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Conservacion de plantas
de Interés forestal

Se han ideado y experimentado diversos métodos de propagacion
y de conservacion de especies vegetales del bosque mediterraneo,
en recesion o peligro de extincidn

Antonio Troncoso de Arce, Manuel Cantos Barragan,
Juana Lifian Benjumea, Javier Troncoso Mendoza y Maria Garcia Lifian

os bosques constituyen un nexo imprescindibles en el de-
sarrollo normal de la vida. Influyen en la calidad del aire,
en la regulacion del climay en la conservacion del suelo,
plantas, animales y paisagje. Explotados de una forma racional, se
convierten en fuente de riqueza.

La conservacion de las especies vegetales es uno de los aspec-
tos principales en el mantenimiento del bosque. A su interés en
el ecosistema, las plantas silvestres encierran una importancia
capital como banco de genes, que puedan mejorar determinados
caracteres de sus parientes domesticadas, en particular en los im-
plicados en su adaptacion a medio.

Las plantas de uso agricola se han ido seleccionando en razon
de su productividad en condiciones adecuadas de cultivo. Ello ha
repercutido en un menor potencial de resistencia o tolerancia
ante situaciones adversas. Por el contrario, las especies forestales
se han ido autoseleccionando por su capacidad de adaptacion a
condiciones de estrés.

Muchas especies silvestres se hallan en clara regresion, si no
en peligro de desaparecer. Tal retroceso se debe a causas muy
diversas. Citemos las principales: a) talas indiscriminadas y abu-
sivas, sobre todo de plantas lefiosas; b) recoleccidon excesiva de
especies de interés practico —farmacéutico, industrial, cosmético
o alimentario tipo—, que suelen llevar en la denominacion linne-
ana, por epiteto de especie, el vocablo officinalis; c) incendios
provocados o accidentales; d) expansion de las ciudades o nue-
vos asentamientos humanos; €) précticas silvicolas mal realiza-
das, como exceso de rozas o aclareos indiscriminados; f) carga
1. SISTEMA econémico para la propagacion ~ excesiva de ganado herbivoro silvestre o de pastoreo; y g) pro-
de esquejes de vid silvestre. pagacion dificil que impide una regeneracion normal.
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La declaracion de parque nacio-
nales, parques naturales, reservas,
pargjes naturales, parajes singulares
y similares constituye una medida
eficaz para la conservacion de es-
pecies en sus propias areas de dis-
tribucién. Mas dificil resultala con-
servacion in situ de la vegetacion
natural fuera de esos espacios na-
turales. Asi ocurre con las pobla-
ciones de vid silvestre, cada vez mas
escasas. Faltan y son necesarios ver-
daderos programas de conservacion
y medidas legales apropiadas.

Otra via de mantener, o incluso
aumentar, las plantas pertenecientes
a especies en peligro nos lo ofrece
la conservacion ex situ, es decir,
fuera de sus ecosistemas naturales.
Se trata de utilizar las colecciones
de campo o vivero, los jardines bo-
tanicosy los bancos de germoplasma
para conservar semillas, esporas, po-
len, bulbos, estaquillas y demas; y
también, promover bancos de célu-
las, tejidos o plantitas, que tienen
como base el cultivo in vitro.

La conservacion del germoplasma
vegetal ex situ entrafia tres aspec-
tos principales: localizacion y ca-
racterizacion de las poblaciones, pro-
pagacion de las mismas por métodos
que no dafien a las plantas madres
y conservacion propiamente dicha
Analicémoslos.

Localizacion

A lalocalizacion, cartografiado, ca-
racterizacion y conocimiento del es-
tado sanitario de poblaciones de plan-
tas de bosque esta consagrado el
proyecto “Estudio y conservacion
delasvidessilvestres en Andalucia’,
gue realiza nuestro grupo de inves-
tigacién, junto con el departamento
de fisiologia 'y zoologia de la facul-
tad de biologia de la Universidad de
Sevilla 'y el departamento de agro-
nomiade la Escuela Técnica Superior
de Ingenieros de Montes de Cérdoba.

Amén de establecer la localiza-
cion de poblaciones de vid silves-
tre y su cartografiado, mediante el
sistema universal de ubicacion
(GPS), nos ocupamos de la des-
cripcién ampel ogréfica (morfologia
y fenologia), determinacion de los
principales tutores de las parras y
flora adyacente. Se estudian tam-
bién los suelos y se evallia la inci-
dencia de plagas y enfermedades
en raices y oOrganos aéreos. Otros

aspectos del trabajo no menos im-
portantes son la recogida de mate-
rial para su conservacion en ban-
cos de germoplasma, la prospeccion
y determinacion de enemigos natu-
rales de las plagas presentes y de
los principales polinizadores. Al pro-
pio tiempo se va creando una base
de datos de mapas tematicos sobre
cada poblacion cartografiada me-
diante el Programa Arc/Infos.

Propagacion reproductora

L as especies vegetales superiores se
propagan por via sexual (reproduc-
cion) o por via vegetativa (multipli-
cacion). En el primer caso, la nueva
planta se obtiene por germinacion
de una semilla que se formé de la
unién de una célula masculina con
una femenina, dotada cada una con
Su juego de cromosomas propio. La
progenie no reproducira integros |os
caracteres genéticos del padre o de
la madre, sino que, salvando la do-
minancia entre parentales, sera una
fusion de los caracteres de ambos.
A veces, la flor de la que procede
la semilla es hermafrodita, es decir,
posee 6rgano femenino y masculino
habiles; por tanto, puede darse au-
tofecundacion (fecundacién del 6vulo
con polen de la misma flor). No
obstante, y debido a fendmenos de
heterocigosis, |a planta hija no suele
ser idéntica al parental. En conse-
cuencia, por propagacion sexual se
obtiene una planta hija que difiere
de progenitor, lo cual significa un
aumento de la diversidad genética,
o biodiversidad.

Esta variabilidad constituye una
condicion importante para la su-
pervivencia de poblaciones foresta-
les, pues un exceso de individuos
genéticamente semejantes supone un
alto riesgo ante una situacion de
adversidad. Por ello, la reproduc-
cion es el sistema mas conveniente
en la propagacion de plantas de bos-
que. Con fines de conservacion,
cuando la semilla germina bien, lo
maés econdmico es extraerladel fruto,
someterla a un proceso de estrati-
ficacion o de frio y sembrarla di-
rectamente en bandeja o semillero
sobre un sustrato de arena y turba.

Multiplicacion agamica

Mediante la propagacion agamica,
o multiplicacién, se obtiene una
nueva planta a partir de un frag-

2. SISTEMA de contenedores tubulares
para la propagacion de esquejes de olivo.

mento de un solo progenitor, por
autoenraizado o por injerto (utili-
zando el sistema radical de otra
planta). En estas circunstancias, la
planta hija reflgjara los caracteres
del progenitor, al ser su continua-
cion directa. Se consiguen lineas
de plantas clonicas.

No podemos prescindir de las téc-
nicas de propagacion agamica. Segiin
el tamafio del esqueje aemplear, es-
tas técnicas van desde sistemas que
combinan el riego por nebulizacion,
el calor basal y un tratamiento con
auxina (para esquejes semiherbaceos
de varios centimetros y con hojas)
hasta la implantacién directa en el
terreno o en vivero, de grandes es-
tacas, con reservas suficientes para
soportar €l periodo previo a la ra-
dicacion.

Cuando para la multiplicacién se
emplea el enraizamiento de esque-
jes semiherbéceos, serecurre al pro-
cedimiento de nebulizacién, que com-
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bina el riego intermitente y micro-
nizado con la aplicacién, en la base
de la estaquilla, de un tratamiento
con auxina y calor. Se requiere un
recinto cerrado, que permita la en-
trada de luz solar (invernadero de
nebulizacién), dotado de mesas con
los bordes sobreelevados (unos 20
cM) para contener un sustrato inerte,
generalmente perlita, y de un sis-
tema de calefaccion. Sobre las me-
sas, se sitlan aspersores de salida
muy fina (nebulizadores) en contacto
con una fuente de agua a presion
(zlatm), cuyo flujo est& regulado
por un sistema electrénico o de re-
lojeria. Sobre las mesas, hincadas
sus bases en el sustrato inerte, se
colocan los esquejes dotados de 2-
3 hojas, previamente tratados con
auxina (generalmente &cido indol bu-
tirico, AIB) por inmersion basal r&
pida. La base de la estaquilla den-

i

tro del sustrato se mantiene pro-
xima a los 25°C. A través de este
procedimiento se obtienen unos por-
centajes muy elevados de forma-
cion de raices en los esquejes de al-
gunas especies forestales.
Aprovechando la buena respuesta
de la estaquilla de vid silvestre al
enraizamiento, hemos ideado un pro-
cedimiento muy sencillo de propa-
gacion basado en los mismos prin-
cipios de la nebulizacion. Se
sustituye el invernadero de nebuli-
zacion por una simple maceta de po-
lietileno, donde se pone el sustrato
(perlita) bien regado. Se hinca en
el substrato la base de la estaquilla
tratada o no con AIB (3000 ppm);
el conjunto se cubre con una bolsa
de pléstico invertida, cuya boca se
gjusta a los bordes de la maceta.
Previamente se rocia el interior con
aguafinamente micronizada. La eva-

4. EXTRACCION de embrion de enebro (Junijperus oxycedrus).

3. USO DE UN CORTATUBOS para la
eliminacion de la cubierta de la semilla
de olivo (Olea europaea).

poracion del agua del sustrato y la
anadida mantienen la humedad re-
lativa proxima a 100% en el inte-
rior de la bolsa. Con este procedi-
miento, se logran enraizamientos de
los esquejes de vid silvestre hasta
en un 80% de los implantados.
Patente nuestra fue también el sis-
tema de contenedores tubulares, de
particular éxito en la propagacion
de olivo.

Especies refractarias

Sin embargo, muchas plantas fo-
restales no responden a las técni-
cas de propagacion por reproduc-
cion ni agamica. En cuanto a la
primera, existen semillas que ger-
minan muy mal e incluso no lo ha-
cen. Malformaciones, fendmenos de
dormancia o desequilibrios entre
la maduracién del fruto y el em-
brién pueden impedir la germina-
cién. Frecuentemente, la cubierta
seminal (testa o endocarpo) es la
responsable, debido a su dureza
excesiva e impermeabilidad, que
bloquean la salida del embrion y
al intercambio de gases y agua con
el exterior, 0 a la acumulacion, en
la misma, de inhibidores de tipo
hormonal.

Para disminuir los efectos de esta
dormicién, se recurre a diversos pro-
cedimientos: ingestién por anima-
les, tratamientos con &cidos, bases,
auxinas, giberelinas, frio, y otros.
Si los inhibidores se acumulan en
el endospermo que rodea a embrién,
cuesta mas superar esas dificulta-
des. Por otra parte, también se puede
producir un desfase entre el grado
de maduracién del embrion y los
tejidos que lo protegen, lo que re-
trasa la germinacién. Cuando el pro-
blema de la germinacion radica en
la cubierta seminal el foco delador-
micién no queda mas remedio que
eliminar dicha estructura.

Las especies lefiosas en general
y las forestales en particular suelen
ser recalcitrantes a su propagacion
mediante estaquillado. Ello guarda
relacion con la dificultad para la
induccion de rejuvenecimiento, im-
prescindible para que se desarro-
Ilen nuevos tejidos.
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Cultivo in vitro

Para la germinacién del embrién
aislado o para la regeneraciéon de
plantas de escaso material juvenil
0 rejuvenecido (yemas, apices, me-
ristemos apicales y otros) hay que
acudir al cultivo in vitro. Consiste
éste en el desarrollo, sobre un me-
dio nutritivo y en condiciones es-
térilesy aisladas (dentro de un con-
tenedor transparente), de células o
tejidos vegetales.

El cultivo in vitro se basa en los
principios de autonomia (capacidad
de vivir aislada) y totipotencia (ca-
pacidad de regenerar una planta)
de la célula. Esta técnica, que no
infiere dafo alguno a la planta ma-
dre, permite la obtencién de un nu-
mero elevado de individuos en poco
tiempo, a partir de muy poca can-
tidad de material inicial. Podemos
escalonarlo en varias fases.

Una primera de preparacion del
material a cultivar. Abarca la ger-
minacion de semillas completas, en
semillas desnudas o en embriones.
Para obtener individuos haploides,
puede procederse al cultivo de 6vu-
los, anteras 0 microesporas. Si in-
teresa la micropropagacion, nos ser-
viremos de trozos de tallos
uninodal es o de fragmentos de plan-
tas con yemas preexistentes. Habra
que eliminar las posibles virosis me-
diante cultivo de meristemos (grupo
de células en division pertenecien-
tes a la punta del brote apical).

Otras formas son el cultivo de em-
briones sométicos (embridn asexual,
obtenido de una célula o grupo de
células), de callos (masa desorga-
nizada de células de tipo parenqui-
mético) o de suspensiones celula-
res (células independientes, no
organizadas en tejidos mantenidas
en un medio liquido) y protoplas-
tos obtenidos por digestion enzi-
matica de la pared de la célula.

En el caso de la micropropaga-
cion, la planta original debe pre-
sentar caracteristicas varietales bien
definidas y buen estado sanitario y
de desarrollo. Para la germinacién,
los frutos se recogen maduros, se
les elimina la pulpa; las semillas
limpias se guardan a 4 grados C
hasta el momento de la siembra. Se
prefiere la semilla completa cuando
la germinacién no es muy compli-
cada o su tamafio es tan pequefio,

5. CULTIVO J/n vitro y planta de atropa (Atropa baetica) trasplantada a condiciones

ex vitro.

gue dificultaria su manipulacion. De
este modo, nuestro grupo ha obte-
nido buenos resultados con las es-
pecies Atropa baetica, Echinospar-
tum algibicum, Lavatera maritima,
Rhododendron ponticum ssp. bae-
ticum. Cuando se necesita cultivar
la semilla desnuda, sin testa, se eli-
mina dicha cubierts, segin su con-
sistencia: por cortes laterales con un
cortalifias (acebo), por presion (ene-
bro) o con la ayuda de un cortatu-
bos (acebuche).

Para el aislamiento del embridn,
la semilla sin cubierta se incuba en
agua destilada y estéril durante 48
horas a 25 grados, o que provoca

hinchazon del endospermo, que fa-
cilita la realizacion de cortes late-
rales con el bisturi (normalmente
bajo lupa binocular), hasta dejar
visible el embrién sin dafiarlo para
Su extraccion.

Cuando la propagacion in vitro
se hace con material no sexual (apice,
yema o explanto), conviene tomar
un trozo de ramo joven de la planta
madre, eliminarle las hojas y dejar
so6lo las yemas. Tras una limpieza
enérgica, se trata con fungicida y
se coloca en un contenedor con so-
lucién Hoagland (20%) y sacarosa
2% a 25 grados y luz, para provo-
carle la emisién de nuevos brotes.

6. CULTIVO in vitro y ex vitro de plantula de acebo (/lex aquifolium).
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COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO

MACRONUTRIENTES

Nitrato potasico

Nitrato calcico

Nitrato de amonio
Fosfato acido de potasio
Sulfato de magnesio
Sulfato de hierro

EDTA Na, EDTA

KNO,

NH,NO,
KH,PO,

mg/l mM

Ca(NO,), 4H,0

MgS0, 7H,0
FeSO, 7H,0

MICRONUTRIENTES

Sulfato de manganeso
Acido bérico

Sulfato de zinc
Molibdato de sodio
Sulfato de cobre
Cloruro de cobalto

ZrB;SOf1 7H,0
Na,MoO, 2H,0
Cuso, 5H,0
CoCl, 6H,0

VITAMINAS

Tiamina

mg/|
1

Mioinositol

100

REGULADORES

BAP
ANA

Agar
pH

VID, Troncoso et al., 1990

A partir de esos brotes se prepara
el material a cultivar.

Después de esta primera fase de
preparacion del material a cultivar
se procede a la de esterilizacion. El
cultivo in vitro ha de hacerse en
condiciones adecuadas de nutricion
(minerales, azlicares, hormonasyy vi-
taminas) y ambientales (tempera-
tura, luz, fotoperiodo) para que €l

mg/l
0,072

uM

0,024

0,6%
SN

material vegetal sedesarrolle hasta
regenerar una nueva planta.

Esas condiciones idoneas |o son
también paralaproliferacion de mi-
croorganismos (bacterias, hongos)
gue provocan infecciones en el con-
tenedor. En consecuencia, todos |os
elementos que intervienen en el pro-
ceso (material de vidrio, utensilios,
medio de cultivo, material vegetal)

Resultados obtenidos en pruebas de germinaci(m in vitro de acebo

Dias

cultivo

Dlas Germinacion
(%)
ultlvo

cultivo

Germinacién
(%)

Dias

Germinacion Dias Germinacién
(%) de (%)
cultivo

EETI IR I B TN BN

Germinacion de semillas y embriones de la especie Juniperus oxycedrus

Dlas

cultlvo

Germinacion Dlas Germinacion
(%) (%)
cultlvo

cultlvo

0 (0%)

D|as Dlas

cultlvo

Germinacion
(%)

37 (12,3%)

Germinacion
(%)

100 (50%)

han de ser debidamente esteriliza-
dos y todas las operaciones reali-
zarse en ambiente aséptico (camara
de flujo).

Para desinfectar el material ve-
getal hemos de conocer su capaci-
dad de soportar el tratamiento y su
grado de contaminacién. En gene-
ral, tras una primera inmersion ra-
pida, de 10 segundos, en etanol 70 %,
sigue otra més larga (=15-20 mi-
nutos) en hipoclorito de sodio; esta
Ultima inmersién puede ir acompa-
flada de agitacion y, cuando el ma-
terial lo permite, a temperatura de
35-40°C. Por ultimo, el material ve-
getal se lava repetidamente con agua
destilada estéril.

Vayamos con la tercera fase, la
de establecimiento del cultivo. Se
trabaja en las condiciones asépticas
de la cabinade flujo; el material ve-
getal desinfectado se coloca en el
interior del contenedor transparente
sobre medio nutritivo, generalmente
solidificado, con agar 0,6 % apH 5,6.
Cada especie 0 cada tipo de mate-
rial requiere su propio medio nu-
tritivo, si bien comparten la misma
base (elementos minerales comple-
tos, azlicares, vitaminas, regulado-
res de crecimiento). Una vez sem-
brado el material vegetal en el
contenedor y cerrado éste con un
tapon, se introduce en una camara
con temperatura de 25 grados, ilu-
minacién de 30 microeinstein (?) y
fotoperiodo controlado (en general
16 horas), hasta la formacion de la
nueva planta.

La cuartafase concierne ala adap-
tacion a las condiciones externas.
Por ser todavia muy endeble el sis-
tema radicular formado in vitro, y
teniendo en cuenta que la hoja no
regula bien la apertura y cierre de
estomas, se corre €l peligro de des-
hidratacion de la planta, de su
muerte, en el proceso del transplante
de in vitro a ex vitro. Para preve-
nir lafatalidad, se crea un ambiente
de adaptacion gradual a las condi-
ciones externas.

La planta in vitro se traslada a
un contenedor de unos 300 centi-
metros cubicos de capacidad con
un sustrato suelto (una mezcla de
perlita y turba) que se satura de
humedad. El conjunto se cubre con
una bolsa de pléastico transparente
también impregnada de agua en su
interior; se colocaen un lugar fresco
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7. GERMINACION DEL EMBRION

in vitro y cultivo en condiciones externas
de plantula de enebro (Juniperus
oxycedrus).

y luz mortecina. Tras varios dias
en esas condiciones, se comienzan
a cortar pequefios trozos de la en-
vuelta de pléastico hasta que, poco
a poco, en €l intervalo de dias, se
halle en pleno contacto con el am-
biente. La planta puede ahora pa-
sar a invernadero o vivero. ;Qué
resultados se obtienen? Vedmoslo
en algunas especies de interés fo-
restal en Andalucia

La belladona

Labelladona (Atropa baetica Wilk.)
es una especie endémica de Anda-
lucia. En riesgo de extincién, que-
dan exiguas poblaciones confina-
das en la sierra de Cazorlay en la
sierra de Grazalema. Para el estu-
dio de su germinacion se emplea-
ron frutos maduros de una planta
del Parque Natural de Grazalema.
Se abrieron las bayas y se extraje-
ron las semillas, que se almacena-
ron a 4 grados. En las pruebas de
bandejas se obtuvo un 30 % de plan-
tulas a los 40 dias de la siembra.
En las pruebas de germinacion in
vitro se alcanzé un 100% de pléan-
tulas a los 30 dias de cultivo.

Acebo

El acebo (Ilex aquifolium L) medra
en la mayoria de los sistemas mon-
tafiosos espafioles. En el Sur abunda
menos, con alguna representacion
en lasierrade Cazorla, SierraNevada
y en la Penibética. Su escaso nu-
mero, lento crecimiento y mala ger-
minacion convierten a esta planta
en una especie vulnerable en
Andalucia

Para los experimentos de germi-
nacion, se recolectaron frutos ma-
duros en el Parque Natural de Los
Alcornocales (Céadiz-Malaga), que
se almacenaron a 4 grados. Dado
el mucho tiempo necesario para la
germinacion de la semilla por mé-
todos tradicionales (2-3 afios), no se
realizaron pruebas de germinacion
en bandejas. Se ensayaron in vitro
semillas completas, semillas sin cu-
bierta, medias semillas sin cubierta
que contenian el embrién y em-
briones sueltos.

No se logré germinacién alguna
cuando se utilizaron la semilla com-
pleta o la semilla entera sin cubierta
tras 300 dias de siembra. Se produjo,
pues, un fuerte efecto de latencia en
estas semillas, que no habia roto ni
el almacenamiento previo de frio (180
dias a 4 grados), ni las condiciones
de cultivo in vitro, con la presencia
de zeatina en el medio.

Cuando se elimin6 la mitad del
endospermo, bajé el nivel de dor-
manciay se alcanzé un 25% de ger-
minacién. No obstante, el mayor
porcentaje (66 %) se consiguié con
el cultivo in vitro de embriones
aislados. En este caso, se elimina-
ron los efectos de dormancia semi-
nal debidos a la cubierta y al en-
dospermo; pero se descubrid otro,
debido al propio embrién: su in-
madurez. Existia un desfase entre
el grado de maduracién del fruto y
del endospermo y del embrién. Por
ello, antes de germinar, hubo que
acelerar artificialmente la madura-
cion el embridn in vitro. Las plan-
tulas germinadas se desarrollaron in
vitro durante 60 dias hasta alcan-
zar un tamario adecuado.

Enebro

L os enebros (Juniperus oxycedrus L.
ssp. macrocarpa y oxycedrus) pre-

8. CULTIVO /n vitro y en condiciones
externas de plantulas de acebuche
germinadas a partir de embrién.

vienen la erosion y promueven la
estructuracion de los suelos. En
Andalucia est4 declarada especie en
peligro de extincion. Las urbaniza-
ciones, talas incontroladas, fuegos,
enfermedades y unaregeneracion ne-
gativa (dificultad de propagacién y
desarrollo muy lento) han condu-
cido a su estado de precariedad.
Para las pruebas de germinacion
se recolectaron gélbulos de la su-
bespecie oxycedrus en las riberas




del rio Viar y de la subespecie ma-
crocarpa en lacosta del cabo Roche.
Ambas subespecies muestran un
comportamiento similar. Se abrie-
ron los gélbulos y se sacaron las
semillas, que se lavaron con xilol
98% para eliminarles los restos de
resina y se almacenaron a 4 gra-
dos. Para la germinacién en ban-
dejas, las semillas se sembraron en
substrato del propio suelo donde
vive la planta y turba.

A las pruebas de germinacion pre-
cedid un estudio sobre la viabilidad
de la semilla. Se usaron 5989 se-
millas de las dos subespecies; de
ellas, 2717 (45,4%) fueron norma-
lesy 3272 (54,6 %) no viables (va-
nas o malformadas). Este hecho ex-

- =

plica parcialmente las bajas tasas
de germinacién del enebro. Tras un
afno desde la siembra, no se produjo
germinacion, ni en bandejas ni in vi-
tro, con las semillas completas; aun
cuando se trataran con calor, GAS,
acido, etcétera. Nos halldbamos, pues,
ante una fuerte latencia seminal.

La eliminacion de la testa y el
cultivo in vitro en presencia de GA3
permitio la germinacién de una pro-
porcion baja de semillas. Pero los
mejores resultados se consiguieron
con embriones aislados (50%), sin
gue fuese necesaria la adicién de
GA3 a medio. El trasplante in vi-
tro-ex vitro de la plantula no en-
trafié ningln problema. El cultivo
invitro del embrién de enebro cons-
tituye, en definitiva, un medio efi-
caz para su reproduccion.

Acebuche

El acebuche (Olea europea sylves-
tris Miller) es el olivo silvestre.
Dejando de lado las pruebas de ger-
minacion tradicional, bien conoci-
das, acometimos el ensayo in vitro
de embriones con resultados rese-
fiables. Las semillas sin endocarpo
alcanzaron un 60 % de germinacién
en 40 dias; mientras que con el em-

9. FLOR DE RODODENDRON
(Rhododendron ponticum subsp. baeticum).

10. CULTIVO in vitro y en condiciones externas de plantulas de rododendron
Rhododendron ponticum subsp. baeticum germinadas a partir de semilla.

brién aislado se logré un 100% de
germinacion en solo 10 dias desde
la siembra. En ambos casos, se ob-
tuvieron plantulas trasplantables al
exterior en s6lo 60 dias de cultivo
in vitro adicional, con pocas pérdi-
das (4-5%), y se adaptaron bien a
las condiciones externas.

Azalea

El ojaranzo o azalea (Rhododendron
ponticum ssp. baeticum Boiss &
Reuter) medra en el Parque de Los
Alcornocales, en margenes de rios
y arroyos encajonados y en sierras
litorales con nieblas. Hay muy po-
cos individuos jovenes, 10 que re-
vela sus dificultades de propaga-
cion, explicable en parte por la
complejidad de su reproduccion (es-
casa produccion de semillas utiles)
y hostilidad ambiental para su ger-
minacion. También la propagacion
agamica presenta grandes proble-
mas. La subespecie se encuentra en
peligro de extincion.

En las bandejas se obtuvo un ma-
ximo de un 2,5% de pléantulas Uti-
lesalos 90 dias de la siembra, mien-
tras que en el cultivo in vitro se
alcanz6 el 90% de nuevas plantu-
las a los 10 dias. Tras 120 dias de
cultivo, las pléntulas se trasplanta-
ron al exterior, lograndose un 63 %
de supervivencia. Es decir, el cul-
tivo in vitro de la semilla de rodo-
dendron mejor6 espectacularmente
el porcentgje de germinacién y acortd
el tiempo necesario para ello.

Vid

La vid silvestre (Vitis vinifera, L.
ssp. sylvestris Gmelin) crece en eco-
sistemas del sur y centro de Europa,
norte de Africay oeste de Asia, aun-
que la deforestacion y la accion
humana (urbanizacion, remocion de
suelos para cultivo) avanzan impa-
rables en su destruccién progre-
siva. C. Arnold y otros destacan el
estado preocupante de las pobla-
ciones en los bosques de Austria,
Bulgaria, Espafia, Francia, Hungria,
Italia, Rumania, Suiza y la antigua
Yugoslavia. En el caso de Espafia
las pérdidas de poblaciones de vi-
des silvestres son preocupantes. En
Andalucia, las grandes poblaciones
descritas por Rojas Clemente cerca
de la desembocadura del Guadal-
quivir, aprincipios del siglo Xxix, hoy
se han reducido a 16 individuos.
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La vid silvestre respondié muy
bien a todos los procedimientos de
propagacion: germinacion de semi-
Ilas, enraizamiento de esquejes, lo
mismo en nebulizacion que en con-
tenedores cubiertos con elevada hu-
medad relativa en su interior, y cul-
tivo de explantos uninodales in vitro.
Ello permite abrigar esperanzas para
Su conservacion.

Ventajas

L os resultados obtenidos con el uso
de métodos de cultivo in vitro en
la germinacién de las especies in-
dicadas definen el valor de estas téc-
nicas en la reproduccion de plantas
de interés forestal que presenten
dificultades de propagacion por mé-
todos tradicionales.

Otro aspecto interesante de la ger-
minacion in vitro, es la posibilidad
de realizar propagacion agamica
(multiplicacién) a partir de la plan-
tula obtenida, con lo que se crean
lineas clénicas de interés. Al tra-
tarse de un material juvenil, se re-
genera mas fécilmente; a provenir
del cultivo in vitro, no padece con-
taminaciones, ni es necesario de-
sinfectarlo.

Por este procedimiento, utilizando
explantos uninodales de la plan-
tula, nuestro grupo ha obtenido li-
neas clonicas de Atropa baetica, con
un factor de multiplicacién (nUmero
de yemas por explanto) de 6 en 30
dias, Echinospartum algibicum, 7,75
(40 dias), Phillyrea latifolia, 3,07
(40 dias), Rhododendron ponticum
ssp. baeticum, 7,9 (30 dias) e llex
aquifolium, 2 (50 dias).

La conservacién propiamente di-
cha del material vegetal ex situ im-
plica, a veces, recurrir a las colec-
ciones de campo o vivero, asi como
alos jardines botanicos, muy Utiles
pero costososy con el riesgo de pér-
didas de material. Los bancos de
germoplasma para la conservacion
de semillas son también interesan-
tes para ese material sexual y, por
tanto con variabilidad genética; en
algunos casos, por periodos de
tiempo no demasiado largos, ya que
la semilla pierde la capacidad de
germinacion.

Para la conservacion de pequefio
material agdmico (estable genética-
mente) y que ocupe un espacio muy
reducido se usa el cultivo in vitro.
Cuando se utiliza tal cual, el vege-

11. CULTIVO in vitra y en condiciones externas de plantas de vid silvestre (Vitis vinifera

subsp. sylvestris).

tal se puede conservar cierto tiempo.
En un primer cultivo, desde que se
implanta el explanto hasta que pueda
mantenerse la planta dentro del con-
tenedor, transcurren unos 60 dias.
A partir de esa planta, se preparan
nuevos explantos que se subculti-
van para regenerar nuevas plantas.
De este modo, se puede llegar a unos
12 subcultivos, nimero aceptable
para que no se produzcan cambios

en el material. Se puede, pues, man-
tener in vitro una linea cl6nica du-
rante dos afos, sin que se produz-
can alteraciones. Después, €l material
se cultiva en condiciones externas
(invernadero o campo) donde, con
la ayuda de propagaciones periodi-
cas por nebulizacion o humidifica-
cién, se pueden renovar las plantas
0 regenerar las poblaciones que se
desee.
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El desarrollo de la planta in vi-
tro esta condicionado por el volu-
men y la composicion de la at-
mosfera gaseosa del interior del
contenedor, en especia por el dio-
xido de carbono o €l etileno. Se esta
ensayando el uso de contenedores
permeables a los gases, para dete-
ner el crecimiento de la planta, cre-
ando una atmosfera adecuada en toda
la camara de cultivo. El camino més
facil y simple para reducir el desa-
rrollo delaplantain vitro esla com-
binacién resultante entre la bajada
de la temperatura hasta aproxima-
damente 4 grados, oscuridad, un me-
dio nutritivo muy pobre en nutrientes
y uso de reguladores de crecimiento
0 substancias osméticas hasta ni-
veles de inhibicion. De este modo,
el tiempo entre dos subcultivos puede
superar un afio.

La mayor estabilidad del mate-
rial vegetal in vitro y un periodo
de decenios de almacenamiento se
logran mediante técnicas criogéni-
cas a temperatura ultrabaja (—196
grados C) en nitrogeno liquido. Pero
en el proceso de enfriamiento y pos-
terior descongelacion la célula puede
sufrir dafios por la formacion de
cristales de hielo o deshidratacion;
para obviar ese riesgo, se recurre a
substancias crioprotectoras junto con
un enfriamiento muy lento o muy
répido (vitrificacion). A veces, €l
material vegetal se protege por una
cubierta de arginato (encapsulado).

En resumen, combinando proce-
dimientos de localizacion y carac-
terizacion de poblaciones, su pro-
pagacion por métodos no destructivos
y €l mantenimiento ex situ del ma-
terial propagado, podremos conser-
var especies vegetales en peligro y
disponer de plantas que sirvan para
regenerar in situ la vegetacion del
bosque.
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