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Resumen

La necrosis apical aparece de forma habitual durante el cultivo in vitro de plantas lefiosas y ha sido des-
crita en Pistacia vera desde los inicios de su cultivo in vitro. Es un problema complejo, ya que no se ha po-
dido determinar su causa de forma definitiva a pesar de los numerosos trabajos realizados y limita enor-
memente su cultivo in vitro, por lo que la busqueda de condiciones que controlen su aparicién es de gran
interés. En este trabajo se estudia la presencia de necrosis apical en diferentes medios de cultivo y el efecto
de diferentes factores (adicion de calcio, enfriamiento basal, nUmero de brotes por frasco o frascos ven-
tilados de mayor volumen) en la necrosis apical de brotes de pistacho in vitro. El medio DKW disminuye
la incidencia de necrosis apical en comparacién con los medios MS o WPM, posiblemente debido a que la
concentracién de calcio en el medio DKW es 3 veces superior que en los otros medios. Esto ha podido oca-
sionar la falta de efecto de la adicién de calcio al medio DKW, en forma de gluconato de calcio, en la ne-
crosis apical y en otros pardmetros estudiados: porte del brote, tasa de multiplicacién o nimero de en-
trenudos. Sin embargo, tanto el enfriamiento basal, o el menor nimero de brotes por frasco, como el uso
de frascos ventilados y de mayor volumen, han disminuido la necrosis apical y mejorado el porte de forma
significativa respecto al control, aunque no se encontraron diferencias entre ellos. Estos resultados se dis-
cuten en términos de que una mayor cantidad de medio de cultivo por brote y el aumento de la transpi-
raciony el transporte de nutrientes pueden tener un efecto beneficioso en el cultivo in vitro del pistacho.

Palabras clave: Pistacho, gluconato de calcio, enfriamiento basal, nUmero de brotes, ventilacién.

Summary
Factors affecting shoot tip necrosis of Pistacia vera L. shoots cultured in vitro

Shoot tip necrosis is a common problem during in vitro culture of woody plants and was described in
Pistacia vera right from the start of its culture. It is a complex problem whose cause could not be found
yet, in spite of the numerous attempts already made, and limits to a great extent its tissue culture. In
this work, pistachio shoot tip necrosis is studied in three different culture media, as well as the effect
of different factors (Ca-gluconate, bottom cooling, shoot number or aeration) on shoot tip necrosis. DKW
medium performed better than MS or WPM media, possibly due to its greater Ca concentration (up to
3 times more). This can be the cause of the lack of effect of Ca additions in the form of Ca-gluconate
to DKW medium on shoot tip necrosis and on other parameters: shoot quality, multiplication rate or
number of internodes. However, any of these factors: bottom cooling, shoot number per flask, or the
use of vented jars with a bigger volume, had improved shoot tip necrosis impact and shoot quality in
a significant way related to the control, although no significant differences among them were found.
The results are discussed in terms of the beneficial effect on pistachio tissue culture of both higher quan-
tities of medium per shoot and an increase of transpiration and nutrient transport through the shoot.

Key words: Pistachio, Ca-gluconate, bottom cooling, shoot number, aeration.



316 E. Garcia, P. Lorente, J.A. Marin, P. Andreu y A. Arbeloa ITEA (2011), Vol. 107 (4), 315-323

Introducciéon

La necrosis apical aparece de forma habitual
durante el cultivo in vitro de plantas lefiosas
(Bairu et al., 2009) y ha sido descrita en Pis-
tacia vera desde 1985 (Barghchiy Alderson,
1985). A pesar de existir diferentes hipotesis
sobre las causas que provocan la necrosis
apical, no se ha podido determinar su origen
de forma definitiva (Bairu et al., 2009), lo que
indica la complejidad del problema. En pis-
tacho, la necrosis apical limita enormemente
su cultivo in vitro y sus aplicaciones para su
multiplicaciéon y conservacion, obligando a
subcultivos frecuentes, por lo que la bus-
queda de condiciones que limiten o contro-
len su aparicién es de gran interés.

La necrosis apical se ha relacionado con nu-
merosos factores entre ellos el calcio, para el
que existen multiples referencias bibliografi-
cas donde el aumento de su concentracién en
el medio de cultivo alivia la incidencia de la
necrosis apical de numerosas especies, in-
cluida el pistacho (Barghchiy Alderson, 1996).
Otro factor que se ha relacionado es el tipo
de medio y la concentracién de sus compo-
nentes, con resultados contradictorios, de
manera que Bairu et al. (2009) concluyen que
es la disponibilidad de los elementos del me-
dioy no su concentracién en el mismo lo que
es importante. La ventilacion de los cultivos,
relacionada con la transpiracion de los brotes,
actuaria en este contexto de dos maneras,
bien aumentando el flujo de nutrientes hacia
la parte superior del brote, o bien evitando la
acumulacién en el frasco de cultivo de gases
y compuestos volatiles que pueden afectar al
brote, como el CO, o el etileno (De Proft et
al., 1985; Podwyszynska y Goszczynska, 1998).
Otro factor entre los relacionados con la ne-
crosis apical es la frecuencia de subcultivos
(Jain et al., 2009), que proporciona los nu-
trientes necesarios a los brotes evitando su
agotamiento y favorece la eliminacion de
compuestos exudados por los brotes con una
posible accién nociva.

En este trabajo se describe la incidencia des-
igual de la necrosis apical en diferentes me-
dios de cultivo durante la tercera semana de
cultivo, y se estudia el efecto de diferentes
factores en la necrosis apical de brotes de pis-
tacho cultivado in vitro.

Materiales y métodos
Micropropagacién de P. vera

Brotes de P. vera cultivados in vitro durante
mas de dos ainos se subcultivaron en distintos
medios de cultivo para su comparacién: DKW
(Driver y Kuniyuki, 1984), MS (Murashige y
Skoog, 1962) y WPM (Lloyd y McCown, 1980),
afiadiendo 0.5 uM IBA, 5 uM BA, 30 g I'' de
sacarosa, y 7 g I'" de agar (Difco Bacto-agar)
segun el método descrito por Garcia et al.
(2010). Los cultivos se mantuvieron en una
camara de cultivo con fotoperiodo de 16 h
con luz blanca proporcionada por fluores-
centes “cool-white” y una intensidad de 35
pumol m2 sy temperatura de 24°Cy se sub-
cultivaron cada tres semanas. Se compararon
los diferentes medios de cultivo atendiendo
a: necrosis apical (%), numero de entrenudos
por brote y tasa de multiplicacién (nimero
de brotes a partir de un brote), a las 3 se-
manas del subcultivo. Se analizaron 56 bro-
tes por tratamiento y se realizaron dos re-
peticiones. Los datos fueron analizados,
segun su distribucion, con diferentes pruebas
estadisticas: test de Kruskal-Wallis (nUmero
de entrenudos por brote y nimero de brotes
por brote o tasa de multiplicacion) y el test
de proporciones “prop. test” (necrosis api-
cal). Se utilizé el paquete estadistico R (R
Development Core Team, 2008).

Necrosis apical

Se han usado para este trabajo brotes de P.
vera cultivados in vitro durante mas de dos
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anos. Los brotes se multiplicaron en una cé-
mara de cultivo en condiciones similares a las
descritas anteriormente. Los brotes se sub-
cultivaron cada 3 semanas en un medio DKW
modificado con 0.01 g I'" de acido ascérbico
(antioxidante).

Para estudiar el efecto de diferentes factores
en la necrosis apical de los brotes, se aumenté
la duracién entre subcultivos a 6 semanas, ya
que a partir de la tercera semana aumenta la
aparicién de necrosis apical. Se estudiaron 4
tratamientos comparados con el control, en el
que se utilizaron frascos de cultivo de vidrio
de 100 ml de volumen (Sigma, St. Louis, MO,
USA) con tapas Magenta B-cap (Sigma) en los
que se colocaron 7 brotes por frasco y 30 ml
de medio de cultivo DKW modificado como
se ha descrito anteriormente. Para evaluar el
posible efecto del aumento de la concentra-
cion de calcio se anadioé al medio gluconato
de calcio (3 mM) en las mismas condiciones
del control. Igualmente se estudié el efecto
del enfriamiento basal; se creé un gradiente
de temperatura creciente entre el medio de
cultivo y el ambiente, lo que favorece la
transpiraciéon y el transporte de nutrientes.
Los frascos de cultivo se colocaron en una su-
perficie refrigerada, a 6°C por debajo de la
temperatura ambiente de la cdAmara de cul-
tivo, manteniendo las demas condiciones
como en el control. Se estudié, ademas, el
efecto del tipo de frasco de cultivo y la ven-
tilacién comparando el control con un frasco
de polipropileno (Sigma) de mayor volumen
(700 ml) con tapas provistas de una mem-
brana de 0.22 pm de didmetro de poro que
permite el intercambio de gases, pero no la
entrada de microorganismos, a los que se
anadieron 100 ml de medio de cultivo y se co-
locaron 12 brotes por frasco. Por ultimo, se
estudio el efecto de la reduccién del nimero
de brotes por frasco: 5 brotes en lugar de los
7 brotes del control, de manera que cada
brote tuviera una mayor cantidad de medio

de cultivo disponible, manteniendo las demas
condiciones como en el control.

Se realizaron 5 repeticiones por tratamiento,
excepto en el frasco de mayor volumen, que
se realizaron 3, siendo el numero inicial de
brotes 35 (control, gluconato de calcio, en-
friamiento basal), 36 (frasco de cultivo) o 25
(numero de brotes). Se evaluaron diferentes
parametros en un numero variable de brotes
que dependié de la tasa de multiplicacion
durante el periodo de cultivo en cada trata-
miento: control (88 brotes); gluconato de
calcio (70 brotes); enfriamiento basal (75 bro-
tes); frasco de cultivo (120 brotes) y niUmero
de brotes (59 brotes). Después de 6 semanas
de cultivo se evaluaron diferentes parame-
tros: 1) la aparicion de necrosis apical; 2) el
porte del brote, asignando a cada brote una
categoria: “Malo”, si la planta presentaba
necrosis apical y ademas presentaba un as-
pecto muy deteriorado, “Regular”, si la
planta presentaba los apices amarillentos y
“Bueno”, si la planta presentaba crecimiento
activo y sin sintomas de necrosis; 3) el nu-
mero de entrenudos por brote y 4) la tasa de
multiplicacién durante el periodo de cultivo
(numero de brotes al final del periodo de cul-
tivo por brote inicial). Los datos se analizaron
segun su distribucion: el efecto de los dife-
rentes tratamientos sobre la necrosis apical se
analizé6 mediante la regresion logistica, se-
gun un modelo lineal con errores binomiales,
para obtener tablas de ‘deviancia’ que son
analogas a las del analisis de varianza, utili-
zando la transformacién “logit link function”
a las probabilidades de los datos (logit p =
[p/(1-p)]. El porte del brote se estudié me-
diante el andlisis de tablas de contingencia
utilizando el test de la Chi cuadrado. El nu-
mero de entrenudos se analizé mediante un
analisis de la varianza de una via. Se utilizé el
paquete estadistico R (R Development Core
Team, 2008).
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Resultados y discusion

La necrosis apical de brotes de P. vera cultiva-
dos in vitro ha estado influida de forma muy
significativa (p<0.001) por el medio de cul-
tivo utilizado (Figura 1). El medio DKW ha
mostrado la menor incidencia de necrosis api-
cal, con un nimero medio de entrenudos su-
perior a 6 y manteniendo una tasa de multi-
plicacién de 2.5 brotes por brote en cada
subcultivo, inferior a la tasa del medio WPM
(3.5 brotes por brote), que presentaba sin em-
bargo una proporcién de brotes con necrosis

apical superior al doble que el DKW (60%) y
un menor numero medio de entrenudos por
brote (5), siendo estas diferencias altamente
significativas (p<0.001). Por otra parte, el me-
dio MS muestra una posicién intermedia en el
porcentaje de apices necréticos, pero con la
menor tasa de multiplicacion (Figura 2).

Los medios de cultivo comparados difieren no-
tablemente en su composicion mineral. Den-
tro de los elementos minerales que mas se re-
lacionan con la presencia de necrosis apical se
encuentran el boro y el calcio (Barghchi y

Figura 1. Brotes de Pistacia vera cultivados in vitro. A. Brote mostrando
sintomas de necrosis apical. B. Brote sano.
Figure 1. Pistacia vera shoots grown in vitro. A. Shoot showing
shoot-tip necrosis. B. Healthy shoot.

Alderson, 1989; George, 1993). El ion Ca?*
esta involucrado en la morfogénesis in vitro
y se requiere para muchas de las respuestas
inducidas en las plantas por los reguladores
de crecimiento (George, 1993). Una de las di-

ferencias mas notables entre los diferentes
medios de cultivo empleados es la concen-
tracion de calcio, asi, el medio DKW triplica
su concentracion respecto a MSy a WPM, sin
embargo, el boro tiene una concentracion si-
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milar. La deficiencia de calcio en las plantas
ha sido asociada con necrosis apical y un po-
bre crecimiento de las raices en diversas es-
pecies cultivadas in vitro, como el pistacho
(Barghchi y Alderson, 1989 y 1996) y otras
plantas lefiosas (Singha et al., 1990; Piagnani
et al., 1996; Bairu et al., 2009; Thakur y Kan-
war, 2011). La menor incidencia de la necro-
sis apical observada en el medio DKW podria
estar relacionada con su mayor concentra-
cion en calcio (Figura 2).

La apariciéon de necrosis apical es un pro-
blema importante en cultivo in vitro, ya que
obliga, bien a aumentar la frecuencia de los
subcultivos, reduciendo el tiempo entre sub-
cultivos a 3 semanas o menos para minimizar
su incidencia, bien a la aplicacion de diferen-
tes tratamientos que disminuyan su presencia.

La necrosis apical se ha reducido de forma al-
tamente significativa (p<0.001) gracias a la
aplicacion de distintos tratamientos, como el
enfriamiento basal, el uso de un frasco venti-
lado de mayor volumen o la reduccién del
numero de brotes, en los que las diferencias
en el porcentaje de brotes con apices necro-
sados fueron estadisticamente significativas
con respecto al control (Figura 3). Sin em-
bargo, la adicién de gluconato de calcio no
mostré una reduccién apreciable en la necro-
sis apical (Figura 3). En P, vera la adicién de Ca
al medio de cultivo produjo una reduccién en
la incidencia de necrosis cuando los brotes se
multiplicaron en medio MS, sin afectar a la
multiplicacién de brotes, y no asi la adicion de
boro (Abousalim y Mantell, 1994; Barghchi y
Alderson, 1996). El aumento de la concentra-

Figura 2. Comparacién de diferentes medios de cultivo con brotes de Pistacia vera. A. Porcentaje de
brotes mostrando necrosis apical. B. Tasa de multiplicacion (nimero de brotes finales por

cada brote inicial). C. Numero de entrenudos por brote. Letras diferentes indican

diferencias significativas (p<0.001) entre los medios de cultivo.

Figure 2. Culture media comparisons with shoot cultures of Pistacia vera. A. Percentage of shoots
showing apical necrosis. B. Multiplication rate (final number of shoots per shoot). C. Internode
number per shoot. Different letters indicate significant differences (p<0.001) among culture media.
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Figura 3. Efecto de los diferentes tratamientos en el cultivo de brotes de Pistacia vera in vitro,
tras seis semanas de cultivo. A. Porcentajes de brotes que mostraban necrosis apical. B. Porcentaje
de brotes en las diferentes categorias segun su calidad para cada tratamiento. C. Tasa de
multiplicacion (nimero de brotes finales por brote). D. NUmero de entrenudos por brote.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.001) entre los tratamientos.

Figure 3. Effect of different treatments on Pistacia vera shoot culture in vitro. A. Percentages
of shoots showing apical necrosis. B. Percentages of shoots from different categories depending
on their shoot quality —low, intermediate or high. C. Multiplication rate (final number
of shoots per shoot). D. Internode number per shoot. Different letters indicate
significant differences (p<0.001) among treatments.

cién de calcio no ha tenido un efecto sobre la
necrosis en este trabajo lo que sugiere que el
medio DKW tiene ya una concentracién de
calcio suficiente, de manera que la incidencia

sobre la necrosis no ha mejorado con la adi-
cién de 3 mM de gluconato de calcio. Esto
viene reforzado al compararlo con los otros
medios de cultivo empleados (MS y WPM) que
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contienen una concentracion de calcio tres
veces menor que el medio DKW y en los que
la necrosis apical fue muy superior (Figura 2).

Por otra parte, el menor nimero de brotes
por frasco de cultivo (5 brotes frente a 7 en el
control) ha tenido, asimismo, un efecto im-
portante en la reduccién de la necrosis apical,
siendo el tratamiento que presentd el menor
porcentaje de brotes con necrosis, con una di-
ferencia muy significativa (p<0.001) respecto
al control y al tratamiento con gluconato de
calcio, aunque las diferencias no son signifi-
cativas respecto a los tratamientos de en-
friamiento basal y al frasco de cultivo de ma-
yor volumen (Figura 3), quiza por el tamafio
de la muestra. La mayor disponibilidad de
medio de cultivo por brote cultivado, au-
mentada en el tratamiento con menor nu-
mero de brotes (un 40%) y en el cultivo en
frascos de gran volumen (94%) parece tener
un efecto beneficioso, similar al aumento de
la transpiracion debido al enfriamiento basal
o la aireacion (Figura 3) en la necrosis apical.
En otros trabajos la reduccién de la humedad
relativa o el aumento de la aireacién en los
frascos no produjeron ningun efecto sobre la
necrosis apical en pistacho (Barghchiy Alder-
son, 1996). El volumen del contenedor usado
para cultivo in vitro y el nUmero de brotes cul-
tivados puede afectar al crecimiento y mor-
fogénesis in vitro probablemente debido a
que produce cambios en la concentracién de
oxigeno, dioxido de carbono, etileno u otros
volatiles (George, 1993). También producen
un cambio en la proporcion explanto/medio,
explanto/aire o medio/aire lo que podria es-
tar relacionado con la necrosis apical.

La calidad de los brotes obtenidos tras el cul-
tivo durante 6 semanas en los diferentes tra-
tamientos se valoré evaluando diferentes ca-
racteres del brote ademas de la necrosis apical.
El porte de los brotes obtenidos con los dis-
tintos tratamientos fue significativamente me-
jor en los tratamientos en los que también se
redujo la necrosis apical: enfriamiento basal o

numero de brotes. Sin embargo, en el trata-
miento del frasco de cultivo de mayor volu-
men y aireado, muchos de estos brotes pre-
sentaban un porte “regular”, inferior a los
tratamientos anteriores, lo que puede deberse
a que este aumento de medio y de volumen
por brote no esté tan equilibrado como en el
caso de la reduccién del nimero de brotes. En
nuestras condiciones, la reducciéon del nUmero
de brotes supuso un aumento del 40% del vo-
lumen de aire por brote respecto al control,
mientras que fue del 500% en el caso del
frasco de mayor volumen. En general las con-
diciones 6ptimas tanto de la forma como del
tamafo del frasco de cultivo son muy dife-
rentes entre especies y varian también al va-
riar otros factores como el tipo de material del
recipiente, tipo de cierre o volumen del medio
de cultivo (George, 1993).

La tasa de multiplicacion después de las 6 se-
manas de cultivo bajo los diferentes trata-
mientos mostré que el cultivo en frascos de
gran volumen con aireaciéon presentaba la
mayor tasa de multiplicacién, obteniéndose
un numero de brotes final notablemente su-
perior a los demas tratamientos, aunque es-
tos fueran de menor calidad. El tratamiento
de menor nimero de brotes por frasco de cul-
tivo mostré una tasa de multiplicacion similar
al control pero con un mayor nimero de en-
trenudos por brote (Figura 3), aunque no
muestran diferencias significativas en con-
junto. Esto sugiere que la necrosis no afecta
al desarrollo del brote desde el inicio, sino
que apareceria tras un determinado grado de
desarrollo. La mayor disponibilidad de medio
de cultivo no parece tener una relacién di-
recta con el niumero de entrenudos que pa-
recen depender de otros factores como los re-
guladores de crecimiento (Sghir et al., 2005),
pero la tasa de multiplicacion fue maxima en
el frasco de mayor volumen, cuando la dis-
ponibilidad de medio de cultivo fue mayor.

Tanto la mejora de la transpiracién de los bro-
tes, como la mayor disponibilidad de medio
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de cultivo por brote cultivado son beneficio-
sas para el cultivo de pistacho in vitro, redu-
ciendo la apariciéon de apices necrosados y
mejorando la calidad del brote, con un color
mas verde y mayor turgencia. El aumento
del gradiente de humedad relativa dentro
del frasco, desde la superficie del medio de
cultivo hasta la tapa del frasco, que favorece
una mayor transpiraciéon y mejora el trans-
porte de nutrientes hasta la parte superior
del brote, se ha realizado por una parte, me-
diante el enfriamiento basal, creando un gra-
diente térmico de 6°C entre la base del frasco
y el ambiente de la cdmara, y por otra, me-
diante la utilizacion de tapas con membranas
porosas de 0.22 um de didmetro de poro que
permiten el intercambio de gases, pero no la
entrada de microorganismos.

En este trabajo se ha estudiado la necrosis
apical en diferentes medios de cultivo y el
efecto de diferentes factores (adicion de cal-
cio, enfriamiento basal, niumero de brotes
por frasco o frascos ventilados de mayor vo-
lumen) en la necrosis apical, en el desarrollo
de los brotes de pistacho in vitro y en su ca-
lidad. Los resultados indican que un bajo
porcentaje de brotes con necrosis apical y el
desarrollo de brotes de buena calidad estan
asociados con un medio de cultivo enrique-
cido en calcio hasta un nivel 6ptimo, con una
mayor cantidad de medio de cultivo por
brote y con una mayor transpiracién y trans-
porte de nutrientes a través de los brotes.
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