | Crec. e.t.
(g/10 (g/10 (g/10
P) p) p)
18 25.18 257b |0.21 30.18 2.15b |0.13
25 20.25 3.67a |048 |25.25 2.68b | 0.15 30.25 1.55¢ |0.18
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33 20.33 1.55b | 0.18 25.33 3.07a 0.14 30.33 3.06 a 0.13
40 20.40 2.07b | 0.16
media Todos 243 ab | 0.18 Todos 2.78 a 0.10 todos 2.25b 0.11

En el analisis global de la tasa de multiplicacion, el efecto de la concentracion de nitrégeno no
resulté significativo (p=0,104). Si lo fue la proporcion NH4+/N (p<0,001), el clon (p<0,001) y la
interaccién clon x N (p=0,035) o clon x NH4+/N (p=0,005). Las proporciones de amonio sobre
nitrégeno total que mayores tasas de crecimiento han dado ha sido la del 33%, salvo en la dosis mas
baja de nitrégeno (20mM) que fue la del 25%. Llama la atencion las bajas tasas de multiplicacion de
la concentracién de nitrégeno 25 mM que tuvo los mejores crecimientos.

Tabla 3. Valores medios de tasa de multiplicaciéon en el tratamiento combinado de N y proporcién NH4*/N total. E.t.: error
tipico. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias (x<0.05).

N(mM) 20 25 30
NHs4*/Nto | Trata Tasa e.t. Trata Tasa e.t. Trata Tasa e.t.
tal m. Multi m. Multi m. Multi
18 25.18 |161a | 0.11 | 30.18 | 1.65b | 0.10
25 20.25 | 3.03a | 0.42 | 25.25 [ 1.53b | 0.07 | 30.25 [ 1.70b | 0.14
33 20.33 | 1.29b | 0.07 | 25.33 | 1.76a | 0.11 | 30.33 | 2.40a | 0.19
40 20.40 | 1.47b | 0.09
Media Todos | 1.93 0,15 | Todos | 1.64 0,06 |todos | 1.92 0,07

El resto de variables medidas tuvo el mismo comportamiento que la variable crecimiento. En
general las plantas con la concentracion intermedia de nitrégeno y proporcion amonio sobre nitrégeno
total del 33% tuvieron mayor traspiracion, mayor crecimiento del callo y mejor coloracion de la planta
y menor proporcién de plantas necrosadas o muertas

En los resultados por clones de la produccion de biomasa (tabla 4) destaca el clon D, que
también presenta los mejores resultados en tasa de multiplicacién (tabla 5). En el extremo opuesto se
encuentra el clon C con el menor crecimiento. Este Gltimo clon fue el Gnico en el que se observaron
diferencias significativas de la concentracién de nitrégeno. En el resto no lo fueron, pero la
concentracion de 25 mM de nitrégeno fue la mejor en todos menos el A.

Tabla 4. Valores medios de produccién de biomasa (g) en el tratamiento combinado de N segun clon. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre las medias (<0.05).

Clon A B C D

Ntotal Crec. e.t. Crec. e.t. Crec. e.t. Crec. e.t.
(8/10 p) (/10 p) (8/10 p) (8/10 p)

20 2.50 1.68 2.30 0.29 1.73ab | 0.34 3.09 0.72

25 2.28 0.23 2.72 0.23 2.22a 0.25 4.09 0.31

30 2.03 0.96 2.33 0.20 1.25b 0.35 3.73 0.50

media 2.27c 0.10 2.45b 0.14 1.73d 0.18 3.63a 0.31

La tasa de multiplicaciéon segln el clon y la concentracion de nitrégeno (tabla 5), tiene un
comportamiento similar al crecimiento. Dos clones obtienen las mejores tasas con la concentracion
de 30mM (Cy D) y otros dos con la de 20mM (A 'y B) lo que provoca que el efecto de la dosis no sea
significativo para el conjunto.

Tabla 5. Valores medios de la tasa de multiplicacién en el tratamiento combinado de N segln clon. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las medias (<0.05).

Clon A B C D

Ntotal Tasa | et Tasa | et Tasa | et Tasa | et
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Multi Multi Multi Multi
20 1.80 a 0.14 2.07 a 0.16 1.53 0.25 2.27 ab 0.64
25 1.40b 0.10 1.85b 0.07 1.62 0.18 1.72 b 0.10
30 1.48 b 0.11 1.60b 0.07 1.65 0.22 3.21a 0.38
media 1.55¢ 0.07 1.84b 0.06 1.60c 0.13 240 a 0.25
5. Discusion

Los resultados de crecimiento y multiplicacion para las tres concentraciones de N (20mM,
25mM y 30mM de nitrégeno), muestran un efecto diferente sobre la tasa de multiplicacion y la
produccion de biomasa. La concentracion intermedia de nitrégeno resulté mas favorable para la
producciéon de biomasa en general y este patron se observéd en tres de los cuatro clones estudiados.
Sin embargo, la tasa de multiplicacién no tuvo un patrén tan claro y las concentraciones extremas
fueron mas favorables para la mitad de los clones haciendo que el efecto sobre los datos globales no
sea estadisticamente significativo. Esto pone de manifiesto que el efecto del genotipo es importante
como ha sido puesto de manifiesto en numerosos estudios.

No parece haber una relacion directa entre la mayor tasa de crecimiento de algunos clones con
la necesidad de una mayor concentracion de nitrégeno. Por ejemplo, el clon D destaca por su
crecimiento y multiplicacién y tiene los valores mas altos en la concentracién de 25mM para el
crecimiento y 30mM para la tasa de multiplicacion. Lo mismo ocurre con el clon C que posee los
valores mas bajos de crecimiento. Los otros dos clones con crecimientos intermedios en general
tienen mejores valores con concentraciones mas bajas de nitrégeno.

En cuanto a la forma de suministrar el nitrégeno a los cultivos in vitro la proporcién 1:2 (amonio
: nitrato) que corresponde al 33% de amonio sobre N total es la que mejor rendimiento ha dado de
manera general, exceptuando en la concentracidon mas baja de nitrogeno que fue la proporcion del
25%. Ademas, para el tratamiento con un 40% de amonio de observa un ndmero significativo de
vitroplantas con un aspecto mas claro al color que normalmente presentan. Esto es posible achacarlo
al aumento de crecimiento en biomasa en este tratamiento, por lo que el material mas joven presenta
normalmente un color verde mas claro. En consecuencia, con esto, se intuye que entorno a un 33%
de amonio se encontraria el valor mas o6ptimo, al partir del cual comenzaria a empeorar el
rendimiento en los cultivos, pero al igual que en la cantidad de nitrégeno es conveniente un ensayo
de comprobacion.

Con los resultados de este ensayo, queda respaldada la utilizacion de medios MS (Murashige y
Skoog, 1962) y GD (Gresshoff y Doy, 1972) en el cultivo in vitro de alcornoque, los cuales han sido
usados por distintos autores Vidal at al, 2009, El Kbiach et al, 2017, Sanchez et al, 2018). Ambos
tipos de medio presentan una proporcion similar de (NH4+:NO3-), entorno al 33%

6. Conclusiones

La concentracion de nitrégeno y las proporciones de las dos fuentes inorganicas empleadas en
los medios de cultivo afectan al crecimiento y multiplicacién de alcornoque en cultivo in vitro.

A partir del medio de cultivo MS, la concentracién 25 mM de nitrogeno proporciond los mejores
crecimientos en biomasa. Para la tasa de multiplicacién el efecto del genotipo fue mas fuerte que la
dosis y esta no fue significativa para los datos globales.
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