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Resumen

Las especies del género Thymus L. (Lamiaceae) presentan un gran interés como
plantas medicinales, condimentarias y de extractos, con multiples aplicaciones actuales
y potenciales debido a la alta riqueza en metabolitos secundarios bioactivos que
producen. Concretamente, especies como Thymus piperella L., practicamente
endémica de la Comunidad Valenciana, tienen un amplio abanico de usos tradicionales
en este sentido. Aunque se ha estudiado la micropropagacion de esta especie y se
conoce la composicién en compuestos volatiles en tres quimiotipos silvestres descritos
dentro de su area de distribucion, todavia no se ha estudiado si las condiciones de
cultivo in vitro pueden afectar a la produccion de estos metabolitos en esta especie o en
sus hibridos comerciales de uso tradicional. Por ello, el principal objetivo de este trabajo
fue desarrollar un protocolo de micropropagacion de un hibrido comercial de uso popular
de Th. piperella. Los resultados obtenidos mostraron una buena capacidad de
adaptacion e inicio del cultivo in vitro tras los dos tratamientos de esterilizacion
aplicados. Ademas, los distintos parametros de desarrollo vegetal medidos en la fase
de multiplicacién mostraron valores significativamente mayores en medio Murashige y
Skoog (MS) suplementado con 0,013 mg/l de 2-isopenteniladenina (2iP), o sin
reguladores del crecimiento, y 30 g/l de sacarosa y solidificado con 5,5 g/l de Plant Agar
tras compararlos con los otros tratamientos. Finalmente, la prueba realizada acerca del
contenido en compuestos volatiles mediante SPME-GC/MS-HS revelé que se produjo
un aumento destacable de timol en las plantas cultivadas in vitro en comparacién con
las muestras procedentes de planta silvestre. Por todo ello, los resultados obtenidos en
el presente trabajo podrian suponer la base para el desarrollo de futuros estudios acerca
de la elicitacién de este compuesto mediante sistemas de cultivo in vitro con material

vegetal de Th. piperella o de sus hibridos comerciales.

Palabras clave: cultivo in vitro, organogénesis, micropropagaciéon, Thymus
piperella, 2iP.



Abstract

Species of the genus Thymus L. (Lamiaceae) are of great interest as medicinal plants,
seasoning and extracts with multiple current and potential applications due to the high
richness of the bioactive secondary metabolites they produce. Specifically, species such
as Th. piperella L., practically endemic to the Valencian Community, have a wide range
of traditional uses in this sense. Although the micropropagation of this species has been
studied and the composition of volatile compounds in three chemotypes described within
its distribution area is known, it has not yet been studied how in vitro culture conditions
can affect the production of these metabolites in Th. piperella or in its commercial hybrids
of traditional use. Therefore, the main objective of this work was to develop a
micropropagation protocol of a popularly used commercial hybrid of Th. piperella. The
results obtained showed a good capacity of adaptation and initiation of in vitro culture
after the two sterilization treatments applied. In addition, the different plant development
parameters measured in the multiplication phase showed significantly higher values in
Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 0.013 mg/l 2-
isopentenyladenine (2iP), or without plant growth regulators, plus 30 g/l sucrose and
solidified with 5.5 g/I Plant Agar when compared to the other treatments. Finally, the test
performed on the content of volatile compounds by SPME-GC/MS-HS revealed that
there was a remarkable increase of thymol in the in vitro cultivated plants compared to
the samples from wild plant. Therefore, the results obtained in the present work could be
the basis for the development of future studies on the elicitation of this compound by in

vitro culture systems with plant material of Th. piperella or its commercial hybrids.

Key words: in vitro culture, organogenesis, micropropagation, Thymus piperella,
2iP, BAP, IAA.
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1. INTRODUCCION

1.1Género Thymus L.

El género Thymus L. esta representado por un total de 220 especies en el mundo
(Khajuria, Bisht, y Bhagat, 2020) y 36 subespecies (Kosakowska et al., 2020). Posee
una elevada riqueza taxonomica en el Mediterrdneo, especialmente en la Peninsula
Ibérica, donde s6lo en la Comunidad Valenciana y la Region de Murcia se han descrito
mas de 40 taxones (Rivera, Alcaraz, Verde, Fajardo, y Obon,, 2008; Mateo y Crespo,
2014; Ferrer-Gallego, Peris, Rovira, y Lumbreras, 2019). Presenta numerosas especies
aromaticas de interés medicinal, como planta productora de aceites esenciales,
especias e incluso ornamental, empleados tradicionalmente en las zonas mas rurales,
o en el plano industrial donde se han llevado a cabo programas de mejora basados en
la obtencién de triploides (Shmeit et al., 2020). Pertenecen a este género plantas muy
conocidas y utilizadas popularmente como el tomillo (Th. vulgaris L.), el cantueso (Th.
moroderi Pau ex Martinez), la mejorana o tomillo blanco (Th. mastichina (L.), el tomillo

salsero (Th. zygis L.) o la pebrella (Th. piperella L.).

Ademas, se han descrito numerosos hibridos entre las distintas especies del género
Thymus L. entre los cuales, los parentales mas frecuentes son Th. vulgaris y Th.
piperella (Castroviejo, 1986-2012; Mateo y Crespo, 2014). Por ejemplo, Thymus x
josephi-angeli J. Mansanet y A. Aguilella = Th. piperella L. x Th. vulgaris L. (Figura 1),
resultado del cruce entre Th. piperella x Th.vulgaris (Mansanet, Mateu, Mansanet,
Aguilella, y Maten, 1985). Ambas especies son muy utilizadas popularmente en el area
donde se distribuyen por sus propiedades (Guesmi, Saidi, y Landoulsi, 2020) por lo que
no es de extrafar que algunos de ellos se hayan conseguido domesticar y producir en
vivero con la intencion de ser aprovechados localmente como planta medicinal y
condimentaria (Morales, Tardio, Aceituno, Molina, y Pardo-De-Santayana, 2011). Una
de las razones por la que se distingue Th. vulgaris de Th. piperella L., es el tipo de hoja,
ya que el primero posee hojas estrechas y revolutas (hojas curvadas hacia el envés),
mientras que la pebrella tiene hojas anchas, con forma oval o eliptica y de margen plano

o casi plano (Mateo y Crespo, 2014).

Otra variedad de hibrido documentado es Thymus x royoi P. P Ferrer, A. Navarro, Pérez
y E. Laguna. Resultado entre el entrecruzamiento natural de Th. vulgaris y Th. willkommii

Ronniger (Ferrer-Gallego et al., 2019).
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Figura 1: Hojas y célices ilustradas de Thymus piperella L (A). (Th. x josephi angeli) J. Mansanet y A.
Aguilella (B) y Th. vulgaris L. (C). Fuente: Mansanet et al.,1985

1.2Thymus piperella L.

Es una planta erguida que alcanza una altura maxima de 30 cm (Figura 2), con un
crecimiento irregular y ramificado desde la base, con ramas erectas y tormentosas,
lefiosa, presenta tallos hol6tricos (cubierto de cilios o pelos) y tallos laterales
generalmente sin ramificar, pubescentes, pueden presentar pelillos cortos y con una
seccion de forma cuadrangular. Las hojas presentan un area de 5-6 x 3-4 mm (Figura
2), son de morfologia obovadas o eliptica, planas, glabras y sin cilios en la base.
También posee una nerviacion conocida como camptédroma o en el envés, posee unos

nervios que pueden desaparecer en la parte apical. (Adzet y Passet, 1976).
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Figura 2: Planta de Thymus piperella L. (a), haz de la hoja de Thymus piperella L. ;(b) y envés de la hoja de
Thymus piperella L.; (c). Fuente: Ldm. 108.—Thymus piperella, a-c) Bufiol, Valencia (MA 312478) Castillo
‘97. (Morales, 1994)

1.2.1 Origeny distribucién

La pebrella es una especie endémica que se encuentra distribuida practicamente en la
Comunidad Valenciana, penetrando ligeramente en la Comunidad Autébnoma de la
Region de Murcia y en Castilla-La Mancha (Saez, Sanchez, y Pigueras, 1994). La mayor
parte de las poblaciones de esta especie se concentran en las comarcas centrales de la
Comunidad Valenciana, sierras de Mariola (Belda, Zaragozi, Belda, Martinez y Sev,
2013), Biar, Font roja y Villena. En Valencia y Castell6n, también se puede localizar

(https://www.gbif.org/species/8354272) (Figura 3). En la Regién de Murcia se ha citado

en la Sierra del principe, Portillo, Altos de Caudete (Yecla) y Cerros de Yecla y también
incluso en Castilla-La Mancha, donde llega a los municipios albacetenses de Almansa
y Alatoz (Morales, 1995). Pese a que en la Comunidad Valenciana suele ser una planta
abundante en determinados matorrales bajos de montafia (Mateo y Crespo 2014), la
abundancia en Murcia y Albacete suele ser menor, quedando restringida a las sierras
mas septentrionales limitada a habitat de matorrales y pastizales (Lumbreras y Ferrer-
gallego, 2018).


https://www.gbif.org/species/8354272
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Se ha documentado que en la comarca del Altiplano (Jumilla-Yecla, Murcia) se ha
producido un enorme descenso poblacional de esta especie, ya que hay una escasez
de agua considerable debido al aumento de las temperaturas medias y las sequias en
los Ultimos afos. Estas condiciones son un gran inconveniente para esta especie, ya
que necesite gran cantidad de agua en el periodo tardo-estival, por lo que requiere

fomentarse su cultivo controlado en viveros (http://www.floraproteqgida.es/flora-

vulnerable.php/Thymus-piperella-123/).

Figura 3: Mapa de distribucion de Thymus piperella L. en la peninsula Ibérica. Fuente: Global Biodiversity

Information Facility, GBIF (https://www.gbif.org/species/8354272)

1.2.2 Usos tradicionales

La pebrella se ha utilizado tradicionalmente en la Comunidad Valenciana como
condimento por su fuerte olor y sabor para acompafar el asado de carne junto al romero
(Rosmarinus officinalis L.) y orégano (Origanum vulgare L.). En medicina tradicional se
ha utilizado sobre todo para tratar la congestién y como bebida digestiva ya que aumenta
la secrecion gastrica por via reflejo favoreciendo de esa forma la digestion. La dosis
ideal se encuentra en una proporcion del 2-3% (Gisbert, 2013). En la elaboracion de
perfumes también fue utilizada ya que es una planta con alta cantidad de fenoles
terpénicos, monoterpenos, flavonas y favanonas que explicarian el fuerte olor que
desprende (Morales et al., 2011; Gisbert, 2013). También es utilizada contra las
inflamaciones (Rivera et al., 2008).


http://www.floraprotegida.es/flora-vulnerable.php/Thymus-piperella-123/
http://www.floraprotegida.es/flora-vulnerable.php/Thymus-piperella-123/
https://www.gbif.org/species/8354272
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1.2.3 Potenciales aplicaciones de Thymus piperella

Las potenciales aplicaciones de Th. piperella son variadas. Bien es sabido que las
plantas medicinales o aromaticas tienen gran interés por los metabolitos secundarios
que producen (Leal et al., 2017). Se han descrito alrededor de 48 compuestos quimicos
presentes en el aceite esencial de Th. piperella y representan el 90,5% del contenido en
aceite esencial de esta especie (Costa, 2016). Debido a su rigueza en compuestos
organicos volatiles, a los que se les ha atribuido su actividad antioxidante, antifiingica,
antibacteriana, entre muchas otras (Costa, 2016). En funcién de los compuestos
dominantes, se han descrito tres quimiotipos distintos para Th. piperella (Ruiz-Navaja,
Viuda-Martos, Sendra, Perez-Alvarez, y Fernandez-Lopez, 2012). Segun estos autores,
los componentes mayoritarios para el quimiotipo A fueron para-cimeno, carvacrol y y-
terpineno. El quimiotipo B se compone fundamentalmente de para-cimeno y timol y el

quimiotipo C presenta una composicion dominante de para-cimeno y carvacrol.

En la industria alimentaria se ha empezado a utilizar para la mejora en la conservacion
y aumento de la vida util del jamén curado en efecto conjunto con quitosano (Ruiz-
Navajas et al., 2015).

Se han realizado experimentos para evaluar la capacidad antimicrobiana y antioxidante

de una pelicula alimentaria comestible a base de aceites esenciales de Th. piperella 'y
Th. moroderi (Ruiz-Navajas, Viuda-Martos, Sendra, Perez-Alvarez, y Fernandez-Lopez,
2013) y se observo que fueron mas efectivas (p <0.05) contra las bacterias Serratia
marcenscens y Listeria innocua frente a las peliculas de quitosano empleadas como
control que contienen aceites esenciales que contiene Th. moroderi. Tienen
propiedades antibacterianas, antiflngicas, antivirales y antioxidantes destacables.
(Costa, 2016; Labib y Aldawsari, 2015; Leal et al., 2017; Ruiz-Navajas et al., 2013).

1.3 Técnicas de cultivo in vitro

El cultivo in vitro de células y tejidos vegetales involucra una serie de técnicas (Figura
4) que implican el manejo del material vegetal en condiciones de esterilidad, cultivo y
crecimiento en condiciones controladas de temperatura, fotoperiodo e intensidad
luminica (fundamentalmente) asi como de nutrientes y otros suplementos en el medio
de cultivo, incluyendo reguladores del crecimiento (Sant Saran Bhojwani y Prem Kumar
Dantu, 2013; Alkowni, Esra y Qaoud 2017).
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La contribuciébn més significativa del cultivo in vitro es la capacidad de las células
vegetales para la regeneracion de nuevos tejidos y 6rganos, y dar lugar asi a plantas
completas tanto por organogénesis directa como indirecta gracias al fendmeno de
totipotencia que presenta la célula vegetal (Pasternak, Lystvan, Betekhtin, y Hasterok,
2020; Singh y Singh, 2021). Por ello, las técnicas de cultivo in vitro constituyen en su
conjunto una herramienta muy importante para la propagaciéon clonal masiva de
genotipos o cultivares élite, rescate de embriones hibridos, eliminacién de virus,
conservacion de germoplasma y mejora vegetal con multiples aplicaciones en
agricultura, farmacologia y conservacion de especies raras, endémicas o amenazadas
(Sharma, Sharma, Jain, Arora, Rai y Purshottam, 2016). En funcién de la via
morfogenética para la regeneracion de plantas, se pueden dividir las técnicas de cultivo
in vitro en dos grandes grupos: la organogénesis directa y la indirecta.
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Figura 4: Esquema de organogénesis directa (superior) y organogénesis indirecta. Fuente: Universitat de
Lleida. Autor: Gautheret

1.3.1 Organogénesis directa

La organogenesis directa (Figura 5) es la obtencion de plantas generadas in vitro
altamente conservadas genéticamente y con caracteristicas vegetativas idénticas a la
planta madre (Bekheet, 2013; Kane, 2011).
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Figura 5: Esquema de la organogénesis directa y las dos técnicas implicadas. formacion directa de brotes
(superior) y embriogénesis directa (inferior). Fuente: Universitat de Lleida.

La técnica de micropropagacion se define como un tipo de organogénesis directa en la
que un genotipo establecido es seleccionado y propagado (multiplicado) asexualmente
a través de la de regeneracion de yemas vegetativas de las plantas madre, con la
consecuente obtencién de clones supuestamente uniformes (Bhojwani y Dantu, 2013).
Asi, dependiendo de la especie seleccionada y las condiciones de cultivo se puede
lograr mediante: 1. brotes axilares; 2. formacién de novo de brotes adventicios; 3. cultivo

de nodos; 4. embriogénesis no cigética (Kane, 2011).

Generalmente, la micropropagacion se puede dividir en 4 etapas distintas (Bekheet,
2013; Bhojwani y Dantu, 2013; Shahzad et al., 2017; Kane, 2011) (Figura 6 ) tal y como

se expone a continuacion:

- Etapa 0: Esterilizacion del material vegetal: es la etapa en la que se seleccionan
explantes de calidad de la planta madre (en cuanto al estado higiénico y/o
fisiolégico de la misma) y se someten a diferentes tratamientos para su posterior
adaptacion a las condiciones de cultivo in vitro. La contaminacién en esta etapa

es uno de los grandes problemas.

- Etapa 1: Inicio del cultivo in vitro: el objetivo de esta etapa es el establecimiento
cultivos axénicos de la planta, capaces de restaurar el crecimiento, para ser

posteriormente multiplicados in vitro.
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- Etapa 2: Multiplicacion y elongacion: esencial para el éxito del protocolo de
micropropagacién ya que permite alcanzar aumentos tedricamente

exponenciales de material producido in vitro en condiciones éptimas de cultivo.

- Etapa 3: Enraizamiento: esta etapa puede desarrollarse de forma simultdnea a
la multiplicacién o, en algunos casos, a la aclimatacién (etapa 4). Esta fase es
fundamental porque asegura el éxito de la transferencia de las plantulas a

condiciones ambientales o de cultivo ex vitro.

- Etapa 4: Aclimatacion: es la transferencia del material producido in vitro a las

condiciones ambientales o ex vitro.

Mernistematic —c
ﬁg:mm Mother
Shoot tip explant = €2 —_— Block
tp Leaf
explant primordium ==
Axillary 1mm
bud

Culture
Excision of explant Indexing
: St;cl I
Establishment of
aseptic culture
. Divide and
Donor plant selection return to stage I1 Proliferation of
W axillary shoots
Stage 11 unrooted \V
‘_ microcutting
\",d’ h 8
Stage 111 rooted Apiitaitaiton

microcutting

Pr&spam —) V —
(rooting)

Figura 6: Esquema de las diferentes etapas principales de la micropropagacion, desde la etapa 0 a la 4.
Fuente: (Kane, 2011), pagina 183.

Nursery

Transfer to natural environment

Ventajas de la organogénesis directa:

- Capacidad de obtener y albergar gran cantidad de clones en espacios reducidos.

Esto ayuda la conservacién de especies en peligro de extincion y a la

8
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conservacion de germoplasma (Gupta, Jain, Joseph, y Devi, 2020; Leal et al,
2017).

- Almacenar un gran nimero de stock de plantas de ciertas especies en peligro
de extincion. (Gupta et al., 2020)

- El alto grado de conservacién genética que se produce es util para la

produccion de semillas. (Gupta et al., 2020)

- Facilidad en el transporte del material de un lugar a otro. (Villalobos y Thorpe,
1991).

- Obtener especies libres de virus y otros patégenos (bacterias, hongos,
nematodos...) mediante el cultivo meristemos (Gupta et al., 2020).

- El almacenamiento de plantas propagadas in vitro durante largos periodos de
tiempo y a bajas temperaturas (4°C), teniendo la capacidad de ser multiplicadas

cuando se requiera (Bhojwani y Dantu, 2013).

Desventajas de la organogenesis directa:

- La contaminacion es uno de los grandes problemas a lo largo de todo el

proceso (Bhojwani y Dantu, 2013).

- Laaclimatacién al campo es un problema comun que ocurre en el cultivo in vitro,
la razén es que las plantas pueden sufrir estrés debido a la falta de pelos
radicales o al cambio de humedad entre otras razones, y sufrir transpiracion

excesiva como consecuencia (Gupta et al., 2020).

- La hiperhidratacion o vitrificacion. Los explantes que son cultivados en
ambientes con altas condiciones de humedad pueden presentar anormalidades
en aspectos anatomicos, morfoldgicos, fisiologicos y metabdlicos (Kharrazi
Tehranifar, Nemati, Bagheri, y Sharifi Sharif Abad, 2011; Bhojwani y Dantu,
2013).

- En el cultivo in vitro se puede dar el caso de que el medio adquiera un color

marrén, en inglés adquiere el término “Oxidative Browning” (Figura 8). Los
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explantes e vuelven marrones y/o necréticos y en ocasiones genera un color
marron en el medio, puede causar la muerte de los explantes (Bhojwani y Dantu,
2013; Woldeyes, Senbeta, Adugna, y Abegaz, 2021).

- La seleccion del medio de cultivo o reguladores del crecimiento es un
inconveniente si no se conoce un protocolo de micropropagacion 6ptimo para la

especie sometida a estudio. (Bhojwani y Dantu, 2013; Shahzad et al., 2017).

- El coste. Generalmente, las especies micropropagadas requieren un coste
mayor que las especies propagadas con otros métodos tradicionales debido a

gue el proceso de micropropagacion es muy intensivo (Bhojwani y Dantu, 2013)

1.3.2 Organogeénesis indirecta

La organogénesis indirecta (Figura 7) es una técnica de cultivo en la que el explante
pasa por una fase de desdiferenciacion celular para asi formar lo que se conoce como
callo, (Haberlandt, 1902). A continuacion, puede pasar por una fase de rediferenciacion
debido a que las células del callo mantienen el fendbmeno de totipotencia celular o se
puede mantener y multiplicar el callo de forma permanente (Liu, Fu, Li, y Li, 2021; Tamini
y Othman, 2021). Los primeros en establecer un cultivo indefinido de callos fueron
Gautheret, (1939); Nobécourt, (1939); White, (1939).

Cabe destacar que la organogénesis indirecta suele provocar mutaciones espontaneas,
incrementando asi la variedad somaclonal y causar asi mas variabilidad genética entre
especies (Ramirez-Mosqueda y lglesias-Andreu, 2015). Esto ocurre ya que las plantas
micropropagadas mediante la via morfogénica indirecta sufren una adaptacion celular
en las condiciones del cultivo in vitro sufriendo cambios epigéneticos o incluso genéticos
(Kaeppler, Kaeppler, y Rhee, 2000).

10
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Figura 7: Esquema de la organogénesis indirecta y las dos técnicas involucradas en ella. la formacion

indirecta de brotes (superior) y la embriogénesis indirecta (inferior). Fuente. Universitat de Lleida).

Ventajas:

- En la actualidad, se puede realizar transformacién genética en especies
vegetales mediante la formaciéon de callo y mediado por Agrobacterium spp.

involucrando técnicas como la biobalistica (Malik et al., 2021).

- La variacion somaclonal también puede causar variabilidad genética estable y
beneficiosa mediante mutaciones puntuales, metilacion del DNA,
reordenamientos cromosomicos siendo trasmisibles (epigenética) o no
transmisibles a la descendencia. El tipo del explante o la edad del mismo tienen
gue ver en la generacion de variacion somaclonal (Saravanan et al., 2011;
Veilleux y Johnson, 1998).

- Se pueden obtener grandes cantidades de compuesto bioactivos y metabolitos
secundarios mediante el cultivo de callos, cultivos en suspension y de 6rganos
(Dogan, 2019; Shahzad et al., 2017).

Desventajas:

- No es preferible para la propagacion de plantas fieles al genotipo ya que puede
conducir a la generacion de variacion somaclonal entre las plantas generadas in

vitro (Verma, Zinta, y Kanwar, 2021).

- La alta tasa de contaminaciobn es un gran problema, al igual que en la

organogenesis directa (Kaeppler et al., 2000; Saravanan et al., 2011).

11
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- Laseleccién del medio y los reguladores dependiendo de la especie puede llegar
a ser un inconveniente hasta que no se encontrase un protocolo eficiente para
la propagacion de la especie en cuestion (Bhojwani y Dantu, 2013; Shahzad et
al., 2017).

- Aligual que en la organogenesis directa se puede dar el caso de que ocurra el
fendmeno “Oxidative Browning” tal como se muestra en la Figura 8 (Bhojwani y
Dantu, 2013; Woldeyes et al., 2021).

- El coste, en este caso, también es un inconveniente a tener en cuenta debido al

cultivo intensivo (Bhojwani y Dantu, 2013)

Figura 8: Ejemplo de "Browning oxidative" en explantes de Salvia farinacea L. En la imagen A) se puede
ver el explante necrosado. En la seccion B) se puede observar como el medio comienza a ponerse de color

marron. Fuente: Elaboracion propia.

1.4 Reguladores del crecimiento empleados en cultivo in vitro

1.4.1 Auxinas

Las auxinas son un grupo de reguladores del crecimiento vegetal que participan
fundamentalmente en la elongacién celular, y en distintos procesos del crecimiento y
desarrollo a lo largo del ciclo vital de las plantas (Lv, Yan, Tian, Zhang, y Ding, 2019;
Teale, Paponov, y Palme, 2006). También, estan involucradas en la dominancia apical,

los tropismos, abscision y enraizamiento (Bhojwani y Dantu, 2013). La principal auxina

12
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que podemos encontrar en la naturaleza es el &cido indol-3-acético (AIA) (Figura 9). El
metabolismo del AlIA se compone de biosintesis, conjugacién y degradacion, modulando
asi la produccion de otras auxinas y, por lo tanto, el crecimiento (Casanova-Séaez,
Mateo-Bonmati y Ljung, 2021). En la actualidad, se conoce muy bien que el AlA se
produce, sobre todo, mediante el operdn del triptéfano (Trp), la via del IPyA indol-3-
piruvato (Imada, Rolla dos Santos, Oliveira, Hungria, y Rodrigues, 2017) es la ruta
biosintética principal y que se ha conservado universalmente en plantas (Imada et al.,
2017; Casanova-Saez et al., 2021).

En micropropagaciéon, la adicibn de auxinas a bajas concentraciones implica
normalmente la estimulacion del crecimiento y desarrollo radicular (Bhojwani y Dantu,
2013). De esta forma, este regulador dota a las plantas regeneradas de una ventaja
adaptativa tanto in vitro, como para asegurar el éxito tras la transferencia a condiciones
ex vitro (Alkowni et al., 2017).

Algunas auxinas se pueden encontrar de forma natural, como pueden ser: el acido 4-
cloro-indolacético (4-CI-AlA), acido fenilacetico (AFA), acido indol butirico (AIB) y el
acido indol propiénico (AIP) (Jordan y Casaretto, 2011). Otros reguladores que se
utilizan en cultivo in vitro son sintéticos como el acido a-naftalenacético (ANA), el &cido
2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) y para-clorofenoxiacético (p-ACF) (Bhojwani y Dantu,
2013).

Figura 9: Estructura quimica del &cido-3-indolacético (AIA). Fuente: Pubchem.

1.4.2 Citoquininas

Es el grupo mayoritario en lo referido a reguladores de crecimiento en plantas. Las
citoquininas naturales son derivados de adenina que en su posiciéon N° en la que se
localizan varias substituciones y se encuentran en las plantas en forma de nucledsidos
y nucleotidos (Jordan y Casaretto, 2011; Bhojwani y Dantu, 2013) . En la naturaleza
estan involucradas en la modificacion de la dominancia apical, divisién celular y la

diferenciacion de brotes.

13
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Estos reguladores del crecimiento se descubrieron tras buscar factores que pudieran
promover la proliferacion celular (Kiebery Schaller, 2018). Las citoquininas (Figura 10)
regulan diversos aspectos del desarrollo y crecimiento de la planta tales como tallos,
nodos, raices. Su mecanismo es regulado mediante una interaccién entre las proteinas

reguladoras y la cromatina (Potter, Wang, Schaller, y Kieber, 2018).

Esta clase de reguladores de crecimiento son captados por la histidina quinasa (HK),
una proteina sensora/quinasa, normalmente transmembrana (Mora, 2021), que se
encarga de activar una serie de promotores para producir una serie de respuestas
transcripcionales a nivel nuclear (Kubiasova et al., 2020). La localizacion propuesta para
los receptores de estos reguladores fue el reticulo endoplasmético (RE) mientras que el
transporte sugeria que se encontraba relacionado con la membrana plasmética (MP).
Tras el ensayo, se concluyo que los receptores del RE pueden entra en la via secretora
y alcanzar la MP del meristemo apical de la raiz y de las células meristeméticas en
division (Kubiasova et al., 2020).

"Q) -G
4TI TS
o
A) B)

Figura 10: (a); Estructura quimica de las citoquininas 2-Isopentenyladenina (2iP); (b) 6-Bencilaminopurina
(BAP). Fuente: Pubchem

Una vez que estos reguladores son afadidos al medio de cultivo intervienen en procesos
como la division celular, la diferenciacion de brotes adventicios y la proliferacién de

brotes mediante brotes axilares debido a la dominancia apical (Kane, 2011).

Existen numerosos estudios recientes de micopropagacion en especies de labiadas
ibéricas (Juan-Vicedo, Ramirez-Luna, Piqueras, y Casas, 2021). Por ejemplo, el
realizado por Yadav Kothari, Kachhwaha, y Joshi, (2019) y la propagacion in vitro de
Salvia hispanica L. o el realizado por Mokhtarzadeh, Demirci, Agalar, Khawar, y Kirimer,
(2019), realizdé un estudio de cultivo in vitro y andlisis de compuestos volétiles en
Lavandula stoechas L. Dentro del género Thymus cabe destacar la revision realizada
por Leal et al. (2017) y otros trabajos realizados en especies endémicas valencianas
como Th. moroderi, que incluia, ademas, una caracterizacion del perfil quimico de las

plantas micropropagadas (Marco-Medina y Casas, 2015). Se han desarrollado otros
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estudios de micropropagacion y conservacion en el género Thymus, como el realizado
por El Ansari et al. (2020) en Th. pallidus Cosson ex Batt o como el estudio desarrollado
por Tsoktouridis et al. (2019), relacionado con la micropropagacion y caracterizacion
quimica de Th. sibthorpii Benth. Del mismo modo, la micropropagacién en Th. piperella
L. fue estudiada por Saez et al. (1994) pero los autores no estudiaron el perfil quimico
del material micropropagado, a pesar del interés que presenta esta especie por el
contenido en metabolitos secundarios con actividad biolégica. Sin embargo, no existe
ningun trabajo publicado hasta la fecha que se centre en la micropropagacion de
hibridos comerciales de uso popular, ni tampoco estudios de la caracterizacion quimica

del material micropropagado.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este estudio es desarrollar un protocolo de multiplicacion in vitro
de un hibrido comercial de Thymus piperella L. Para alcanzar este objetivo principal, se

proponen una serie de objetivos secundarios que se relatan a continuacion:

- Obtener un tratamiento de esterilizacion del material vegetal apropiado para el

adecuado inicio del cultivo in vitro.

- Valorar el efecto de diversas combinaciones de reguladores del crecimiento
(BAP, AlA'y 2iP) en el desarrollo de las plantulas in vitro.

- Caracterizar cualitativa y cuantitativamente el perfil quimico en volatiles tanto del

material de cultivo in vitro como del silvestre..
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1Material Vegetal

Las plantas madre fueron adquiridas en un mercado local de Valencia y se mantuvieron
en cultivo en maceta hasta el inicio de los experimentos. No se ha podido determinar la
identidad taxondOmica precisa del espécimen utilizado (Figura 11) porque no
corresponde con ninguno de los hibridos o cultivares descritos hasta la fecha. Sin
embargo, atendiendo a sus caracteristicas organolépticas, a sus caracteres
morfoldgicos diagndstico (plantas erguidas, con hojas planas, eliptico-ovadas y nervios
muy marcados en el envés) y a su fenologia (floracion otofial) el espécimen comercial
empleado muy probablemente se trate de un hibrido de Thymus piperella. Para obtener
los explantes, se seleccioné el ejemplar mas vigoroso, sin sintomas de patologias, y con
presencia de brotacion (Figura 11), de entre todas las macetas cultivadas. Los explantes
se obtuvieron mediante poda de los tallos con brotes recién formados, para asegurar la
presencia de centros meristematicos y, por lo tanto, con mayor capacidad de divisién

celular y regeneracion.

Figura 11: Ejemplar seleccionado para el inicio del cultivo in vitro. (izquierda) y detalle de las hojas (derecha).

3.1Esterilizaciéon e inicio del cultivo in vitro

Tanto la esterilizacion como el inicio del cultivo se realizaron en condiciones de flujo
laminar; para ello se trabaj6 en una cabina de flujo laminar horizontal AH-100 (Burdinola,
Bizcaia, Espafia) (Figura 12). Todo el material que se utilizd, a excepcion del material
vegetal, fue autoclavado a una temperatura de 121°C y 1 atm de presion durante 20

minutos. Posteriormente, se sumergieron los tallos seleccionados en vasos de
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precipitado de 500 ml autoclavados que contenian una solucion de etanol al 70%
durante 30 segundos. Posteriormente, se transfirid el material vegetal a una solucién de
hipoclorito sédico (40 gr/L) al 7% (tratamiento 1) y 15% (tratamiento 2) durante 20y 15
minutos respectivamente. A continuacion, se realizaron 3 lavados en agua destilada
estéril. Los dos primeros lavados duraron aproximadamente 1 minuto. En cambio, el
tercer lavado fue el mas duradero con un tiempo de inmersion de 10 minutos para
eliminar al maximo posible los restos de las soluciones empleadas anteriormente en la

esterilizacién, previa transferencia del material vegetal al medio de cultivo.
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Figura 12: Cabina de flujo laminar con todo el material necesario para la esterilizacion e inicio del cultivo in
vitro (a) y material vegetal siendo esterilizada, pasando por uno de los lavados en agua (b). Fuente:
Elaboracién propia.

Para el tratamiento 1 (hipoclorito sodico, 40 g/l, 7%, 20 minutos) se utilizaron 77
explantes, mientras que para el tratamiento 2 (hipoclorito sédico, 40 g/l, 15%, 15

minutos) se utilizaron 37 explantes.

El tamafio de cada explante era de entre 0,1-0,2 cm y se cultivaron de forma individual,
cogiendo el material con pinzas de micropropagacion autoclavadas e introduciendo el
explante en tubos de ensayo de 25 x 150 mm (Carolina, Burlington, USA). El medio
basal que se escogi6 para el cultivo in vitro fue el medio MS con vitaminas (Murashige
y Skoog, 1962). El medio de inicio se realizé en las siguientes proporciones: 4,2 g/l de
medio MS (Duchefa Biochemie, Harleem, Paises Bajos), 5,5 g/l de agar (Duchefa
Biochemie, Harleem, Paises Bajos) y 30 g/l de sacarosa (Merck, Darmstatdt, Alemania).
Los componentes sélidos del medio se pesaron en balanzas de precision (BL 224 Basic,
XS Balance, Carpi, Italia).

Para que el medio de cultivo gelifique de forma adecuada, se mantuvo el pH del medio

entre 5,7-5,8. Para ello, el pH fue medido con un phimetro (GLP21, Crison, Barcelona,
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Espafia) (Figura 13) el cual fue previamente calibrado con las soluciones tampon pH
(7.00) y (4.00). La regulacion del pH del medio se llevd a cabo utilizando stocks de la
base hidréxido de sodio (NaOH) 3,99 g/l y el acido clorhidrico (HCI) 3,99 g/l.

Figura 13: Phimetro utilizado para la preparacion del inicio del cultivo y el experimento de multiplicacion.

Fuente: Crison.

El inicio del cultivo se llevé a cabo en unas condiciones ambientales de oscuridad
durante 10 dias en la cAmara de cultivo (Equitec,Madrid , Espafia) y manteniendo una
temperatura constante de 21°C.

Posteriormente, transcurridos 10 dias, los explantes se pasaron a fotoperiodo de 16
horas de luz, la cual fue proporcionada por tubos fluorescentes de luz ultravioleta
(Sylvania, Madrid, Espafia). Con respecto a la temperatura, se mantuvo también a 21°C
durante todo el experimento. El objetivo era generar un stock de plantula adaptada a las
condiciones de cultivo in vitro suficientemente numerosa como explantes para llevar a

cabo posteriores experimentos de multiplicacién.

3.2Multiplicacion del cultivo in vitro

Una vez se obtuvo el stock, se preparé una bateria de 11 tratamientos con diferentes
concentraciones de reguladores del crecimiento para evaluar el efecto de la
multiplicacién de estos reguladores en Th. piperella. Los medios se prepararon en
matraces aforados de 1l (Vidrafoc, Barcelona, Espafia). Los reguladores empleados
fueron 2-lIsopenteniladenina (2iP) (Sigma, Reino Unido) (0,013-0,700 mg/l), 6-
Bencilaminopurina (BAP) (Duchefa Biochemie, Harleem, Holanda) (1,48 mg/l) y Acido
indolacético (AlA) (Sigma, Reiuno Unido) (0,57 mg/l). Los reguladores del crecimiento

se adicionaron al medio mediante micropipetas (Gilson, Middleton, USA) de (0,5-10, 10-
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100 y 100-1000 pl). El pH de cada medio fue regulado entre 5,7-5,8 tal y como se ha

explicado previamente con el phimetro (GLP21, Crison, Barcelona, Espaia).

Los explantes seccionados fueron los brotes apicales y laterales de cada plantula
establecida en in vitro con un tamafio comprendido entre 0,2-0,3 cm (Figura 14). Los
explantes fueron cultivados en botes alimenticios de 500 ml a razon de 10 explantes por
bote, constituyendo asi una réplica. Cada tratamiento (combinacion de reguladores del
crecimiento) estaba compuesta por tres réplicas. Los botes también fueron previamente

esterilizados a 121°C y 1 atm de presion durante 20 minutos.

El cultivo se realizé en camara (Equitec, Madrid, Espafia) en condiciones de temperatura
constante de 21°C y fotoperiodo 16 horas.

Figura 14: Corte por donde se realiza el cultivo de nodos o multiples nodos y brotes laterales (a). La seccién
(B) ilustra la bateria de los 11 tratamientos recién cultivados. Fuente: Elaboracion propia.

El tratamiento MO estaba desprovisto de reguladores del crecimiento y fue utilizado
como control negativo. El resto de los medios de cultivo empleados en este trabajo
fueron disefiados con distintas concentraciones de reguladores del crecimiento tal y
como se observa en la Tabla 1. En todos los casos, los medios se formularon sobre una
base comln de sales inorganicas MS con vitaminas 4,2 g/l (Duchefa Biochemie,
Harleem, Holanda), suplementado con 30 g/l de sacarosa (marca) y solidificado con 5,5
g/l de Plant agar (Duchefa Biochemie, Harleem, Holanda). El tratamiento M1 se

suplement6 con sélo BAP (Duchefa Biochemie, Harlem, Paises Bajos) (1,48 mg/l).
El tratamiento M2 fue diseflado utilizando la concentracién Optima obtenida en el

experimento de micropropagacion desarrollado por Saez et al. (1994). en Th. piperella
(0,57 mg/l AIA + 1,48 mg/l BAP).
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A partir del tratamiento M3 hasta el tratamiento M6 (tabla 1), se prepararon medios con
mezclas de 2iP (Sigma, Reino Unido) y BAP (Duchefa Biochemie, Harleem, Holanda)
en concentraciones variables de 2iP (0,013-0,700 mg/l) y una concentracion fija de BAP

(Duchefa Biochemie, Harleem, Holanda) (1,48 mg/l).

A continuacion, desde el medio M7 al medio M10 se utilizé la citoquinina 2iP (Sigma,

Reino Unido), a concentraciones entre 0,013 y 0,700 mg/I.

Tabla 1: Reguladores del crecimiento empleados y sus concentraciones en el experimento de multiplicacién
in vitro de Thymus piperella L. 2iP: isopentiladenina; IAA: acido indolacético; BAP: 6-Bencilaminopurina.

Tratamiento 2iP (mg/1) IAA (mg/1) BAP (mg/l)
MO - - -
M1 - - 1,48
M2 - 0,57 1,48
M3 0,013 - 1,48
M4 0,069 - 1,48
M5 0,14 - 1,48
M6 0,7 - 1,48
M7 0,013 - -
M8 0,069 - -
M9 0,14 - -

M10 0,7 - -

3.3Monitorizacién del desarrollo vegetal en la fase de inicio

La monitorizacién del desarrollo vegetal in vitro durante la fase de inicio se llevé a cabo
mediante el seguimiento de los pardmetros morfogénicos que se mencionan a
continuacién: nimero de hojas, numero de nodos (zona del tallo donde nacen brotes y
hojas), numero de brotes nuevos (nuevo crecimiento que se produce en la planta, puede
incorporar tallo, hojas y yemas), elongacion (crecimiento longitudinal), contaminacion
bacteriana y fungica (crecimiento de microorganismos en el medio de cultivo),
vitrificacion o hiperhidratacion (la planta presenta anomalias en condiciones excesivas
de humedad), etiolacién (perdida de cloroplastos y aparicion de etioplastos) y nimero
de raices. La toma de datos y el seguimiento se realiz6 cada 10 dias hasta llegar al dia
30 que se realizd un subcultivo en botes alimenticios de 500 ml para proceder al
experimento de multiplicacion. La elongacion fue medida con regla (cm). La toma de
datos de los parametros medidos se realizO mediante el programa informatico Excel
(Microsoft, USA).
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3.4Monitorizacion y toma de datos de la multiplicacion

En el caso de la multiplicacion, el procesamiento y la toma de datos se realizé de la
misma manera que se ha mencionado anteriormente, cada 10 dias hasta llegar al dia
namero 30 que se realizo la toma de datos final. Los parametros del desarrollo vegetal
medidos fueron el numero de hojas, numero de nodos, elongacién (cm), niumero de
brotes nuevos formados, nimero de raices y tamafio de las raices (cm). De la misma
forma, para medir la elongacion y el tamafio de las raices se utilizé una regla (cm) y para

la toma de datos fue utilizado el programa Excel (Microsoft, USA).

3.5 Tratamiento estadistico de los datos obtenidos

Para el andlisis estadistico de los resultados se empled el software bioestadistico libre
“Infostat” (Universidad Nacional de Cordoba, Costa Rica). El andlisis de los resultados
de la esterilizacion e inicio se llevé a cabo mediante el analisis de la varianza de un
factor (ANOVA) y las diferencias se analizaron mediante el método de la diferencia
menos significativa de Fisher (LSD, por sus siglas en inglés Least significant difference),
para un nivel de confianza del 99% (error a =0,01).

En el caso de los resultados del andlisis estadistico del experimento de multiplicacion,
se empled el software bioestadistico libre “Infostat” (Universidad Nacional de Cérdoba,
Costa Rica) con el andlisis de la varianza de un factor (ANOVA). Para el método de la
diferencia menos significativa de Fisher se utilizé un nivel de confianza del 99% (error a

=0,01) para obtener unos resultados mas robustos.

3.6 Caracterizacion quimica preliminar de los compuestos volatiles
presentes en material vegetal en cultivo in vitro de Th. piperella.

Para estudiar como las condiciones de cultivo in vitro pueden afectar a la biosintesis de
compuestos volatiles en el hibrido comercial de Th. piperella se compar6 el perfil
fitoquimico de las plantulas cultivadas in vitro bajo los tratamientos que habian mostrado
los valores Optimos de desarrollo vegetal (tratamiento control en MS y medio de
multiplicacion M7) con material vegetal procedente de la planta madre, cultivado en
maceta en condiciones ambientales (tratamiento WT, por sus siglas en inglés de wild
type). Para ello, se selecciondé aquellas plantulas que no mostraron anomalias
morfolégicas (callo o estructuras amorfas) o desordenes fisioldégicos (signos de

vitrificacion), sin sintomas de patologias y procedentes de medios sin contaminacion.

22



Roberto De Medinacelli Juan Méndez

La preparacion del material vegetal se llevd a cabo mediante la extraccion de la planta
con pinzas de micropropagacién, quitando los restos de agar con agua corriente y
colocando la planta en placas Petri previamente taradas en la balanza de precision (BL
224 Basic, XS Balance, Carpi, Italia) (Figura 15). El material vegetal fue posteriormente
sometido secado a temperatura ambiente (22-26°C) y oscuridad hasta peso constante,

previo a la preparacién de los extractos.

(333
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Figura 15: Medicion del peso seco de la materia vegetal seleccionada para generar extractos y conocer su

composicion quimica. Fuente: Elaboracion propia.

Tras el secado, 0,05 g de muestra de material vegetal fue sometido a microextraccion
en fase sélida (SPME, por sus siglas en inglés de solid phase microextraction) con
posterior andlisis mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC/MS, por sus siglas en inglés gas chromatography—mass spectrometry)
mediante la técnica espacio en cabeza (HS, por sus siglas en inglés headspace). Esta
técnica permite el andlisis de compuestos organicos volatiles en un vial cerrado, en
equilibrio térmico entre la muestra y la fase gas, para muestrear posteriormente los
compuestos presentes en la fase gaseosa mediante un inyector. Los estandares
analiticos (patrones) empleados para el andlisis fueron adquiridos de Sigma Aldrich
(Barcelona, Espafia) y el numero de registro CAS puede consultarse, para cada
compuesto sujeto a identificacion, en la tabla 8 de Resultados. Esta parte del trabajo fue
realizada en colaboracion con el Departamento de Quimica Analitica de la Universidad

de Zaragoza.
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4. RESULTADOS

4.1 Esterilizaciéon e inicio

Con el tratamiento de esterilizacion 1 (Etanol 70% durante 30 segundos e Hipoclorito
sodico, 7%, 20 minutos) no se obtuvieron diferencias significativas respecto al
tratamiento 2 (Etanol 70% durante 30 segundos e Hipoclorito sodico, 15%, 15 minutos)
tras los diez primeros dias de cultivo en ninguno de los pardmetros estudiados tal y
como se muestra en la tabla 2. Respecto a la contaminacién, ambos tratamientos
mostraron el mismo porcentaje de contaminacién por hongos. Sin embargo, el

tratamiento 2 mostré mayor porcentaje de contaminacion bacteriana.

Ninguno de los parametros de desarrollo vegetal mostré diferencias significativas entre
tratamientos tras los 10 primeros dias de cultivo. La etiolacién resulté ser del 100% en

ambos tratamientos tras los 10 primeros dias en oscuridad (Tabla 2; Figura 16).

Tabla 2: El tratamiento 1 (30 segundos Etanol, 40g/I hipoclorito sddico, 7%, 20 minutos) y el tratamiento 2
(30 segundos Etanol, 40 g/l hipoclorito sddico, 15%, 15 minutos). Letras distintas a continuaciéon de los
valores numéricos indican diferencias significativas para un nivel de confianza del 99% de acuerdo con el
test LSD de Fisher.

Tratamiento Numero de hojas Tratamiento NUmero de nodos

1
2

5,58+2,67a 1
5,05+2,07a 2

3,02+1,34a
2,84+101a

Tratamiento

NUmero de Tallos Tratamiento

Elongacién (cm)

1
2

1,38+0,78 a 1
1,43+0,87 a 2

1,59+0,85a
1,58+0,76 a

Contaminacién Hongos

Contaminacion

Tratamiento (%) Tratamiento Bacterias (%)
1 1,30+0,18 a 1 1,30+0,18 a
2 0,00 +0,00 a 2 2,70+0,26 a

Tratamiento

Contaminacion Total (%) Tratamiento

Vitrificacion (%)

1
2

2,60+0,25a 1
2,70+0,026 a 2

3,90+0,31a
8,11+0,43a

Tratamiento

Restauracion del
crecimiento (%) Tratamiento

NUumero de Raices

1
2

93,51+0,39a 1
94,59+0,36 a 2

0,16+0,80a
0,00+0,00a

Tratamiento

Etiolacion (%)

1
2

100+0,00 a
100+0,00 a
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Transcurridos los siguientes 10 dias y ya en condiciones de fotoperiodo de 16 horas, se

obtuvieron diferencias significativas en el nimero de nodos.

Figura 16: Transicion del estado de etiolacion hasta llegar a generar cloroplastos. En la seccién A) y B) se
puede observar un explante completamente etiolado. En las secciones C), D) y E) se muestran explantes
en proceso de recuperacion hasta llegar a la seccién E), en la que el explante se encuentra totalmente
recuperado.

Los otros parametros que fueron medidos no mostraron tampoco diferencias

significativas, excepto en el nimero de nodos. (Tabla 3).

En el caso del nimero de nodos la diferencia fue significativa mostrando un numero de
nodos 3,94 + 1,72 nodos para el tratamiento 1 (Etanol 70% durante 30 segundos e
hipoclorito sodico, 7%, 20 minutos) mientras que para el tratamiento 2 (Etanol 70%
durante 30 segundos e Hipoclorito sédico, 15%, 15 minutos) el nimero fue de 3,08 +
1,27 nodos.

Respecto a la contaminacion total, los tratamientos no mantuvieron diferencias
significativas entre ellos (Tabla 3), el tratamiento 2 (Etanol 70%, 30 segundos e
hipoclorito sodico, 40gr/L, 15%, 15 minutos) resulté tener una contaminacion total de
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13,51 + 34,66%, mientras que el tratamiento 1 (Etanol 70% 30 segundos e hipoclorito
sédico, 40gr/l, 7%, 20 minutos) tuvo una contaminacién total de 5,19 + 22,33%.
Resultando cualquiera de los dos tratamientos efectivos a la hora de llevar a cabo la

esterilizacién de Thymus piperella L.

Tabla 3: Resultados tras los primeros 20 dias de inicio el cultivo in vitro. El tratamiento 1 (30 segundos
Etanol 70%, 409/l hipoclorito sddico, 7%, 20 minutos) y el tratamiento 2 (30 segundos Etanol 70%, 40 g/l
hipoclorito sédico, 15%, 15 minutos). Letras distintas a continuacion de los valores numéricos indican

diferencias significativas para un nivel de confianza del 99% de acuerdo con el test LSD de Fisher.

NUmero de nodos
3,94+1,72a
3,08+1,27b

Tratamiento NUmero de hojas Tratamiento
1 9,20+4,70 a 1
2 8,05+284a 2

Tratamiento NUmero de Tallos Tratamiento
1 1,45+0,88 a 1
2 1,43+0,87 a 2

Elongacién (cm)
1,84+0,85a
1,93+0,89a

Contaminacién Hongos

Contaminacion

Tratamiento (%) Tratamiento Bacterias (%)
1 3,90+9,40a 1 3,90+19,40 a
2 8,11+27,67 a 2 8,11+27,67 a

Tratamiento

Contaminacién Total (%) Tratamiento

Vitrificacion (%)

1
2

5,19+22,33 a 1
13,51+34,66a 2

2,60+ 16a
2,70 £ 16,43 a

Tratamiento

Restauracion del
crecimiento (%) Tratamiento

NUmero de Raices

1
2

90,90 +£ 28,94 a 1
91,89 +27,67 a 2

1,94+2,2a
2,46 +2,77 a

Tratamiento

Etiolacion (%)

1
2

100 +0,00 a
100 +0,00 a

4.2 Multiplicacion de Th. piperella

Los datos obtenidos del experimento de multiplicacion incluyen una bateria de 11

tratamientos con diferentes reguladores del crecimiento tras 10, 20 y 30 dias de cultivo.

En los primeros 10 dias se pudo observar (Tabla 4) que el tratamiento MO (sin
reguladores) y el M7 (suplementado con 2iP a una concentracion de 0,013 mg/l)

comenzaron siendo los medios que mejor rindieron para el numero de hojas (7,47 + 2,78

hojas) y (7,37 + 2,28 hojas) respectivamente, pero sin mantener diferencias significativas
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con los otros tratamientos. Solo se observé una diferencia significativa para el nimero
de hojas formadas, fue entre el tratamiento MO (7,47 + 2,78 hojas) y M4 (suplementado
con BAP a una concentracién de 1,48 mg/l y 2iP a una concentracién de 0,069 mg/l)
(6,20 + 2,50 hojas).

Para el nUmero de nodos el tratamiento MO (2,90 + 1,09 nodos) y M7 (2,70 £ 1,29 nodos)

en este caso, mostraron diferencias significativas con todos los tratamientos excepto M1

(suplementado con BAP a una concentraciéon de 1,48 mg/l) (2,27 £ 2,44 nodos).

Para el nimero de brotes el tratamiento M1 generé (1,37 + 0,61), el tratamiento M3

(suplementado con BAP a una concentracion de 1,48 mg/l y 2iP a una concentracion de
0,013 mg/l) (1,33 £ 0,48) y tratamiento M6 (suplementado con BAP a una concentracién
de 1,48 mg/l y 2iP a una concentracion de 0,7 mg/l) (1,33 + 0,55) fueron los mas
efectivos durante estos 10 primeros dias, aunque no mostraron diferencias significativas
con otros tratamientos. Excepto con los tratamientos M8 (Suplementado con 2iP a una
concentracion de 0,069 mg/l) generando (1,00 + 0,00) y M10 (Suplementado con 2iP a
una concentracion de 0,7 mg/l) (1,03 + 0,49).

En lo referido a la elongacién, el medio MO (1,26 + 0,62 cm), el tratamiento M4 (1,33 +
0,48) (0,94 + 0,47 cm) y tratamiento M7 (0,92 + 0,42 cm), fueron los tratamientos mas
efectivos a lo largo de estos 10 dias, sin embargo, el tratamiento MO mantuvo diferencias

significativas con los demas medios.

Tanto para el enraizamiento (medido con el nUmero de raices y tamafio de estas), el
tratamiento MO mostré6 (3,63 + 1,96 raices y 0,41 £ 0,29 cm) y el tratamiento M7 (1,77 +

0,34 raices y 0,32 + 0,34 cm) mostraron los mayores valores en comparacion al resto
de tratamientos. Para el tamafio de las raices no hubo diferencias significativas entre
ambos tratamientos (MO y M7) para un nivel de confianza del 99%, pero si que las hubo
entre éstos y los demas tratamientos aplicados. Sin embargo, para el nimero de raices
el tratamiento MO mostré diferencias significativas frente a los otros tratamientos,

incluido el M7.
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Tabla 4: Multiplicacion in vitro del hibrido comercial de Thymus piperella L. tras los 10 primeros dias de
cultivo. Letras distintas a continuacién de los valores numéricos indican diferencias significativas para un

nivel de confianza del 99% de acuerdo con el test LSD de Fisher.

Concentraciones Numero de hojas (10 NUumero de
Tratamiento  (mg/l) dias) Tratamiento nodos (10 dias)
MO - 7,47 £2,78 a MO 2,90+1,09 a
M1 BAP 1,48 6,70 £ 2,43 ab M1 2,27 + 2,44 abcd
M2 BAP 1,48 + 0,57 AIA 6,27 £ 2,50 ab M2 1,80+2,50d
M3 BAP 1,48 + 0,013 2iP 5,77 + 1,98 ab M3 2,03+1,98 cd
M4 BAP 1,48 + 0,069 2iP 6,20 £ 2,50 bc M4 2,23 + 0,81 bcde
M5 BAP 1,48 + 0,14 2iP 6,73+ 2,56 ab M5 2,53+ 1,25 abc
M6 BAP 1,48 +0,72iP 6,40+ 2,14 ab M6 2,50 £+ 0,86 abc
M7 0,013 2iP 7,37 2,28 ab M7 2,70+ 1,29 ab
M8 0,069 2iP 593+1,91ab M8 1,67+0,71d
M9 0,14 2iP 6,10 + 3,14 ab M9 2,00+1,14cd
M10 0,7 2iP 5,90 + 2,67 ab M10 1,97 £ 1,00 cd

Concentraciones Numero de brotes elongacidén (cm)
Tratamiento (mg/l) (10 dias) Tratamiento (10 dias)
MO - 1,13+ 0,43 abc MO 1,26+ 0,62 a
M1 BAP 1,48 1,37+0,61a M1 0,81+ 0,35 bc
M2 BAP 1,48 + 0,57 AIA 1,07 £ 0,25 abc M2 0,58+ 0,27 c
M3 BAP 1,48 + 0,013 2iP 1,33 +0,48 ab M3 0,69 + 0,33 bc
M4 BAP 1,48 + 0,069 2iP 1,07 £ 0,25 abc M4 0,94+0,47b
M5 BAP 1,48 + 0,14 2iP 1,30 £ 0,53 abc M5 0,86 + 0,40 bc
M6 BAP 1,48 + 0,7 2iP 1,33+0,55ab M6 0,81 + 0,35 bc
M7 0,013 2iP 1,17 £ 0,38 abc M7 0,92+0,42b
M8 0,069 2iP 1,00+£0,00 c M8 0,82 + 0,34 bc
M9 0,14 2iP 1,17 £ 0,59 abc M9 0,80 + 0,57 bc
M10 0,7 2iP 1,03+ 0,49 bc M10 0,88+0,47hb

Concentraciones Numero de raices Tamanfo raices
Tratamiento (mg/l) (10 dias) Tratamiento (cm) (10 dias)
MO - 3,63+1,96 a MO 0,41+0,29 a
M1 BAP 1,48 0+0c M1 0x0c
M2 BAP 1,48+ 0,57 AIA 0x0c M2 0x0c
M3 BAP 1,48 + 0,013 2P 0+0c M3 0x0c
M4 BAP 1,48 +0,0692iP 0+0c M4 0+0c
M5 BAP 1,48 +0,142iP 0xO0c M5 0+0c
M6 BAP 1,48+0,72iP 0xO0c M6 0+0c
M7 0,013 2iP 1,77+0,34b M7 0,32+0,34a
M8 0,069 2iP 0,43+0,94c M8 0,09 + 0,20 bc
M9 0,14 2iP 0,37+0,85¢C M9 0,12+0,26 b
M10 0,7 2iP 0+0c M10 0+0c

Tras los diez primeros dias de cultivo se localizaron focos de contaminacion (Figura 17)
en los tratamientos M4 (suplementado con BAP a una concentracion de 1,48 mg/l y 2iP
a una concentracion de 0,069 mg/l), M8 (Suplementado con 2iP a una concentracion de
0,069 mg/l) y M10 (Suplementado con 2iP a una concentracion de 0,7 mg/l). Los cultivos
fueron sometidos a examen visual y todos aquellos explantes que no parecian estar en
contacto con colonias de bacterias fueron subcultivados en medio fresco con los

respectivos tratamientos para intentar salvar los explantes. El subcultivo no fue efectivo
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contra la contaminacion y, por lo tanto, estos explantes no fueron contabilizados en los

siguientes experimentos tras 20 y 30 dias de cultivo.

Figura 17: Contaminacién fungica del medio M8 (A). La seccién (C) de la misma manera, muestra
contaminacion fangica del medio (M10). las secciones (B) y (D) nos muestran contaminacion bacteriana del
(M4) en dos cultivos.

Al comenzar el dia 20 se procedio a la toma de datos de desarrollo vegetal en cultivo in

vitro.

Los resultados para el numero de hojas de nuevo mostraron valores maximos para el

tratamiento MO, desprovisto de reguladores del crecimiento, (11,13 + 4,16 hojas) y el
M7, suplementado con 2iP a una concentracion de 0,013 mg/l (12,17 + 5,86 hojas), con

diferencias significativas frente a los otros tratamientos. Para el numero de nodos, de

igual manera, el tratamiento M7 (3,83 £ 1,92 nodos) y MO (3,60 = 1,35 nodos) se

impusieron frente a los otros tratamientos mostrando diferencias significativas.

Respecto al numero_de brotes, el tratamiento M5 (suplementado con BAP a una

concentracion de 1,48 mg/l y 2iP a una concentracion de 0,14 mg/l) (1,73 + 0,83 brotes),
M7 (1,60 + 1,13 brotes) y M1 (suplementado con BAP a una concentracion de 1,48 mg/l)
(1,57 + 0,73 brotes) se impusieron a los demés tratamientos, aunque no mostraron
diferencias significativas con ellos. En definitiva, ningan tratamiento mostré diferencias

significativas tras los primeros 20 dias de cultivo

Respecto a la elongacion, el tratamiento MO (1,61 £ 0,71 cm) y el tratamiento M7 (1,31

* 0,54 cm) mostraron diferencias significativas frente a los otros medios estudiados.
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En cambio, respecto al numero de raices, el tratamiento MO (5,13 = 2,84 raices)

mantiene diferencias significativas frente al resto de tratamientos. El tamafio de las
raices del tratamiento M7 (0,79 £ 0,80 cm) fue el que méas destaco en este parametro,
aungue no tuvo diferencias significativas frente al medio MO (0,71 £+ 0,44 cm), pero si

frente a los tratamientos restantes a los 20 dias de cultivo.

Tabla 5: Multiplicacién in vitro del hibrido comercial de Thymus piperella L. tras 20 dias desde que se inici6
el cultivo. Letras distintas a continuacion de los valores numéricos indican diferencias significativas para un

nivel de confianza del 99% de acuerdo con el test LSD de Fisher.

Concentraciones Numero de hojas Numero de
Tratamiento  (mg/l) (20 dias) Tratamiento nodos (20 dias)
MO - 11,13+ 4,16 ab MO 3,60+ 1,35ab
M1 BAP 1,48 10,37 + 4,05 abc M1 3,07 £ 1,68 abc
M2 BAP 1,48 + 0,57 AIA 8,04+ 2,94 cd M2 2,63+0,88c
M3 BAP 1,48 + 0,013 2iP 8,00 + 3,21 bcd M3 2,87 £ 0,94 bc
M4 BAP 1,48 + 0,069 2iIP X M4 X
M5 BAP 1,48 + 0,14 2iP 9,30 + 2,15 bed M5 3,17 + 1,12 abc
M6 BAP 1,48 + 0,7 2iP 9,40 + 3,05 becd M6 2,90 + 1,03 abc
M7 0,013 2iP 12,17 £5,86 a M7 383+x192a
M8 0,069 2iP 7,55+3,11 cd M8 255+1,05c
M9 0,14 2iP 9,00 + 4,69 bcd M9 3,15+ 2,09 abc
M10 0,7 2iP 7,20+2,69d M10 2,70+ 0,80 bc

Concentraciones Numero de brotes elongacion
Tratamiento  (mg/l) (20 dias) Tratamiento (cm) (20 dias)
MO - 1,30+ 0,43 ab MO 161+0,71a
M1 BAP 1,48 1,57 +0,73 ab M1 0,94 + 0,36 cde
M2 BAP 1,48 + 0,57 AIA 1,52 +0,80 ab M2 0,68+0,31e
M3 BAP 1,48 + 0,013 2iP 1,60+0,81 ab M3 0,78 + 0,27 de
M4 BAP 1,48 + 0,069 2iP X M4 X
M5 BAP 1,48 + 0,14 2iP 1,73+ 0,83 a M5 1,02 + 0,35 bcd
M6 BAP 1,48 + 0,7 2iP 1,47 £ 0,63 ab M6 0,95 + 0,37 cde
M7 0,013 2iP 1,60+1,13 ab M7 1,31+0,54 ab
M8 0,069 2iP 1,05+0,22b M8 1,09 + 0,58 bed
M9 0,14 2iP 152+1,01lab M9 1,01 + 0,64 bcde
M10 0,7 2iP 1,05+0,22b M10 1,18 + 0,47 bc

Concentraciones

NUmero de raices

Tamafio raices

Tratamiento  (mg/l) (20 dias) Tratamiento  (cm) (20 dias)
MO - 5,13+2,84a MO 0,71+ 0,44 ab
M1 BAP 1,48 0xod M1 0xo0d

M2 BAP 1,48 +0,57AIA 0+0d M2 0+0d

M3 BAP 1,48 +0,0132iP 0+0d M3 0+o0d

M4 BAP 1,48 + 0,069 2iP X M4 X

M5 BAP 1,48 +0,142iP 0+0d M5 0+o0d

M6 BAP 1,48 + 0,7 2iP 0,00 £ 0,00 d M6 0,0+0,00d
M7 0,013 2iP 250+2,49b M7 0,79+0,80 a
M8 0,069 2iP 0,90 £ 1,55 cd M8 0,21+0,35cd
M9 0,14 2iP 1,19+1,55¢ M9 0,47 £ 0,54 bc
M10 0,7 2iP 0,15+ 0,618 cd M10 0,02+0,11d
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Figura 18: Explantes con tejido necrosado. la imagen (A) nos muestra el (M7) con explantes necrosados.
La seccién (B) se trata del medio (M2). La seccién (C) nos muestra explantes necrosados en medio (MS).
Por Gltimo, la seccién (D) se trata del medio (M5).

Transcurridos 30 dias se volvié a tomar datos para obtener los resultados finales de
multiplicacién en Th. piperella, descartando de la toma de datos aquellos explantes con

signos de necrosis (Figura 18).

Los resultados obtenidos tras los 30 dias de cultivo muestran que los tratamientos que
mejores resultados mostraron para los parametros de desarrollo vegetal estudiados
fueron el M7 (Suplementado con 2iP a una concentracion de 0,013 mg/l) y MO
(Desprovisto reguladores del crecimiento) tal y como se observa en la Tabla 6.
Concretamente para el numero de hojas, el tratamiento M7 fue el que mejores

resultados mostré (17,47 + 7,27 hojas) aunque no mantuvo diferencias significativas
frente al tratamiento MO (17,47 + 7,09 hojas) para un nivel de confianza del 99%. Con
respecto al medio M1 (suplementado con BAP a una concentracion de 1,48 mg/l), la

diferencia tampoco fue significativa, aunque el nimero de hojas fue menor.

El tratamiento que mejores resultados mostro para el numero de nodos fue el M7 (5,73

+ 2,09 nodos), el cual mostr6 diferencias significativas respecto a los otros medios que

se sometieron a estudio en la medicién de este parametro.

El tratamiento M7 (suplementado con 2iP a una concentracion de 0,013 mg/l) fue
también el medio que mayor numero de brotes mostro (2,13 + 1,36 brotes) mostrando

diferencias significativas con todos los tratamientos excepto con el M1 (suplementado
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con BAP a una concentracion de 1,48 mg/l) (2,07 + 0,80 brotes), M9 (suplementado con
2iP a una concentracion de 0,14 mg/l) (1,71 = 0,91 brotes) y el M5 (suplementado con
BAP a una concentracion de 1,48 mg/l y 2iP a una concentracion de 0,14 mg/l) (1,55 £
0,67 brotes).

Respecto a la elongacién, el tratamiento M7 (1,98 + 0,46 cm) y el tratamiento sin
reguladores del crecimiento, MO (1,86 + 0,79 cm), M8 (Suplementado con 2iP a una
concentraciéon de 0,069 mg/l), M9 (Suplementado con 2iP a una concentracién de 0,14
mg/l) y M10 (suplementado con 2iP a una concentracion de 0,7 mg/l) no mostraron
ninguna diferencia significativa entre si, pero mantuvieron diferencias significativas con

el resto de los tratamientos aplicados.

Para el numero de raices, el tratamiento MO, sin reguladores, (5,92 + 2,41 cm) y el

tratamiento M7 (Suplementado con 2iP a una concentracion de 0,013 mg/l) (5,20 + 2,40
cm) no mostraron ninguna diferencia significativa entre si, pero fueron significativamente
mayores en comparacion con los otros medios. Respecto al tamafio de las raices, el
tratamiento M7 (1,41 £ 0,52 cm) y M9 (1,03 + 0,79) fueron los que mostraron diferencias
significativas respecto a los otros medios.

Como curiosidad el tratamiento M2(suplementado con BAP a una concentracion de 1,48
mg/l y AlA a una concentracion de 0,57 mg/l) basado en los resultados éptimos de Saez
et al. (1994) generé callo (Figura 19) con la combinacion de citoquinina (BAP) y la auxina
(AIA).

Figura 19: Callo generado en Thymus piperella L. con el tratamiento M2
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Tabla 6: Multiplicacion in vitro del hibrido comercial de Thymus piperella L. tras 30 dias desde el inicio del

experimento. Letras distintas a continuacion de los valores numéricos indican diferencias significativas para

un nivel de confianza del 99% de acuerdo con el test LSD de Fisher.

Concentraciones Nimero de NUumero de nodos
Tratamiento (mg/l) hojas (30 dias) Tratamiento (30 dias)
MO - 17,47+7,09ab MO 4,42 +1,44b
M1 BAP 1,48 13,47 £ 4,29 abc M1 4,07 + 1,22 bc
M2 BAP 1,48 + 0,57 AIA 8,17+x2,71d M2 2,44 +1,29d
M3 BAP 1,48 + 0,013 2iP 8,00+ 1,89d M3 2,95+ 0,62 cd
M4 BAP 1,48 + 0,069 2iP x M4 X
M5 BAP 1,48 + 0,14 2iP 8,55+2,43d M5 3,00 + 0,69 cd
M6 BAP 1,48 + 0,7 2iP 10,83+£5,32cd M6 3,43 + 1,31 bed
M7 0,013 2iP 17,47 £7,27 a M7 573+2,09 a
M8 0,069 2iP 10,25+3,11cd M8 3,88+ 1,36 bc
M9 0,14 2iP 12,00 £ 3,84 bcd M9 4,36+1,22b
M10 0,7 2iP 10,00£2,83cd M10 3,17 £ 0,41 bcd
Concentraciones Numero de brotes elongacion (cm)
Tratamiento (mg/l) (30 dias) Tratamiento (30 dias)
MO - 1,25+051¢c MO 1,86+0,79 a
M1 BAP 1,48 2,07 £ 0,80 ab M1 1,24 + 0,20 bcde
M2 BAP 1,48 + 0,57 AIA 1,44 £ 0,62 bc M2 0,89 £ 0,30 de
M3 BAP 1,48 + 0,013 2iP 1,32 £ 0,58 bc M3 0,83+0,27 e
M4 BAP 1,48 + 0,069 2iP x M4 X
M5 BAP 1,48 + 0,14 2iP 155%0,67 abc M5 1,09 £ 0,34 cde
M6 BAP 1,48 + 0,7 2iP 1,48 £ 0,67 bc M6 1,25+ 0,54 bcd
M7 0,013 2iP 2,13+1,36a M7 1,98+0,46 a
M8 0,069 2iP 1,25 + 0,46bc M8 1,65+0,43 ab
M9 0,14 2iP 1,71+0,91abc M9 1,51 + 0,46 abc
M10 0,7 2iP 1+0c M10 1,47 £ 0,16 abc
Concentraciones Numero de Tamaifio raices (30
Tratamiento (mg/l) raices (30 dias) Tratamiento dias)
MO - 592+241a MO 0,96+0,45b
M1 BAP 1,48 0x0c M1 0+0d
M2 BAP 1,48+ 0,57 AIA 0x0c M2 0+0d
M3 BAP 1,48 + 0,013 2P 0+0c M3 0+0d
M4 BAP 1,48 + 0,069 2iP x M4 X
M5 BAP 1,48 +0,142iP 0xO0c M5 0+o0d
M6 BAP 1,48 +0,72iP 0,35%+1,03¢c M6 0,26 +0,71 cd
M7 0,013 2iP 5,20+ 2,40 a M7 141+052a
M8 0,069 2iP 2+2,06b M8 0,75+ 0,68 bc
M9 0,14 2iP 1,79+ 1,63b M9 1,03+0,79 ab
M10 0,7 2iP 0,67 +1,21 bc M10 0,17+ 0,29 cd

En la figura 20 se pueden observar algunos de los resultados de las mediciones de los

parametros que han sido descritos con anterioridad. Algunos de los ejemplos que se

ilustran son los brotes, raices, la elongacion y el tamafio de las raices.
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Figura 20: En esta imagen podemos observar diferentes medios utilizados. En la seccion (A) y (C) se puede
observar el tratamiento M7 en el cual se puede ver un gran nimero de brotes y un tamafio de raiz superior
a los demas. La seccion (B) nos muestra el tratamiento MO, el cual muestra un ndmero superior de raices
superior al resto. Las secciones (D) y (E) muestran los medios M6 y M1 respectivamente, los cuales no
destacaron mucho en elongacion, pero el medio M1 generd mas brotes. La linea horizontal corresponde al

tamafio de 1 cm, mientras que la linea vertical corresponde a 2 cm.
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4.3 Caracterizacion quimica preliminar de los compuestos volatiles
presentes en material vegetal en cultivo in vitro de Th. piperella.

Las plantulas escogidas para realizar la caracterizacion quimica de los compuestos
volatiles fueron aquellas cultivadas in vitro en medio MO (sin reguladores del
crecimiento) y M7 (suplementado con 2iP a una concentracion de 0,013 mg/l) debido a
que los explantes que se desarrollaron en éstos fueron los que mejores resultados
presentaron en los pardmetros de desarrollo vegetal analizados. Como tratamiento
control, se tomé una muestra de la planta madre (wild type) para poder comparar si
habia diferencias en la composicioén quimica entre esta y las plantulas cultivadas in vitro.
Tras retirar los explantes de los botes donde fueron cultivados, se procedi6 a la medicién
del peso para monitorizar la pérdida de agua hasta obtener un peso seco estable (Tabla
7) y poder realizar el analisis fitoquimico de compuestos volatiles.

Tabla 7: Monitorizacién del contenido en agua de las muestras de Thymus piperella L., durante 10 dias de

secado.

Tiempo (dias) Wild type (gr) Medio (M7) (gr) Medio (MO) (gr)
Dia 1 3,09 0,795 0,927

Dia 5 1,093 0,0785 0,0808

Dia 10 1,048 0,0743 0,075

La dltima medicion del peso seco del material vegetal nos mostrd que la planta wild type,
tras 10 dias de secado, mostré un 33,91% (1,048 g) de peso seco, es decir, perdié un
66,09% de su peso total. En el caso del tratamiento M7, el porcentaje de peso seco
resultante fue de 9,18% (0,0743 gr) y en el caso del tratamiento MO, el resultado del
peso seco fue de 8,09% (0,075 gr). Cabe destacar que la materia vegetal necesaria para
que el analisis de los componentes quimicos de Th. piperella fuera satisfactorio, era
necesario disponer de un total de 0,03 gramos, fue la cantidad estipulada que se

comunic6 desde la Universidad de Zaragoza.

Los resultados de los andlisis de los componentes quimicos se muestran a continuacion
(Tabla 8). Los compuestos mayoritarios en (% area) para todo el material vegetal
analizado (WT, M7 y MO) fueron el timol, p-cimeno, gamma-terpineno, carvacrol, beta-

cariofileno y linalool.

Tanto el tratamiento MO y M7 manifestaron 2 nuevos compuestos respecto a la planta

wild type. Los compuestos en cuestion son el acetato de carvacrol y cupareno.
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Tabla 8: Analisis del materia vegetal HS/SPME-GC-M. Método HS_SPME_60C_15min_rampa. Analisis

directo 0,05 g de muestra los compuestos que se sefialan en azul se identificaron ratificandolos mediante

un patron comun. Loa marcados en rojo solo se manifestaron en las especies propagadas en condiciones

de cultivo in vitro. Los compuestos en cuestion son el cupareno y carvacrol.

tr CAS Compounds WT_FG MO _FG M7 _RG WT FG MO FG M7 RG

8,57 99-83-2 alpha- pheilandrene 16510950 11282032 14917814 0,61 0,57 0,49

10,18 127-91-3 beta-pinene 69535854 14076588 4470271 0,26 0,21 0,15

10,45 3391-86-4 1-octen-3-ol 17885880 26061260 24202628 0,66 1,33 0,79

10,84 123-35-3 m yrcene 22613120 31861415 36636375 0,84 1,62 1,19

11,67 99-86-5 alpha-terpinene 22533752 16984318 25724805 0,84 0,86 0,84

11,92 99-87-5 p-cimene 600631650 237439948 249145803 22,33 12,09 8,12

12,81 3338-55-4  beta-cis-ocimene 4911315 2236873 3982638 0,18 0,11 0,13

13,12 99-85-4 gamma-terpinene 173218073 114481323 224263144 6,44 5,83 7,31

14,12 586-63-0 terpinolene 19304500 5754265 8011802 0,72 0,29 0,26

14,51 78-70-6 linalool 151794248 61893921 80515087 5,64 3,15 2,62

16,38 124-76-5 isoborneol 12963250 12738411 12064298 0,48 0,65 0,39

16,66 562-74-3 terpinen-4-ol 20351601 5646682 6501186 0,76 0,29 0,21

16,98 98-55-5 alpha-terpineol 22282764 3409374 4587036 0,83 0,17 0,15

17,22 112-40-3 dodecano 1456787 2414470 2857001 0,05 0,12 0,09

17,33 122-31-2 decanal 8923863 6136596 4694293 0,33 0,31 0,15

17,93 1076-56-8 thymol menthyl ether 4042911 4456113 3357503 0,15 0,23 0,11

18,24 490-91-5 thymoquinone 19376889 29668744 40944911 0,72 1,51 1,33

19,1 89-83-8 thymol 1208302195 1080251682 1856404323 44,91 55 60,52

19,22 499-75-2 carvacrol 119323771 77845725 145357184 4,44 3,96 4,74

20,07 528-79-0 thymol acetate 8464634 63800630 108502168 0,31 3,25 3,54

20,26 469-92-1 clovene 756217 594769 772456 0,03 0,03 0,03

20,37 6380-28-5 caracryl acetate 2866515 4635565 0,15 0,15
17699-14-

20,43 8 alpha-cubebene 1834691 1310790 1077882 0,07 0,07 0,07

20,51 3856-25-5 alpha-copanene 2554839 1955431 2219037 0,09 0,1 0,07

20,65 5208-59-3 (-)-beta-bourbonene 4314492 1560831 893270 0,16 0,08 0,03

20,78 629-59-4 tetradecane 5040724 6912045 5553557 0,19 0,35 0,18
NIST

20,99 140072 isocaryophillene 1896702 1392919 1761144 0,07 0,07 0,06

21,18 87-44-5 beta-caryophyllene = 150247286 97848015 131496564 5,58 4,98 4,29
136296- dimetil-2,6-

21,3 38-3 dimethylen 3956297 2033822 3931024 0,15 0,1 0,13
17699-05-

21,36 7 alpha-bergamotene 6290747 1093780 890489 0,23 0,06 0,03
68832-35-

21,6 9 beta-caryophyllene 2360312 1763496 2288349 0,09 0,09 0,07

21,67 6753-98-6 alpha-humelene 6227868 4805806 6866540 0,23 0,24 0,22
NIST

21,79 374189 beta-caopaene 1086119 3385669 4076064 0,04 0,17 0,13
22567-17-

21,96 5 gamma-qurjunene 6207905 3995762 5092349 0,23 0,2 0,17
31983-22-

22,27 9 alpha-muurolene 4490947 3971432 59355884 0,17 0,2 0,19
16982-

22,38 006 cuparene 4788495 4755899 0,24 0,16
39029-41-

22,47 9 gamma-cadinene 8150046 5801750 6131835 0,3 0,3 0,2

22,56 483-76-1 (+)-delta-cadinene 14277811 10404940 13949357 0,53 0,53 0,45
16728-99-

22,71 7 naphtalene 653452 1545630 1562458 0,02 0,08 0,05
24406-05-

22,77 1 alpha-cadiene 1398440 1787406 1552477 0,05 0,09 0,05
21391-

22,85 991 a-calacorene 2009817 2287521 2455007 0,07 0,12 0,08

23,34 1139-30-6 caryophyllene oxide 3238497 787682 552960 0,12 0,04 0,02

23,85 1209-71-8 delta-eudesmol 1444378 2648562 1674672 0,05 0,13 0,05
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En el analisis cromatografico HS-SPME-GC-MS (Figura 21) se muestran los
compuestos quimicos que en mayor abundancia se encuentran en la especie Th.h
piperella L. tanto en la planta wild type como en las micropropagadas in vitro
(tratamientos M7 Y MO). En ella podemos observar la elicitacién del compuesto timol y

acetato de timol en las plantas micropropagadas con respecto a la planta wild type.

°
£ s
> ~
Abundance = s
TIC: 240621_WT_FG <
32¢07 1 11C: 240621_M5_FG -
3e407§ &
2iB&ta7 TIC: 240621_M7_FG -
2.6e+07 55
2.4e+07 ] 8 o
i S [
2.2e+07 | 2 5 U %
2e+07 | 8 QO ©
! a ce §
1.8e+07 i o tu-) 3 g =
1.6e+07 1 £ £, 0
1 (o] = ]
1.4e+07 E E o ©
S E ® g
1.2e+07 s 8 £

le+07
8000000
6000000 1
4000000
2000000

0
Time-->

[ |

€ T
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

Figura 21: Cromatogramas obtenidos mediante el andlisis HS-SPME-GC-MS. En negro se muestra los
resultados de la planta wild type, en azul se muestran los resultados del tratamiento MS y en rojo los
resultados del tratamiento M7. Los cromatogramas se encuentran desplazados para poder apreciar las

diferencias en los perfiles cromatograficos.
Los resultados de este estudio muestran que los componentes que se encuentran en

mayor proporcion son: para-cimeno (22,33% - 12,09% - 8,12%) y timol (44,91% -
55,00% - 60,52%) para WT, MO y M7 respectivamente.
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5. DISCUSION

Esterilizacion e inicio del cultivo in vitro

Los resultados del experimento de esterilizacion e inicio (Tabla 3) mostraron que tanto
el tratamiento 2 (Etanol 70% durante 30 segundos e hipoclorito sédico, 40 g/l, 15%, 15
minutos) como el tratamiento 1 (Etanol 70% durante 30 segundos e hipoclorito sadico,
40 g/l, 7%, 20 minutos) son efectivos en la prevencion de la contaminacion total, ya que
no mostraron diferencias significativas entre si. Aunque el tratamiento 1 (5,19 + 22,33)
mostr6 menos contaminacién total que el tratamiento 2 (13,51 * 34,66), La
contaminacioén fingica y bacteriana pueden originarse en el entorno de laboratorio, las
técnicas de laboratorio, el manejo, acaros (Acari Leach) y trips (Thysanoptera)
(Dangariya, Khandhar, Monpara, Chudasama, y Thaker, 2020). La contaminacion
(bacterias y hongos) que se da lugar en el cultivo in vitro también puede ser debido a
que hay microorganismos de manera enddgena (Schulz y Boyle, 2006) que pueden ser
detectados en cualquier momento en tejido vegetal asintomatico. También pueden ser
epifiticos (que se sitlan o viven sobre la planta), saproéfitos, pueden o no causar
patogenia (Dangariya et al., 2020).

Lo que sugiri6 la hipétesis de que el tratamiento 2 pudiera causar la liberacion de
bacterias enddgenas, esto puede ser debido a que el hipoclorito sédico en una
concentracion superior al tratamiento 1 haya causado algun tipo de estrés en el tejido
vegetal. La explicacion se podria encontrar en que las bacterias enddéfitas se acumulan
en diferentes tejidos y compartimentos de la planta como pueden ser: los espacios
intercelulares de las paredes celulares, los vasos del xilema y el apoplasto (Perez,
Chamorro, Leonardo. 2013). De esta manera, el nUmero de nodos inferior respecto al
tratamiento 1 podria ser explicado por letargo (estado de adormecimiento e inactividad)
causado por estrés en respuesta al tratamiento 2. Lo que podria ser interesante de llevar
a estudio en futuras investigaciones y, a la vez interesante ya que la contaminacion
incrementa la tasa de mortalidad, implica un crecimiento variable, la reduccién de la

multiplicacion de brotes y reduccion del enraizamiento (Varghese y Joy, 2016).

El estado de etiolacién es definido como la aparicion de plastos con ausencia de color
(etioplastos) en tejidos que presentan cloroplastos en condiciones de ausencia luminica.
(Armarego-Marriott, Sandoval-Ibafiez y Kowalewska 2020). La etiolacion observada tras

los primeros diez dias de cultivo in vitro practicamente se vio revertida con la
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transferencia a fotoperiodo de 16 horas (Figura 16, F). Muy probablemente, la causa se
debe a que ocurre el fendmeno de des-etiolacion, la transicion de etioplastos a
cloroplastos y se puede explicar con la posterior por la nueva exposicién de la planta a
la luz ya que también implica la activacién del sistema fotosintético mediante un cambio

fotomorfogénico a nivel de plantula (Armarego-Marriott et al., 2019).

Multiplicacién

De forma general, la multiplicacion resultd ser méas efectiva con el tratamiento M7 (medio
suplementado con 2iP a una concentracion de 0,013 mg/l), tal y como se expone en la
Tabla 1. En anteriores trabajos del género Thymus como es el caso de Th. vulgaris (El
Ansari et al., 2019) el regulador del crecimiento mas destacado también fue 2iP a una
concentracion de 0,29 mg/l. Del mismo modo, en un cultivar ornamental hibrido de Th.
vulgaris el regulador mas efectivo segun Kulpa, Wesolowska, y Jadczak (2018) fue 2iP
a una concentracion de 5 mg/l. A continuacion se discuten los resultados de
multiplicacién obtenidos para cada uno de los parametros de desarrollo vegetal

estudiados.

Generacion de nodos v hojas

La generacién de nodos fue satisfactoria para el tratamiento M7 (0,013 mg/l de 2iP)
respecto a los otros tratamientos (Tabla 6) manteniendo diferencias significativas con
ellos. En Sideritis leucantha Cav. 2iP también fue el regulador del crecimiento mas
efectivo para incrementar el nUmero de nodos a una concentracion de 0,14 mg/l, a
diferencia de los tratamientos realizados con otras citoquininas como BAP (Juan-Vicedo
et al.,, 2021). En este sentido, en el trabajo previo realizado en Th. piperella se
document6 que la adicion progresiva de BAP al medio reducia drasticamente el nimero
de nodos por brote (Saez et al., 1994), aunque en este estudio no se realizaron

comparaciones con 2iP.

Proliferacion de brotes

Para que el cultivo in vitro produzca una proliferacién de brotes 6ptima es importante
saber cual es el balance adecuado de reguladores de crecimiento que se suplementan
en el medio de cultivo (Marco-Medina y Casas, 2015). En estudios realizados con

anterioridad en especies del género Thymus, como es en el caso de Th. vulgaris L., el
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2iP fue el regulador del crecimiento que mejor funciond para la multiplicacion y
proliferaciébn de brotes a una concentracién de 0,29 mg/l (El Ansari et al., 2019). En
ejemplares silvestres de Th. piperella el medio mas efectivo para la proliferacién de
brotes resultd ser el formulado con 0,57 mg/l AIA + 1,48 mg/l BAP (Saez et al., 1994).
En Th. vulgaris L. segin Kulpa et al. (2018) la adicibn de 5 mg/l de 2iP fue la
concentracion de regulador mas efectiva para la fase de multiplicaciéon. En Th.
guinquecostatus Celak. (Keum-Young Lee, 2004), 2iP fue el regulador méas efectivo a

una concentracion de 2 mgl/l.

En este estudio el tratamiento que mejor respondié para la generacién de hojas fue el
tratamiento M7, el cual contenia un volumen inferior de regulador del crecimiento
respecto a los otros tratamientos con regulador (0,013 mg/l de 2iP, como se expone en
la (Tabla 6). Sin embargo, no mostré diferencias significativas con el tratamiento MO,
totalmente desprovisto de reguladores del crecimiento exdgenos. Los otros tratamientos
generaron un namero significativamente menor de hojas, excepto el tratamiento M1
(Tabla 6). En otros trabajos el nimero de hojas se vio incluso reducido con la presencia
de reguladores del crecimiento, siendo el medio basal MS desprovisto de reguladores
del crecimiento el que mejores resultados proporcion6 en la multiplicacion in vitro de Th.

moroderi (Marco-Medina y Casas, 2015).

Elongacién

En lo referido a elongacion de las plantulas formadas en cultivo in vitro los tratamientos
gue mejor respondieron fueron M7 (suplementado con 2iP a una concentracion de 0,013
mg/l) y MO (Desprovisto de reguladores del crecimiento) (Tabla 6). Aunque no mostraron
diferencias significativas con tratamientos como el M8 (Suplementado con 2iP a una
concentracion de 0,069 mg/l), M9 (Suplementado con 2iP a una concentracion de 0,14
mg/l) y M10 (suplementado con 2iP a una concentracion de 0,7 mg/l). En recientes
estudios desarrollados en otras especies de labiadas, el medio que mejor resulté para
la elongacién de brotes fue el 2iP (0,14 mg/l) en S. leucantha Cav. (Juan-Vicedo et al.,
2021), mientras que segun Marco-Medina y Casas (2015) el tratamiento sin regulador
de crecimiento fue el que mejores resultados mostré para Th. moroderi lo que sugiere
una sensibilidad especifica del genotipo de la especie o cultivar y los reguladores del

crecimiento aportados de forma exégena.
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La BAP suele ser el regulador de eleccién, pero las labiadas son muy sensibles a la
adicion de reguladores exdgenos tal y como se muestra en trabajos como el de Th.
moroderi de Marco-Medina y Casas, (2015) y Sideritis leucantha (Juan-Vicedo, et al.,
2021) y, en definitiva, reguladores que son “menos potentes” funcionan bien para el
desarrollo vegetal in vitro de estas especies porgue se obtienen mejores parametros de
desarrollo vegetal (como la elongacién) y un menor nimero de malformaciones o

anomalias morfoldgicas.

En este estudi6 se dio el caso de que el tratamiento M2, (Suplementado con BAP a una
concentracion de 1,48 mg/l y con AlA a una concentracion de 0,57 mg/l) el medio 6ptimo
segun Saez et al., (1994) genero callo (Figura 19). Suele generarse en condiciones en
las que los reguladores de crecimiento (auxinas y citoquininas) se encuentran en un
proporcion similar (Dogan, 2019; Malik et al., 2021). En este caso, las proporciones no
eran del todo similares, podria atribuirse una cierta sensibilidad a este genotipo tras la

adicibn combinada de auxinas y citoquininas, que acaba en formacion de callo.

Enraizamiento

En este estudio, las raices se generaron de forma espontanea en el tratamiento MO
(desprovisto de reguladores del crecimiento) al igual que en Th. moroderi (Marco-
Medina y Casas, 2015). En el presente trabajo, no muestra diferencias significativas con
el tratamiento M7. En anteriores estudios se reporté que el mejor medio para la
generacién de raices es el MS sin la adicion de ninguna clase de regulador del
crecimiento (Nordine, Tlemcani, y El Meskaoui, 2014). En el caso del experimento de
Saez et al. (1994) el aumento progresivo de citoquininas inhibia el crecimiento radicular,

del mismo modo que en este estudio.

Caracterizacion quimica preliminar de los compuestos volatiles presentes en el
material vegetal en cultivo in vitro de Th. piperella

Las condiciones del cultivo in vitro pueden modificar la producciéon de metabolitos
secundarios en las células y tejidos vegetales (Bekircan, Yasar, Yildirrm, S6kmen y
Sokmen, 2018; Gongalves y Romano, 2013; Hussain et al., 2012). En este estudio se
observa que los tratamientos MO (sin reguladores) y M7 (Suplementado con 2iP a una
concentracion de 0,013 mg/l) aumentan la produccion de dos compuestos (timol y
acetato de timol) con respecto a las muestras del wild type. En anteriores estudios del

género Thymus, como es el caso de Th. leucotrichus Hal., se incremento la produccion
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de timol en medio de cultivo suplementado con 1 mg/l de kinetina, y también de carvacrol

con 0,1 mg/l de tidiazurén.

En recientes estudios, se ha documentado que la adicion de 150 mg/l de triptéfano en
el medio de cultivo aumento la produccién de timol en un 390% (Al-Jibouri, Abed, Abass
Ali, y Majeed, 2016). En Th. vulgaris L. la adicion de 0,20 mg/l de AIA al medio MS

supuso el incremento de timol en un 315% (Affonso, Bizzo, Lage, y Sato, 2009).

Los resultados del analisis quimico realizado en el presente trabajo apoyan la identidad
taxonémica adscrita al ejemplar comercial de uso tradicional sujeto a estudio,
circunscrito como un hibrido de Th. piperella por sus caracteres morfolégicos. Ademas,
por el perfil en compuestos voléatiles obtenido en este estudio se podria incluir dentro del
qguimiotipo B descrito por Ruiz-Navajas et al. (2012), ya que los componentes que se
encuentran en mayor porcentaje de area son el timol y el para-cimeno. Finalmente, se
puede ver un aumento destacable de la proporcion de timol en las plantulas cultivadas
in vitro (especialmente en las plantulas cultivadas en medio M7, con 2iP a una
concentracion de 0,013 mg/l) lo que sugiere que las condiciones de cultivo in vitro
pueden elicitar la biosintesis de este metabolito de interés, tal y como se ha
documentado para otras especies (Affonso, Bizzo, Lage, y Sato, 2009; Al-Jibouri, Abed,
Abass Ali, y Majeed, 2016). Sin embargo, la falta de mas réplicas técnicas en el andlisis
hace que esta idea deba tomarse con precaucion. Por ello, seria interesante profundizar
posteriormente en el papel de los sistemas de cultivo de in vitro en la elicitacién de este
compuesto (u otros con interés medicinal o alimentario tales como el carvacrol) en este
hibrido comercial de Th. piperella o en alguno de los quimiotipos de la especie silvestre,
asi como determinar si la posterior transferencia a condiciones ex vitro del material
micropropagado (aclimatacién) permite mantener niveles de estos compuestos por

encima de los encontrados en especimenes silvestres, no sujetos a cultivo in vitro.
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6. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente Trabajo Fin de Grado, se pueden

establecer las siguientes conclusiones:

En la esterilizacién del material vegetal sometido a estudio, tanto el tratamiento
1 (hipoclorito sodico, 40 g/l, 7%, durante 20 minutos) como el tratamiento 2
(hipoclorito sédico, 40 g/l, 15%, durante 15 minutos) fueron efectivos en el inicio
del cultivo in vitro atendiendo a los niveles de contaminacion total y restauracion

del crecimiento obtenidos tras ambos.

Para la multiplicacion, los tratamientos MO (medio basal, sin reguladores del
crecimiento) y M7 (medio basal, suplementado con 0,013 mg/I de 2iP) mostraron
valores 6ptimos (mayores) de desarrollo vegetal en términos de nimero de
nuevos brotes, nodos y hojas formados, asi como de elongacién y enraizamiento
de las plantulas cultivadas in vitro, en comparacion con el resto de medios de

cultivo estudiados.

El andlisis de compuestos volatiles realizado en las tres muestras de este estudio
(wild type y plantulas cultivadas en los tratamientos MO y M7) sugieren que este
material comercial puede adscribirse al quimiotipo B de Th. piperella, descrito

anteriormente, por su mayor contenido en timol y para-cimeno.

Finalmente, los tratamientos MO y, especialmente, M7 de este espécimen
parecen incrementar la biosintesis de timol, por lo que lineas futuras de
investigacion podrian ir encaminadas en determinar con mayor precision el papel

de la elicitacion de este compuesto en condiciones de cultivo in vitro.
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