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Abstract

Light plays an important role during the multiplication phase in the in vitro culture of
Limonium sinuatum. Light intensity affects growth, multiplication rate and concentration
of pigments in plants. This work presents the behavioural results of four L. sinuatum
varieties of different colours, SN8946, SN9013, SN9000 and SN9001, subcultured on
Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with N6 -benzyladenine (BA), and
subjected to three light treatments. The incident photosynthetically active radiation (PAR)
was measured for each of them, and the flow of photosynthetically active photons (PPF).
Among the determinations made, measurements of plant growth and propagation rate
were taken. Production and stem length were also measured during the greenhouse phase.
The decrease in the distance between the light source and the plants did not have any
negative effect on them. Thus, the reduction of the distance between trays within an in vitro
culture chamber would lead to a better utilization of this, increasing the useful surface, and
therefore, increasing the number of plants that would fit in it, without impairing the quality
of the same.
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Resumen

Laluz realiza una funcion importante durante la fase de multiplicacion en el cultivo in vitro
de Limonium sinuatum. La intensidad luminica afecta al crecimiento, a la tasa de
multiplicacion y a la concentracion de pigmentos de las plantas. Este trabajo presenta los
resultados del comportamiento de cuatro variedades de L. sinuatum de diferentes colores,
SN8946, SN9013, SN9000 y SN9001, subcultivadas en medio Murashige y Skoog (MS)
suplementado con Né-benziladenina (BA) en tres tratamientos de iluminacion. Se midio
para cada uno de ellos la radiacion fotosintéticamente activa (PAR), cuantificando el flujo
de fotones fotosintéticamente activos (FFF). Entre las determinaciones realizadas, se
tomaron medidas del crecimiento de las plantas y de la tasa de propagacion. También se
midié la produccion y la longitud del tallo durante la fase de cultivo en invernadero. La
disminucidon de la distancia entre el foco emisor de luz y las plantas no tuvo ningiin efecto
negativo sobre estas. Asi que, la reduccion de la distancia entre bandejas dentro de una
camara de cultivo in vitro, llevaria a un mejor aprovechamiento de esta, aumentando la
superficie util, y por tanto, elevando el nimero de plantas que cabrian en ella, sin
perjudicar la calidad de las mismas.
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1. INTRODUCCION

Limonium sinuatum es especie muy valorada por el mercado tanto para flor seca como para
flor en fresco. Esta planta pertenece a la familia de las Plumbaginaceas.

La produccién comercial de Limonium se realiza por semilla o esqueje, de forma que para
obtener una planta se necesitan entre 6 y 8 meses, con rendimientos bajos (20-30%) [1] y en
muchas ocasiones sin plantas homogéneas. Como alternativa se suele utilizar la propagacion in
vitro o micropropagacion, que se realiza en laboratorio bajo condiciones controladas. La
explotacién comercial de estas técnicas requiere la optimizacién de una serie de parametros.
Entre los factores que se deben tener en cuenta se incluyen el método de establecimiento [2], la
elecciéon del método de cultivo, el ajuste de los medios de cultivo (nutrientes y hormonas) [3], la
posible aparicion de hiperhidricidad, etc.

La empresa Barberet & Blanc, S.A.,, situada en Puerto Lumbreras (Murcia), se dedica, entre
otras actividades, a la mejora genética y a la obtenciéon de nuevas variedades de Limonium
sinuatum. Su esquema productivo esta basado en el cultivo in vitro de la especie, por lo que es
necesario depurar la técnica de todas las fases de la micropropagacion.

En este trabajo se describe el ensayo realizado con cuatro variedades de limonio de
diferentes colores, SN8946 (violeta), SN9013 (blanco), SN9000 (amarillo) y SN9001 (rosa), con el
objetivo de conocer el efecto que tiene la intensidad luminica aplicada durante la fase de
multiplicacién in vitro, sobre su desarrollo, tanto in vitro como ex vitro. Esto es importante, ya que
uno de los problemas de los productores de plantas micropropagadas es la limitacién de espacio
dentro de las camaras de cultivo, y, por este motivo, se busca reducir el espacio entre baldas en
las estanterias utilizadas, manteniendo a la vez valores altos en los parametros de produccion y
de calidad durante el cultivo en invernadero.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal v condiciones de cultivo

Para realizar este ensayo se utilizé6 como material de partida brotes adventicios de plantas
ya establecidas in vitro de las cuatro variedades arriba mencionadas. Las plantas habian pasado
como minimo por tres periodos de subcultivo en la fase de multiplicacion.

En esta fase de multiplicacion se usé un medio de cultivo MS modificado [4], suplementado
con un 4 % (p/v) de sacarosa y Né-benziladenina (BA) a una concentracién de 0,2 mg/L.
Posteriormente, el pH se ajust6 a 5,8 y se afiadié agar a una concentracién del 0,9 % (p/v). El
medio se distribuyé en tubos de ensayo, los cuales se autoclavaron a 104 KPay a 121 °C durante
20 min. Las plantas se mantuvieron 35 dias a una temperatura de 22 2C, con una humedad relativa
del 45-50%, una concentraciéon de 700-800 ppm de CO; y un fotoperiodo de 16 h.

2.2 Tratamientos y andlisis estadistico

Para estudiar el efecto de la distancia de la fuente emisora de luz se establecieron tres
tratamientos dispuestos escalonadamente. En el T-1 (control) las plantas estaban situadas a 20
cm de distancia, en el T-2 y T-3 estaban a 16 cm y 11 cm, respectivamente. Esta distancia se midié
desde el medio de cultivo de los tubos de ensayo hasta el tubo fluorescente. Se hizo una
correlacion entre la distancia al foco emisor y el flujo de fotones fotosintéticos (FFF) (Tabla 1),
utilizando un luxémetro ECO LX1010B. Para los calculos se us6 un coeficiente obtenido de la
empresa OSRAM para sus tubos fluorescentes modelo OSRAM L36W /865 Lumilux que permite
realizar la conversion entre lux y FFF. Se cultivaron 20 plantas por variedad y tratamiento, y se
llevaron a cabo tres repeticiones del ensayo. Al finalizar cada subcultivo se tomaron medidas del
crecimiento y de la tasa de propagacién. En la fase de cultivo en invernadero se midieron la
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produccién (tallos/planta) y la longitud del tallo (cm), determinando asi la calidad agronémica y
comercial. Todos los datos fueron estudiados con un analisis de la varianza (ANOVA) usando el
programa IBM SPSS Statistics 20 con un nivel de significacion a=0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Crecimiento y tasa de multiplicacién

El crecimiento en las variedades SN8946 y SN9001 se vio ligeramente afectado por la
cercania al foco emisor de luz, disminuyendo un poco el T-3 con respecto al T-1 (Tabla 1). Sin
embargo, para las otras dos variedades el T-3 fue el tratamiento donde el crecimiento aumenté
ligeramente con respecto a T-1 y T-2, no mostrandose diferencias significativas entre casos.

En cuanto a la tasa de multiplicacién, se observé que en todas las variedades se mantienen
por encima de 1,20 brotes/planta y sin diferencias significativas entre tratamientos. Destacar que
en la variedad SN9013 se podian ver diferencias significativas entre T-1 y T-2, pero no con T-3
que tendria un valor intermedio.

3.2 Produccién v pardmetros de calidad

La produccién de las plantas de todas las variedades y tratamientos estuvo por encima de
lo exigido (8 tallos/planta), mostrando la variedad SN9000 el valor mas elevado, cercano a los 20
tallos por planta y corte (Figura 1). En las variedades SN9013, SN9000 y SN9001 no hubo
diferencias significativas entre tratamientos. Sin embargo, el cultivar de color violeta presentd
una produccién ligeramente superior para el T-1 y con diferencias estadisticamente significativas
respecto al T-2 y T-3.

En cuanto a la longitud del tallo todas las variedades y tratamientos presentaron datos que
superaron el valor minimo de 60 cm (Figura 2). Asi, las variedades SN8946, SN9000 y SN9001
mostraron longitudes cercanas a los 70 cm, mientras que la variedad SN9013 produjo los tallos
mas largos superando los 80 cm. También cabe decir que no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos paras las distintas variedades.

4. CONCLUSIONES

Para la variedad SN8946 no se encuentran diferencias significativas entre tratamientos
durante el desarrollo in vitro. Existen diferencias significativas en la produccién entre T-1y T-2.
Respecto a la longitud se cumple con lo requerido. Por tanto, se podria usar el T-3 en esta fase.

La variedad SN9013 presenta un crecimiento similar para todos los tratamientos, pero hay
diferencias en la tasa de multiplicacion entre T-1y T-2. Respecto a la calidad comercial, todos los
valores estan por encima de los valores deseados. Se usaria el T-3 en su subcultivo.

En las variedades SN9000 y SN9001, amarilla y rosa, respectivamente, no se ven diferencias
significativas en el desarrollo in vitro. Ademas, como los parametros de calidad para todos
tratamientos se mantienen de acuerdo a los valores exigidos, estas variedades se pueden pasar a
subcultivar en las condiciones del T-3.

Cuando se pasa a utilizar el T-3 en lugar de T-1 se produce un mejor aprovechamiento de la
camara de cultivo, aumentando la superficie Gtil y nimero de plantas que cabrian. (Tabla 2).
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Tabla 1. Crecimiento sy tasa de multiplicacién de las variedades de limonio estudiadas.

.. Tasa de
Variedad Tratamiento FFF % Crecimiento multiplicacién
(wmol/m?*s) (cm) (brotes/planta)
SN8946 T-1 96,2 5.96 + 0.78a 1.25 £ 0.03a
T-2 98,2 5.36 + 0.37a 1.37 £ 0.06a
T-3 100,2 5.01 £ 0.51a 1.25 £ 0.02a
SN9013 T-1 96,2 6.37 £ 0.44a 1.24 £ 0.05b
T-2 98,2 6.21+0.43a 1.47 £ 0.03a
T-3 100,2 6.47 + 0.94a 1.34 £ 0.01ab
SN9000 T-1 96,2 2.55 +0.35a 1.20 + 0.06a
T-2 98,2 2.16 £ 0.16a 1.25 £ 0.03a
T-3 100,2 2.63 +0.31a 1.27 + 0.04a
SN9001 T-1 96,2 4.47 £0.34a 1.21 £ 0.05a
T-2 98,2 3.78 +0.95a 1.45 +0.10a
T-3 100,2 3.76 £ 0.51a 1.350.02a

Tabla 2. Optimizacidn de la utilizacién de la cdmara de cultivo.

Superficie de la Distancia Superficie itildela  Capacidad de la
Tratamiento camara de cultivo entre baldas camara de cultivo camara de cultivo
(m2) (cm) (m2) (N2 de plantas)
T-1 56 34.5 97.5 63360
T-3 56 25.8 130.6 84480
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Figura 2. Efecto de la iluminacién durante la
micropropagacion sobre la longitud del tallo de
plantas crecidas en condiciones de invernadero.

Figura 1. Efecto de la iluminacién durante la
micropropagacion sobre la produccién de las variedades en
plantas crecidas en condiciones de invernadero.
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