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Introduccion

Caracteristicas del cultivo y su importancia

Paulownia es una arbol del grupo de las dicotiledéneas, orden Lamniae de la familia
Paulowniaceae, segun el sistema de clasificacion APG Il (Angiosperm Phylogeny Group)
correspondiente a la Ultima version del sistema para la clasificacion de las angiospermas de
acuerdo a criterios filogenéticos (Bremer et al. 2009). Tiene 7 especies aceptadas de las 26
descritas y todas son originarias de China aunque P. fortunei se extiende desde China hasta

Vietnamy Laos, y P. tomentosa también se extiende a Corea y Japon (Zhu et al. 1986).

En los ultimos afios se ha convertido en un cultivo en auge al ser un arbol de crecimiento rapido
y buena madera, que crece en un rango amplio de condiciones ambientales, siendo acogido en
muchas partes del mundo entre ellas Europa. Inicialmente se introdujo solo como arbol
ornamental, pero las propiedades fisicas de su madera, su rdpido crecimiento y su capacidad de
biorremediacién de suelos contaminados (Macci et al. 2012, Wang et al. 2011), han hecho que
su cultivo se extienda a gran escala. Debemos sefialar que su cultivo, en los ultimos afios, se ha
utilizado en muchos casos para la biorremediaciéon (Doumett et al. 2008, Tzvetkova et al. 2015,
Wang et al. 2011), al ser un arbol tolerante a los metales pesados que presenta un rapido
crecimiento y una elevada productividad de biomasa, lo que conduce a una disminucién de la
concentracion de metales pesados del suelo, a pesar de presentar una baja tasa de absorcidn
del metal en comparacién con los cultivos de plantas herbaceas endémicas de suelos metaliferos

(Doumett et al. 2008, Robinsonet al. 2000).

Estos arboles de crecimiento rdpido también son destinados a producir madera como fuente de
energia ecoldgica en forma de astillas o pellets. Este arbol puede producir mayor cantidad de
biomasa por afio que otras especies si se utiliza como cultivo lefioso de corta rotacion
(Kalaycioglu et al. 2005). El drbol se puede cosechar a los 15 afios después de la plantacién,
produciendo hasta 50 t por Ha y afo, productividad que se encuentra entre las mds altas
reportadas, lo que permitirda un mayor valor afiadido. Ademas existe un aumento en la demanda

de biomasa a nivel Europeo, ya que se espera un incremento del 50%, respecto a la demanda de



2010, en el afio 2020 (Sikkema et al. 2011). Por otra parte la Directiva Europea 2009/28/CE
establece que para el afio 2020 al menos el 20% del consumo de energia primaria deberd
proceder de fuentes renovables, por ello es esperable un importante desarrollo del sector de la

produccién de biomasa (Hernandez et al. 2008).

Un arbol de Paulownia de 10 afios, bajo condiciones normales, sin estrés, puede llegar a medir
en el tronco entre 30 — 40 cm de didmetro y llegar a producir un volumen total de madera de
entre 0,3 y 0,5 m3. Al ser de crecimiento rapido, también tiene un gran potencial econémico
maderero si se compara con otros tipos de cultivos como son las plantaciones de chopos y
pldtanos, arboles con crecimientos en torno a los 18 afios o respecto a otras especies destinadas
a producir madera de calidad (nogal, cerezo, fresno, roble, falso platano), con ciclos situados

entre de 50 a 80 afios (Yadav et al. 2013).

Fisiologia y crecimiento

Paulownia es un arbol de enraizamiento profundo, las raices superiores son finas y crecen de
forma ramificada muy densa. Las raices adventicias son largas y normalmente son de entre 1-5
mm de grosor y se pueden extender a mas de 60 cm. El desarrollo y la distribucion del sistema
radicular estan muy influenciados por el tipo y caracteristicas del terreno, el nivel del agua y las

caracteristicas fisicas y nutritivas del terreno (Zhu et al. 1986).

Paulownia crece sobre variados tipos de suelos, desde ricos en humus, suelos pobres y secos, y
hasta en suelos arcillosos y/o arenosos. Tolera suelos con pH comprendidos entre 5y 8,5 ya que
este arbol tiene la habilidad de seleccionar la absorcion de calcio y magnesio del suelo (Zhu et
al. 1986). En este sentido debemos indicar que los suelos del sur de la isla de Mallorca son
basicos con un pH situado entre 7,8 y 8,2. Paulownia puede tolerar un alto rango de
temperaturas, situadas entre -15 °C y 40 °C, siendo la temperatura dptima para su crecimiento
entre 24-29 °C. Por lo que hace referencia al requerimiento hidrico soporta bien entre 500 y
1.500 mm de lluvia por m? anual (en Mallorca estd situada en unos 350 mm/m?en la zona sury
1500 mm/m?en la sierra de Tramuntana), lluvia que le permite un buen crecimiento sin riego
artificial (Zhu et al. 1986). Pero es necesario que la mayor parte de esta lluvia se produzca
durante los meses de su mayor crecimiento situados entre Mayo y Septiembre. En Espaiia este
periodo de crecimiento coincide con los meses de menor precipitacién, pero no llega a ser un
problema al ser resistente al estrés hidrico, situdndose esta capacidad de resistencia entre 3y 9

meses de sequia (Zuazo et al. 2013).



Sus ramas y flores de son ricas en nitrégeno y son buenas tanto como fertilizante del suelo como
forraje para los animales. El crecimiento de la corona se produce por la acumulacién y la
continua produccién de ramas cada afio. Normalmente crece un metro cada afio después de la
plantacion (Zhu et al. 1986). Paulownia se propaga normalmente mediante la siembra directa
de semillas y la plantacion de tallos de raiz de la planta madre (San Miguel 1985). La propagacion
in vitro se realiza mediante brotes axilares y adventicios y es la mejor técnica para producir

plantulas clonales de los hibridos existentes.

Cultivo en clima mediterrdneo y adaptacion a la salinidad

La introduccion de Paulownia en Espafia fue hace unos cuarenta afios como arbol ornamental.
El primer estudio de Paulownia en Espaia fue realizado en 1985 por el Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) donde se estudid la produccién de
plantulas y su crecimiento (San Miguel 1985). Pero su explotacidn comercial es mas reciente y
estd siendo un éxito. Esta fama que le precede hace que algunas comunidades auténomas
(Aragdn, Andalucia, Extremadura, Murcia,...) subvencionen la forestacion con Paulownia a

través del Fondo Europeo Agricola de Garantia (FEAGA).

Las investigaciones sobre su capacidad de adaptacién al clima mediterrdaneo es limitada y
actualmente hay escasos datos disponibles (Zuazo et al. 2013). Tampoco ha sido totalmente
estudiada su capacidad de crecimiento y cultivo en areas y tierras marginales. Paulownia podria
acortar significativamente el tiempo necesario para obtener beneficios a largo plazo de biomasa

energética en ambientes mediterraneos.

En Mallorca la actividad agricola ha descendido en los ultimos 50 afos y los acuiferos que se
utilizaban para riego se utilizan actualmente para actividades del sector terciario, por ello uno
de los problemas agricolas que nos afectan es la salinizacidn de los suelos. A lo largo del litoral
de la isla de Mallorca, existen numerosos acuiferos que se estan salinizando por este gran uso
de agua que se realiza para su consumo humano (el 80% del agua de consumo proviene
tradicionalmente de aguas subterraneas). Este elevado consumo produce, en muchos casos, la
intrusion del agua de mar. Un ejemplo de ello es la salinizacién producida en el sur de Mallorca.
Si bien cabe destacar que esta salinizacién es variable (depende de la pluviosidad y del uso
humano de la misma), se ha mantenido estable durante los ultimos afios e incluso en algunos
casos ha descendido (Lépez-Garcia et al. 2003). En el sur de Mallorca existen muchas catas

donde las concentraciones salinas se mantienen alrededor de 1.000 mg/L como en la zona de



Ses Salines, en otros puntos como en la zona entre Campos y Felanitx hay una pequeiia
tendencia ascendente, debido a su sobreexplotacion, produciéndose concentraciones cercanas
a los 1.500 mg/L. También en la zona comprendida entre Santanyi y Campos se encuentran
valores que van desde los 800 hasta los 2.500 mg/L (Instituto Geoldgico y Minero de Espafia,

2004), es decir concentraciones de una posible agua de riego situadas entre 12-80 mM de NaCl.

La salinidad es una caracteristica del suelo que la podemos determinar por su elevada
concentracion de sales solubles. Esta salinidad la podemos medir en concentracién (c) de sales
disueltas por litro de agua del suelo (g/L) o mediante medidas de conductividad (o) a 25°C
expresada en deciSiemens por metro (dS/m). Los suelos se clasifican como salinos los que
presenta aproximadamente una salinidad de 40 mM de NaCl, salinidad que reduce
significativamente el rendimiento en la mayoria de los cultivos. El riego con determinados tipos
de aguas, mas o menos salinas, puede llegar a comportar la salinizaciéon del suelo con la
consecuente pérdida de fertilidad, lo que perjudica o imposibilita determinados tipos de
cultivos. Estos suelos se podrian utilizar para el cultivo de plantas que toleren mejor la salinidad
y permitan la lixiviacién de las sales por fendmenos naturales y la acumulacién en las mismas

plantas.

Siempre debemos considerar que la principal causa de la salinizacién de un suelo es un mayor
aporte de sales que su descarga o utilizacién; y como hemos indicado antes, normalmente es el
agua con sus sales disueltas la que las aporta. Pero también existen suelos salinos naturales que
se encuentran en las costas maritimas donde los terrenos son afectados por goticulas de agua
salina que el viento traslada tierra adentro junto con el flujo subterrdaneo del mar que penetra

en los acuiferos como hemos comentado anteriormente.

Tolerancia y estrés salino

La tolerancia a la salinidad corresponde a la capacidad de una planta para soportar la salinidad
del suelo sin experimentar grandes efectos perjudiciales en su desarrollo y/o produccién. En una
revision Ashraf et al. (2007) enumeraran los siguientes efectos adversos de la salinidad en las
plantas: a) un efecto idnico, b) un efecto osmético, c) un desequilibrio de nutrientes, d) un
desequilibrio hormonal y e) un exceso de produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Por ello las plantas tolerantes a la salinidad deben ofrecer diversas estrategias para tolerar los

distintos aspectos adversos que esta produce (Carillo et al. 2011).



El efecto idnico lo debemos considerar a partir de que el NaCl es la sal mas soluble y mayoritaria,
por ello no es extrafio que las plantas presenten mecanismos que permitan regular su
acumulacidn, seleccionando aquellos mecanismos que favorezcan la entrada de otros iones
presentes en bajas concentraciones, tales como K*y NOs™ y dificultando la acumulacion de NaCl.
En la mayoria de plantas, los iones Na* y Cl" se excluyen de manera efectiva por parte de las
raices en el momento de captar el agua del suelo. Las plantas haléfilas son capaces de mantener
esta exclusién a salinidades mas elevadas que las plantas glicofitas, que toleran sélo bajas

concentraciones salinas en el suelo.

En cuanto al efecto hidrico las plantas también han desarrollado mecanismos de respuesta para
tolerar un bajo potencial hidrico del suelo y un bajo flujo del agua entre zonas por ésmosis,
gravedad, presidon mecanica o tension superficial, causado tanto por la salinidad del suelo como
por la sequia, por lo que esta tolerancia es una caracteristica mas o menos desarrollada la
mayoria de plantas glicofitas y haldfilas. Los mecanismos que presentan son variados, por
ejemplo se puede ajustar la presidon osmoética intracelular mediante la sintesis de sustancias
compatibles como prolina, glicina-betaina o azlcares (Ashraf et al. 2007). Otra estrategia es la
acumulaciéon de sales dentro de sus vacuolas intracelulares, controlando de esta forma la
concentracion de sales en el citosol y manteniendo en el citoplasma de las células una relacidén
K*/Na* elevada. Estos mecanismos descritos corresponden a la regulacion de la homeostasis

idnica y osmotica (Munns et al. 2008).

El estrés salino, ademas de los problemas idnicos y osmadticos expuestos, y al igual que otros
tipos de estrés abidtico, conduce al estrés oxidativo a través de un aumento de la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS). La produccién de ROS es omnipresente durante el
metabolismo de las plantas al ser el oxigeno (O2) esencial para la viday, por ello, todas las plantas
deben hacer frente a las ROS. Sin embargo, si la produccion de ROS se hace significativamente
elevada puede producir dafio celular, entre otras causas, al interferir una variedad de procesos

metabdlicos en la planta (Foyer et al. 2003, Temple et al. 2005).

Las ROS son generalmente radicales libres que corresponden a atomos o grupos de 4tomos que
tienen al menos un electrén no apareado. Esta es una configuracion electrénica muy inestable,
por lo que los radicales reaccionan rapidamente con otras moléculas para estabilizarse con lo
que generan mas radicales libres, porque los electrones, desde un punto de vista energético,
siempre tienden a emparejarse hasta dar lugar a enlaces estables cuando estos comparten dos
electrones. Las principales ROS corresponden al radical superdxido (0>™), el perdxido de

hidrégeno (H,0;) (aunque no es un radical es una molécula muy inestable y en presencia de un



catalizador que inicie su descomposicion produce ROS), y los radicales hidroxilo (OH®) (Gill et al.
2010). Las ROS pueden reaccionar con todo tipo de moléculas y metabolitos tales como ADN,
pigmentos, proteinas, lipidos y otras moléculas celulares esenciales lo que conduce a diferentes

procesos degenerativos y/o destructivos.

La produccion de ROS son debidas a situaciones de estrés celular, por ello las ROS pueden
considerarse indicadores de la respuesta al estrés por parte de las plantas (Suzuki et al. 2012).
El problema es que estas especies tienen una vida media muy corta y por ello son dificiles de
determinar directamente y en su lugar se determinan los productos producidos al reaccionar

estas con proteinas, lipidos, etc.

Para mitigar el dano oxidativo iniciado por las ROS, las plantas presentan un sistema de defensa
antioxidante complejo, con acciones muy diversas, donde se incluyen antioxidantes de bajo peso
molecular y enzimas antioxidantes, tales como la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT),
las peroxidasas (POX) y la glutatién reductasa (GR). Varios organulos subcelulares, tales como el
cloroplasto, la mitocondria y los peroxisomas son los centros comunes de la produccién de las

ROS (Foyer et al. 2003).

Un pardametro indicador o prueba indirecta del dafio oxidativo es la concentracién de
malondialdehido (MDA) o propanodial, producto de la peroxidacion de lipidos. Este se
determina por su reaccidén con el acido tiobarbiturico (TBA), mediante la técnica TBARS o
tiobarbituric acid reactive species. El MDA es uno de los varios productos finales de bajo peso
molecular formados a partir de la accidn de las ROS sobre los lipidos, productos de la
descomposicion peroxidacion lipidica primaria y secundaria. Sin embargo, debemos sefialar que
solo ciertos productos de la peroxidacién de lipidos generan MDA, y ademas el MDA no es el
Unico producto final que se forma por la descomposicion de lipidos, ni es una sustancia generada
exclusivamente a través de la peroxidacion lipidica, aunque si es su origen mayoritario a partir
de la peroxidacidn. Por lo tanto, la determinacién de sus niveles sera un indicador de la accién
de las ROS sobre la estabilidad de la membrana celular y ello puede permitir diferenciar cultivos

tolerantes y sensibles al estrés salino y la evolucién de la respuesta al mismo (Meloni et al. 2003).

La tolerancia de un cultivo a la salinidad es importante para el posible uso de dicho cultivo, esta
se puede evaluar mediante diferentes formas. Una es estudiando la capacidad de las plantas
cultivadas para sobrevivir en suelo salino mediante el calculo de la productividad del cultivo en
suelo salino y su rendimiento relativo del cultivo en suelo salino y comparandolo con la
produccién en las mismas condiciones de no salinidad. Pero estos estudios de campo son lentos

y muy costosos. Por ello actualmente es posible conocer la tolerancia individual a la salinidad



mediante el desarrollo in vitro de plantones y el estudio de indicadores bioquimicos que nos
permita conocer su status oxidativo y que nos determinara de forma indirecta su tolerancia a la

salinidad.

AcA AKX~ "'\=/\=/\=7H\=/“~
Lipido insaturado 1 Lipido radical

%/ N

H H
p # 8

N — N ar
O 00
3 Lipido peroxil radical 2

H
A N Ay A A A=A >
HOO g-g " oo QaH

6 Peroxido ciclico §
adyacente a radiIaI

\ carbonilo
=
Q
c':( Q/,x

OOH

4
Lipido perdxido

Numerosos productos

7

e

Isoprostanos 2 '
H
oﬁ: L
MDA QOH

Figura 1. Reacciones a partir del radical hidroxilo sobre un lipido insaturado de membrana. Una vez
formado el lipido perdxido o peroxil radical, este se cicla sobre el carbono del doble enlace rompiendo el
lipido y originando diversas moléculas de MDA (malondialdehido) de forma sucesiva. (Modificacion del

esquema de Marnett 1999)

Micropagacion in vitro

La micropropagacion in vitro es la mejor manera de realizar clones de una misma planta
eliminando posibles virus y produciendo un gran nimero de plantas idénticas en un corto
periodo de tiempo a partir del cultivo en condiciones asépticas de un explanto, permitiendo
después determinar variaciones y adaptaciones de las plantulas a unas condiciones

determinadas (Hernandez et al. 2006).

La micropropagacion consiste en un conjunto de técnicas y métodos de cultivo de tejidos que
permiten multiplicar las plantas asexualmente de forma rapida, eficiente y en grandes
cantidades. Forma parte de las técnicas de micropropagacion el cultivo in vitro realizado a partir

de plantas, semillas, embriones, érganos, explantos, células y protoplastos, que deben hallarse
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en una situacién aséptica, y que posteriormente son cultivados en un medio nutritivo en

condiciones estériles.

Una técnica de micropropagacion consiste en aislar una parte de la planta con el objetivo de
obtener plantas viables idénticas. Las caracteristicas que definen a esta técnica son: a) que se
desarrolla a pequefia escala y en una pequena superficie, b) las condiciones ambientales estan
optimizadas mediante la regulacion de las condiciones fisicas, nutricionales y hormonales y c)
no siempre siguen el patron normal de crecimiento, ya que puede formar tejidos como el callo,

o bien se pueden desarrollar vias inusuales de crecimiento (Jain et al. 2007).

La dptima micropropagacion consistira en el desarrollo y aclimatacion de plantas mediante cinco
etapas que conformaran todo el proceso pero estas deberan adaptarse a las caracteristicas de
la especie vegetal. Las etapas consistirdn primero en la seleccién de la planta madre y la
preparacion de los explantos, seguidamente el establecimiento del cultivo, le sigue la etapa de
la proliferacion o multiplicaciéon de explantos y finalmente las etapas de enraizamiento y

aclimatacion de las plantulas (Hernandez et al. 2013).

La correcta preparacion del material inicial en especies lefiosas deberd asegurar un buen estado
fisiolégico y sanitario de la planta madre de la cual se obtendran los explantos utilizando tejidos
meristematico en la época de crecimiento activo. El tejido meristematico o meristemo, es el
tejido responsable del crecimiento vegetal. Este tejido se encuentra en diferentes regiones,
presentando células pequefias, con paredes finas y abundantes vacuolas. Es un tejido joveny
poco diferenciado con capacidad de divisidn, que a partir del mismo permite el desarrollo de los
demas tejidos, un ejemplo del mismo son las yemas axilares (Burger et. al. 1985). El crecimiento
es posible considerando el principio de totipotencia, que indica que cualquier célula vegetal
contiene una copia integra del material genético de la planta a la que pertenece, sin importar su
funcién o posicion en ella, y por lo tanto tiene el potencial para regenerar una nueva planta
completa (Ferl et al. 2015). El crecimiento y desarrollo in vitro de una planta estara determinado
tanto por las condiciones ambientales creadas in vitro como también por las caracteristicas
iniciales del vegetal de partida (genotipo, estado fisioldgico y sanitario, condiciones de
crecimiento, tamafio del explanto, vigorosidad y edad del tejido, posicién en la planta y método

de obtencidn).

La desinfeccion es una etapa fundamental que debe permitir utilizar explantos de mayor
tamafio, aumentando asi la tasa de supervivencia y la calidad de los mismos y una vez aislado el
explanto. Es el paso previo a su plantacion en el medio de cultivo estéril antes de establecer su

cultivo. Las caracteristicas y composicion de este medio y la presencia de reguladores del
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crecimiento de plantas estaran en funcién de la especie. El proceso de desinfeccidn consistira
en la esterilizacion superficial de los explantos con el fin de eliminar los patégenos de la
superficie de la planta. El cultivo se considera establecido cuando los explantos ya sobreviven

en el medio de cultivo libres de contaminaciones.

El aumento del nimero de brotes obtenidos en cada subcultivo correspondera a la etapa de
proliferacién, una vez que los explantos iniciales se han establecido. Los brotes son separados y
cultivados de nuevo de forma independiente (subcultivo). La eficiencia de la propagacion
aumenta cuando los cultivos son homogéneos, evitando siempre el subcultivo de explantos con
problemas de hiperhidratacidn, necrosis apical o clorosis (Jain et al. 2007, Hernandez et al.

2013).

El enraizamiento puede realizarse in vitro o ex vitro, aunque en ambos existe una primera etapa
de induccidn de la raiz, normalmente por un estimulo hormonal y otra para el desarrollo e
incremento de la longitud de la misma. Un buen enraizamiento presentard un buen nimero de
raices de longitud apropiada, formadas en ausencia de callo (De Klerk et al. 1997). Las estrategias
de enraizamiento incluyen el tratamiento de los brotes con auxinas durante un periodo corto y
la replantacidn posterior en un medio sin reguladores. En ocasiones, el enraizamiento puede
venir precedido de una fase de etiolacién de los brotes. El enraizamiento es critico en plantas
lefiosas ya que las raices formadas in vitro pueden no ser funcionales durante la aclimatacion y

necesitarian ser reemplazadas retrasando su crecimiento.

La ultima etapa de aclimatacién comprende el establecimiento de las plantas a condiciones ex
vitro por transferencia del cultivo en invernaculo. Las plantas in vitro difieren en su anatomia y
fisiologia de las originadas en condiciones naturales. Las plantulas in vitro se desarrollan en una
atmosfera con una alta humedad relativa, una baja intensidad luminosa, condiciones asépticas
y un medio de cultivo que les proporciona los componentes necesarios (nutrientes y azlcar)
para un crecimiento heterotroéfico o mixotréfico presentando muy poca capacidad fotosintética.
El proceso de aclimatacidén a condiciones ex vitro ha de ser gradual con una disminucién de la
humedad relativa un incremento de la intensidad de luz que permita el desarrollo de hojas

adaptadas a las condiciones ex vitro de forma progresiva.

La micropropagacion in vitro se ve afectada por muchos factores que determinaran las
caracteristicas del medio de cultivo. De este modo el desarrollo in vitro de los explantos necesita,
ademads de agua, nutrientes, luz y didxido de carbono, los reguladores del crecimiento o
fitohormonas que actlan de sefializadores. Existen numerosas fitohormonas que actualmente

estan agrupadas en cinco grupos: auxinas, giberelinas, citoquininas, acido abcisico y etileno.
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Estas fitohormonas y su relacion entre la concentracion de las mismas y su localizacion,

controlardn los procesos de crecimiento vegetal (Davies 2012).

Una de las fitohormonas importantes en cultivo de tejidos en la etapa de proliferacién son las
citoquininas, derivados prenilados de la adenosina, como la 6-benziladenina (BA) que estimula
el desarrollo y crecimiento de la parte aérea de las plantas promocionando la divisién celular
(Arab et al. 2014). Las auxinas son otro grupo de fitohormonas, el representante mas abundante
en la naturaleza es el 4cido indolacético (IAA), derivado del aminodcido triptéfano, que actuan
como reguladoras del crecimiento vegetal de la raiz. En la planta la dominancia apical esta
determinada por un balance entre auxinas y las citoquininas. El balance citoquininas/auxinas
contribuye a determinar la arquitectura de una planta debido a su antagonismo. Por ello en el
crecimiento in vitro se utilizan las fitohormonas como reguladores de la arquitectura de la planta

modificando su concentracion en el medio de cultivo (Zaerr et al. 1982).

Objetivos

1. Poner a punto la técnica de micropropagacion in vitro de Paulownia estudiando las
diferentes etapas de propagacidn para optimizar su desarrollo.

2. Establecer un cultivo in vitro de Paulownia sp.

3. Dotar de plantas enraizadas de Paulownia sp para otros trabajos fin de grado.

4. Evaluar la respuesta al estrés salino en plantas de Paulownia sp cultivadas in vitro.
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Material y métodos

Material vegetal

El material vegetal de campo, ex vitro, se obtuvo en un cultivo en masa de 2 afios de Paulownia
tomentosa en el término de Porreres (Mallorca, Espafia). En este campo se recolectaron, en
distintos arboles, segmentos de aproximadamente 1,0 cm, conteniendo yemas axilares. El

transporte se realizé en papel de celulosa empapado con agua destilada hasta el laboratorio.

El material vegetal cultivado in vitro se obtuvo gracias a una donacién del Doctor Abel Piqueras
del Departamento de Mejora Vegetal del CEBAS-CSIC (Murcia). Las 10 plantulas recibidas, fueron
cortadas, obteniéndose 40 explantos. Los explantos tuvieron una medida de ente 1,0y 1,5 cm.
A partir de los mismos se establecié un cultivo stock a partir del cultivo y recultivo aséptico in

vitro de plantulas de Paulownia tomentosa.

Protocolos de asepsia
Los explantos ex vitro se trataron siguiendo los siguientes protocolos de asepsia.

Protocolo A: Los explantos se sumergieron en una disolucion que contenia un 20% de lejia
comercial durante 15 min., después en una solucién de etanol al 70% durante 2 min. y

finalmente 5 inmersiones de 5 min. en agua milliQ, cambiando el agua en cada inmersidn.

Protocolo B: Los explantos se sumergieron en una disolucién que contenia un 30% de lejia
comercial y 1 mL/L de polisorbato 60 o Tween 60 en agitacion durante 15 min., en etanol 70%
2 min. y finalmente 5 inmersiones de 5 min. en agua milliQ, cambiando el agua en cada

inmersion.

Protocolo C: Los explantos se sumergieron en dos disoluciones con fungicidas, la primera
contenia Curzate® (cimoxanilo 4% + mancozeb 40%) a una concentracién de 0,3 g/100mL, la

segunda contenia Dorado®P (penconazol 10% p/v) a una concentracion de 40 ulL/100mL,
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donde los explantos permanecieron en cada disolucién 15 min., después se siguio el protocolo

A.

Establecimiento del cultivo in vitro y multiplicacion de los explantos

El medio de cultivo utilizado fue medio MS (Murashiage et al. 1962), suplementado con 30 g/L
de sacarosa, 6 g/L agar. En el medio de cultivo de crecimiento aéreo (MS+BA) se incluyé ademas
0,5 ml/L de 6-benziladenina (BA). El medio de cultivo se ajustd siempre a pH 5,8 y después se
sometid a esterilizacion en autoclave durante 20 min. a 121°C y 50 psi de presion,

posteriormente se dispensd en tubos estériles de 60 mL.

Se establecieron tres cultivos in vitro a partir del material ex vitro, una vez sometido a los
distintos protocolos de asepsia, uno para cada protocolo. Se introdujeron las yemas laterales y
apicales de las secciones de tallo esterilizadas en medio de cultivo dispensado en tubos de
cristal, de 60 ml, con 3 mL de medio MS+BA. Las yemas fueron introducidas de forma aséptica
en una camara de flujo laminar horizontal. Las condiciones en la camara de crecimiento fueron
las siguientes, 16 horas de fotoperiodo luminico (obtenido mediante fluorescentes de luz
blanca) y una temperatura de 25°C durante el periodo luminico y de 20°C durante el periodo

oscuro.

La multiplicacion de los explantos procedentes del CEBAS se realizé cultivando las yemas, en las
mismas condiciones anteriores, a razén de 4 yemas axilares por bote, en 10 botes de cristal de
100 mL que contenian el medio de crecimiento descrito. Después de 4 semanas de crecimiento,
se replantaron las nuevas yemas producidas en nuevos botes de cultivo multiplicando el nimero

de plantulas. Este proceso se realizd 4 veces, durante un periodo total de 4 meses.

Condiciones de micropropagacion

Etiolacion: Dos grupos de 15 plantulas del stock fueron seleccionadas para someterlas a unas
condiciones de etiolacién, aislandolas de la luz en la misma camara de crecimiento, durante 2y
7 dias observandose su respuesta. Las condiciones de crecimiento fueron las mismas que las

descritas anteriormente a excepcion del fotoperiodo.

Enraizamiento: Dos grupos de 25 plantulas del stock fueron replantadas respectivamente en dos

medios de cultivo de enraizamiento consistentes en el medio MS anterior uno con 0.5 ml/L de
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acido indol-3-butirico (IBA) y otro con 1,0 ml/L de IBA (Medio enraizamiento o MS+IBA). Las

condiciones de crecimiento fueron las mismas que las plantulas stock.

Aclimatacion: 45 plantulas del stock de enraizamiento fueron replantadas en una palangana de
40x60 cm y una profundidad de 8 cm con una capa de 8 cm de vermiculita (mineral formado por
silicatos de hierro o magnesio, del grupo de las micas que se utiliza en cultivos hidropdnicos),
regando con agua desionizada, situdndose en el invernaculo a unas condiciones de 25°C y un

ciclo de luz natural.

Tratamiento salino

Salinidad: Dos grupos de 16 plantulas del stock fueron subcultivadas respectivamente en dos
medios de cultivo de crecimiento consistentes en el medio de crecimiento (MS+BA) uno con
unas condiciones de salinidad de 50 mM y 100 mM de NaCl. Las condiciones de crecimiento

fueron las mismas que las plantulas stock durante 21 dias.

Efecto del estrés salino sobre el crecimiento: Los pesos de las plantulas completas sin callo se
determinaron en los grupos control, 50 mM de NaCl y 100 mM de NaCl después de 21 dias de

crecimiento.

Preparacion de la muestra

El material vegetal se homogenizé con un tampdn de extraccién (50 mM Tris-acetato (pH 6),
conteniendo EDTA 0,1 mM, cisteina 2 mM vy Triton X-100 0.2% (v/v)) afiadiéndose también
polivinilpolipirrolidona (PVPP) a una concentracién final del 2% (p/v) realizdndose las
extracciones sobre hielo. Las muestras de los diferentes grupos fueron pesadas vy
homogeneizadas con una relacién masa/volumen de tampdn 1/4. Posteriormente las muestras
se centrifugaron a 10.000 rpm durante 20 min. a 4°C en centrifuga Sigma 3K30 con rotor 12153
(Sigma Laborzentrifuguen GmbH, Osterode am Harz, Alemania) y se recolectd el sobrenadante

para las determinaciones de la actividad enzimatica catalasa y peroxidasa.
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Determinaciones analiticas

Determinacion de proteinas totales: La concentracion de proteinas totales en el extracto vegetal
se determind por el método de Bradford (1976). El método estad basado en el cambio de color
del colorante Azul de Coomassie G-250 al interaccionar con radicales de aminodcidos basicos
(especialmente arginina) y aromaticos de la proteina. Esta unidn del colorante con las proteinas
provoca un cambio en el mdaximo de absorcién del colorante desde 465 a 595 nm
determinandose la absorbancia a 595 nm. Se utilizd una recta patrén de una disolucién de
albumina con 8 concentraciones (0,05-3,2 mg/mL). El resultado se expresé en mg de proteina

por ml de extracto 1/4 de la muestra vegetal.

Determinacion de la actividad peroxidasa: La actividad peroxidasa se determind segun una
modificaciéon de Ferrer et al. (1999). El método consiste en medir la actividad enzimatica de
peroxidasa en el homogenado. En resumen la actividad se determiné mediante la disminucion
de la absorbancia a 595 nm, en una solucién tampdn de Tris-acetato 50 mM pH 5,0, conteniendo
0,5 mM de H;0, y 1 mM del donador de electrones el 4-metoxi-a-naftol a temperatura
ambiente. El tiempo de reaccion fue de entre 120 s y se considerd un coeficiente de extincion
molar (€se5) de 21.600 M™ x cm™. El resultado se expreso en actividad enzimatica por mg de

proteina de la muestra vegetal.

Determinacion de la peroxidacion de lipidos: La concentracion de MDA, un indice de la
peroxidacion lipidica, se determind segun Cakmak et al. (1991) a partir de material vegetal
congelado en nitrégeno liquido y conservado a -802C. Aproximadamente 0,1 g del material se
homogeneizd en 1 mL de una disolucidn de 0,1% de acido tricloroacetico (TCA). Las muestras se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 min. temperatura ambiente y se recolectd el
sobrenadante. Una alicuota de 0,5 ml del sobrenadante del homogenado vegetal se mezcld con
1,5 ml de de TBA al 0,5% en una disolucion al 20% de TCA. La muestra reactiva se incubé durante
20 min. a 90°Cy se enfrid en hielo durante 5 minutos. A continuacién se centrifugé a 10.000 rpm
durante 5 min. en una centrifuga Minicen 22 con rotor RT 254 (Orto Alresa, Madrid Espafa) y
posteriormente se determind su absorbancia a 532 y a 600 nm. La concentracién del complejo
presente en el extracto MDA-TBA se calcula por diferencia entre la absorbancia a 532 nm y a
600 nm (turbidimetria no especifica). La concentracion de MDA se calculé considerando el
coeficiente de extincidn molar del MDA (€s32) 155.000 M cm™ (Heath et al. 1968). El resultado

se expreso en nmol de MDA por g peso fresco de la muestra vegetal.

Todas las mediciones espectrofotométricas descritas se realizaron en un espectrofotometro

UV/VIS DU 730 (Beckman Coulter, California, USA).
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Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante la comparacion de los valores (F) obtenidos en un
ANOVA de una via. La significancia estadistica se analizd6 mediante un test t-de Student de los
grupos que crecieron con 50 mM y 100 mM de NaCl en el medio de cultivo con respecto a las
plantulas stock o control, considerandose estadisticamente significativa una p<0,05. Todos los

analisis se realizaron utilizando el programa Microsoft Excel.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento del cultivo

El establecimiento del cultivo in vitro a partir de material proveniente de campo se intenté 3
veces, para cada uno de los protocolos de asepsia. Desde la aplicacion del protocolo de asepsia
y el cultivo del material se realizd un seguimiento de la evoluciéon del cultivo durante una semana
para cada uno de los protocolos. En funcidn de su evolucidn se aplicaba un nuevo protocolo de
asepsia. Todos los protocolos de asepsia realizados fueron infructuosos debido a la elevada
contaminacién fungica observada. Esta contaminacién resulté ser totalmente invalidante para
el establecimiento de un cultivo in vitro estéril tal como puede observarse con los sintomas
externos de contaminacién fungica en las Figura 2, y poder obtener asi un stock suficiente de
plantulas. Seguramente esta dificultad en la asepsia es debido a las propias caracteristicas de los
explantos, estos presentan una gran superficie (con numerosos pelos), lo que dificulta la accién

de antisépticos y fungicidas.

Figura 2. Contaminacion fungica observable. Esta Figura 3. Stock de plantulas viables, imagen parcial.
contaminacion fue similar para los protocolas A, By C
en el protocolo de asepsia.
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Por ello se decidio, como alternativa, el establecimiento del cultivo a partir de las 10 plantulas
cedidas por el CEBAS. Después de 4 meses de cultivo de las plantulas cedidas se obtuvo un stock
final de 380 plantulas viables (Figura 3). A partir de este conjunto de plantulas se iniciaron los
estudios en las diferentes condiciones de propagacion para optimizar su desarrollo y para el

estudid del estrés salino.

Evaluacion de las condiciones de propagacion

Etiolacion: Las plantulas, que fueron aisladas de la luz, mostraron un elevado crecimiento a los
2 dias con una gran distancia entre nudos. A los 7 dias, el crecimiento en altura fue interrumpido
por el propio tamafo del bote. Este proceso se realizé para comparar si la planta mas grande
enraiza y se aclimata mejor que una que tenga los entrenudos cortos. Por eso se determind
como tiempo de etiolacién suficiente los 2 dias, ya que las plantulas con 7 dias presentaban un
tallo demasiado largo para ser recultivadas. Las plantulas etioladas durante 2 dias fueron
replantadas posteriormente en los medios de enraizamiento y finalmente pasaron a

aclimatacion (Figura 3).

Figura 4. Efecto de la etiolacion sobre el crecimiento alos  Figura 5. Efecto de la etiolacién sobre el crecimiento
2 dias (izquierda) y a los 7 dias (derecha). Cada bote durante 2 dias (derecha) y las plantulas control
incluye 4 plantulas. (izquierda). Cada bote incluye cuatro plantulas.
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Enraizamiento: Las plantas recultivadas en el medio de enraizamiento después del proceso de
etiolacidn, desarrollaron las raices sin ningun problema. De las 25 plantas que se cultivaron,
después del proceso de etiolacion, en los dos medios de enraizamiento (MS+IBA), uno con una
concentracién de 0,5 ml/L de IBAy otro con una concentracion de 1 ml/L de IBA, el 100% enraizé
con un tamafio de raiz similar. Las plantas desarrollaron unas raices equilibradas y de buen
tamafio no observandose diferencias visuales entre las raices en las dos concentraciones de IBA

utilizadas en los medios de enraizamiento.

Figura 6. Plantas cultivadas en medio de enraizamiento 0,5 Figura 7. Detalle del enraizamiento con 1ml/L de IBA.
ml/l de IBA (derecha) y con 1 ml/L de IBA (izquierda),
posterior a la etiolacién. Cada bote incluye 4 plantulas.

Aclimatacion: La aclimatacion se realizd con las plantulas enraizadas en los dos medios. Se
escogieron las 45 plantulas que enraizaron, y de estas han sobrevivido 39 en el proceso de

aclimatacién realizado. Por lo que se obtuvo una tasa de éxito del 86,7%.

El establecimiento de las condiciones de crecimiento en cuanto a su desarrollo aéreo,
enraizamiento y posterior aclimatacion fue realizado con un medio de crecimiento standard MS,
una etiolacion de dos dias y una concentracién en el medio de enraizamiento de IBA optima
entre 0,5y 1 ml/Ly con una posterior aclimatacion al invernaculo obteniéndose un rendimiento

del 86,7%.
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Respuesta al estrés salino

El efecto de la salinidad, después de 21 dias de tratamiento en los dos medios salinos, se aprecia
de manera visual. Se observa un tamafio ligeramente inferior a mayor concentracion de NacCl
(Figuras 8-9), presentando asimismo sintomas de deshidratacion y marchitez en Ia
concentracion de 100 mM de NaCl. Pero analizando los datos del porcentaje de la masa de las
plantulas respecto a las planta control (Tabla 1) podemos observar cémo las plantas que crecen
en medio con 50 mM de NaCl, se detecta una reduccién, en aproximadamente un 6 %, de la
cantidad de biomasa producida respecto a las plantulas control. En las plantulas que crecen en
medio con 100 mM de NaCl se produce una reduccion mucho mayor respecto a las plantulas
control, aproximadamente un 40%, de la biomasa producida lo que nos indica un efecto téxico
gue disminuye su tasa de crecimiento. Ademas las plantulas que crecen en medio de 100 mM
de NaCl también presentan diferencias en su produccion de masa respecto a las plantulas
cultivadas en medio de 50 mM de NaCl, resultados similares a los obtenidos anteriormente

(Miladinova et al. 2013).

Figura 8. Crecimiento de las plantas control (derecha) y  Figura 9. Crecimiento de las plantas cultivadas en un

cultivadas en un medio con una concentracion de 50 MM  medio con una concentracién de 50 mM de NaCl

de NaCl (izquierda) a las 4 semanas de crecimiento. (izquierda) y cultivadas en un medio con una
concentracién de 100 mM de NaCl (derecha) a las 4
semanas de crecimiento.
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Tabla 1. Masa de las plantulas sometidas a estrés salino durante 21 dias expresado en porcentaje.

Control 50 mM Nacl 100 mM NaCl

Porcentaje de masa (%) 100 94 61

Los resultados expuestos en la Figura 8, nos indican un efecto negativo estadisticamente
significativo sobre la concentracidon de proteina en funcidn de la concentracion de NaCl del
medio de cultivo. Los resultados obtenidos por Ayala-Astorga et al. (2010) en cultivos in vitro
durante 15 y 30 dias de Paulownia imperialis y Paulownia fortunei, en un medio de cultivo WPM
(Woody Plant Medium, con un 30 g/L sucrosa, 8 g/L de agar y pH 5,8) conteniendo diferentes
concentraciones de NaCl (0, 20, 40, 60, 80, y 160 mM). A los 15 dias la concentracidn de proteina
fue mayor en las plantas de Paulownia imperialis cultivadas en una concentracién de 20 mM de
NaCl, similar entre las concentraciones de 40 a 60 mM y presentaban una fuerte disminucién a
concentraciones de 160 mM de NaCl. Pero a los 30 dias la concentracion de proteina disminuyd
significativamente en las plantas cultivadas con 80 mM de NaCl pero de forma extraordinaria
aumentoé en las plantas cultivadas con 160 mM de NaCl. Respecto al cultivo de Paulownia
fortunei se observd que en las plantas cultivadas a mayores concentraciones de salinidad (80 y
160 mM) mostraron concentraciones mas elevadas de proteina a los 15 dias, mientras que las
plantas cultivadas a concentraciones inferiores fueron similares a la plantas control. A los 30 dias
se observd de nuevo un aumento de la concentracion de proteina en las plantas cultivadas con
160 mM de NaCl. Nuestros resultados son comparables a los producidos a los 15 dias y a los 30
dias en Paulownia imperialis. En este punto debemos sefialar que existen claras diferencias
entre el trabajo de Ayala-Astorga et al. (2010) respecto a nuestro trabajo, ya que nosotros no
teniamos las plantulas enraizadas y el medio de cultivo era diferente, nuestro medio aportaba

una cantidad cuatro veces mayor de NH4sNO; (Miller et al. 2013).
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Figura 8. Concentracion de proteina en el extracto vegetal de plantulas (1:4) (mg/mL) cultivadas durante
21 dias en medio Control y en medio conteniendo 50 mM de NaCl, 100 mM de NaCl. ANOVA, *p<0.05
respecto a control y ¥p<0.05 respecto a 50 mM mediante test t-de Student (n=6).

Debemos seialar que los resultados obtenidos por nosotros son contradictorios, si los
comparamos con los de otros investigadores que utilizaron otras plantas. Hemos observado que
hay una gran disparidad entre los autores, unos indican un efecto negativo en el contenido de
proteina respecto al estrés salino, pero otros presentan resultados contrarios con un efecto
positivo respecto al estrés salino. Los estudios se realizaron en diferentes tipos de plantas,

herbdaceas y no herbaceas, en diferentes medios de cultivo y tiempos de cultivo (Qados 2011).

Una de las caracteristicas que induce el estrés salino es la eliminacién de los iones de potasio
por parte de las raices de las plantas, lo que provocaria un desequilibrio fisiolégico al ser el

potasio necesario para la sintesis de proteinas. La pérdida de potasio provocaria la disminucion
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del crecimiento y de su desarrollo (Chen et al. 2007) tal como hemos observado en la produccidn
de biomasa. Si se prolonga el estrés podria afectar a la sintesis de proteinas y, finalmente, hacer
que disminuya dicha sintesis (Caplan et al. 1990). Por otra parte, el aumento de la concentracion
de proteina observada por diversos autores podria deberse a los efectos osméticos producidos
por las elevadas concentraciones salinas externas. Otros autores indican que, para sobrevivir en
situaciones de estrés, las plantas son capaces de acumular proteinas para proteger a las células
de los efectos de estrés (Wang et al. 2003), pero seguramente este es un efecto agudo que no

pueden mantenerse en el tiempo.

El andlisis realizado por nosotros abarcaba a la totalidad de la plantula, pero seria necesario
realizar un analisis mas preciso en las diferentes regiones de la misma, hojas, tallo y raices para
poder determinar el efecto de la salinidad sobre las diferentes estructuras en plantas totalmente

enraizadas.

Actividad peroxidasa

En la Figura 8 se muestra la actividad peroxidasa en los tres grupos experimentales estudiados.
Las peroxidasas son enzimas oxidorreductasas que utilizan el perdxido (oxigeno en estado de
oxidacion -1) como oxidante y un sustrato reductor que es oxidado. Las peroxidasas se
encuentran localizadas en las vacuolas, citosol y pared celular, actuando sobre el H,O, producido
por las plantas (Mitler 2002). Un exceso de H,0, crea problemas en las plantas, al ser el H0, un
potente inhibidor del ciclo de Calvin, y este reacciona durante su descomposicién con todo tipo
de moléculas estructurales y metabolitos tales como ADN, proteinas, lipidos y otras moléculas

celulares esenciales como son los pigmentos (Shen et al. 1997 y Meloni et al. 2003).
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Figura 8. Actividad peroxidasa en el extracto vegetal de plantulas respecto a la proteina total
(umoles/min-mg proteina) cultivadas durante 21 dias en medio Control y en medio conteniendo 50 mM
de NaCl, 100 mM de NaCl. ANOVA, p<0.05 respecto a control y ¥p<0.05 respecto a 50 mM mediante test
t-de Student.(n=3)

Los niveles de la actividad antioxidante enzimatica en condiciones de estrés salino es muy
variable entre las especies de plantas e incluso entre variedades de una misma especie (Bartoli
et al. 1999). Por ello la efectividad de la actividad antioxidante capaz de neutralizar las ROS
producidas dependera tanto de la intensidad del estrés salino como de la capacidad y la etapa

de desarrollo de la planta en el momento en que se produce dicho estrés.

En el experimento, los datos obtenidos muestran un incremento de la actividad peroxidasa en
las plantulas cultivadas en un medio con 50 mM de NaCl respecto a las plantulas control (Figura
8). Sin embargo, esta actividad disminuye de forma significativa en las plantulas cultivadas en
un medio con 100 mM de NaCl tanto respecto a las plantulas control como respecto a las
cultivadas en un medio con 50 mM de NaCl. Este hecho nos indica que los efectos de la salinidad
superan los sistemas reguladores de respuesta a estrés de la planta, produciéndose ya efectos
téxicos como se demuestra en un menor crecimiento y en el aspecto de dichas plantulas. Como
hemos sefialado en la Introduccién, en presencia de estrés salino las plantas presentan una
tendencia a incrementar la concentracién de H,0, y en consecuencia se deben poner en marcha
todos los mecanismos para evitar sus efectos, entre ellos incrementar la actividad de las

peroxidasas. Debemos sefialar que nuestros resultados son comparables a los resultados
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obtenidos en otras especies por otros autores (El-Mashad et al. 2012), en donde demuestran un
incremento de la actividad peroxidasa al ir incrementando el estrés salino hasta llegar a un
maximo, a partir del cual la actividad va disminuyendo progresivamente. Por ello podriamos
indicar que inicialmente se produce un proceso de adaptacion al estrés salino mediante los
mecanismos disponibles, pero cuando dicho estrés es superior a la capacidad de respuesta la
actividad disminuiria de forma progresiva. Por ello, no es fécil establecer indicadores validos
para la tolerancia a la sal ya que existen considerables variaciones en la produccién de
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos como respuesta al estrés salino presentandose una
gran variacion intra-especie y también de acuerdo al estado de desarrollo de la planta (Ashraf

2004).

Peroxidacion lipidica

La concentracién de MDA en Paulownia aumento significativamente (Tabla 2) en las plantulas
cultivadas al incrementar la concentracion de NaCl del medio de cultivo. A 50 mM NaCl, la
concentracion de MDA aumento aproximadamente un 3,5 respecto al valor de las plantulas
control y los valores continuaron aumentando en las plantulas cultivadas con 100 mM de NacCl.
Estos resultados son consistentes con los experimentos realizados con Allium L., donde la
peroxidacidn lipidica aumentd con la salinidad (El-Baky et al. 2003), o en Vigna unguiculata
donde se observé un aumento en las plantas cultivadas con 200 mM de NaCl (Cavalcanti et al.
2004) al igual que en plantas de Carrizo citrange cultivadas con 30, 60, y 90 mM NaCl (Arbona et
al. 2003).

Tabla 2. Estimacion de la peroxidacion lipidica mediante el método MDA-TBARS en plantulas sometidas a estrés salino
durante 21 dias expresado como media de la concentracion de MDA respecto a peso de planta + ESM (n=3) (ANOVA,
*p<0.05 respecto a Control mediante test t-de Student).

Control 50 mM Nacl 100 mM NacCl

MDA (nmol/g planta) 13,6 +13,4 42,6 +04,5" 69,1 +44,7*

La peroxidacion lipidica es una de los principales mecanismos moleculares implicados en el dafio

oxidativo a las estructuras celulares y puede conducir a la muerte celular. Esta peroxidacion
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afectara a las membranas bioldgicas induciendo cambios en sus propiedades fisicoquimicas
pudiendo alterar la funcion de los lipidos y las proteinas de las mismas como son, por ejemplo,
la estructura, la fluidez, la flexibilidad y la permeabilidad selectiva de las membranas celulares.
Por ello podriamos senalar que hay dos consecuencias al proceso de peroxidacién, dafios
estructurales con consecuencias funcionales y generacion de productos secundarios de la
degradacion de los lipidos que conducen a la interaccion con otras moléculas proteinas, hidratos
de carbono,...). Estos efectos se produciran en la mayoria de las membranas celulares,
incluyendo cloroplastos, mitocondrias, microsomas, peroxisomas y membrana plasmatica

(Bhattacharjee 2005).
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CONCLUSIONES

Las conclusiones del trabajo realizado fueron:

1. La asepsia del material vegetal, recolectado ex vitro de Paulownia sp., para su propagacion in
vitro es dificil, debido a las propias caracteristicas de los explantos, lo que dificulta la accién de

antisépticos y fungicidas.

2. Una vez establecido el cultivo in vitro, Paulownia se multiplicé y mantuvo facilmente. Siendo

su enraizamiento y aclimatacidn exitosos con un porcentaje del 86,7%.

3. Paulownia sp. baja su crecimiento in vitro al incrementar la concentracion salina en el medio

de cultivo. La masa producida disminuyé un 6% a 50 mM y un 40% a 100 mM de NaCl.

4. La produccidon de proteina soluble disminuyd a medida que se incrementd la concentracion

salina del medio de cultivo en condiciones in vitro.

5. La actividad peroxidasa aumentd al incrementar la concentracion salina en el medio de cultivo

a 50 mM, pero dicha actividad disminuyd en un medio de cultivo con 100 mM de NaCl.

6. Los daios de peroxidacion sobre la membrara celular aumenté al incrementar el estrés salino.

7. En conjunto se observd una buena respuesta al estrés salino en un medio de cultivo con una

concentracion de 50 mM de NaCl en condiciones in vitro.

8. Las plantas de Paulownia sp sufrieron dafios importantes en su desarrollo en un medio de

cultivo con una concentracién de 100 mM de NaCl en condiciones in vitro.
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