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RESUMEN

Se compara la germinacion obtenida por métodos convencionales (siembra de semillas en bandejas), con la
lograda por el cultivo in vitro de semillas con cubierta, con cubierta escarificada, sin cubierta o embriones aislados, de
especies vegetales elegidas por su caracter endémico, su interés como plantas forestales en Andalucia, su dificultad de
germinacion y su situacion de en peligro de extincion o clara regresion.

Los resultados obtenidos con semillas por métodos tradicionales, fueron muy pobres tanto en el porcentaje de
germinacion, como en el tiempo prolongado, necesario para ello. Por el contrario, los procedimientos de germinacion in
vitro, que se utilizaron siempre de mas sencillo (semilla completa) a mas complicado (embrién), dieron tantos por ciento
elevados de germinacién en tiempos reducidos, como se especifica para cada especie: Atropa baetica Willk., 100% de
germinacion en 30 dias con semilla completa sin escarificar; Echinospartum algibicum Talavera & Aparicio, 100% de
germinacion en 30 dias, con semilla completa escarificada; Juniperus oxycedrus, L. subsp, oxycedrus, y Juniperus
oxycedrus, L. subsp, macrocarpa (Sibth. & Reuter) Ball., 50% de germinacion en 45 dias con embriones aislados;
Lavatera maritima Gouan, 76% de germinacion a los 21 dias, con semillas completas sin escarificar; Olea europaea L.
var.sativa, Olea europaea L. var. sylvestris Brot., 100% de germinacion en 10 dias con embriones aislados; Phillyrea
latifolia L., 55% de germinacion a los 7 dias en embriones aislados y Rhododendron ponticum subsp. baeticum (Boiss. &
Reuter) Hand-Mazz. 90 % en 30 dias con semillas completas. En todas las especies consideradas, se obtuvieron
porcentajes elevados de supervivencia (>85%) al trasplantar las plantulas desde in vitro a condiciones externas.

P.C.: semilla, embrion, propagacion, conservacion, plantas lefiosas

SUMMARY

IN VITRO CULTURE, AMETHOD TO IMPROVE GERMINATION OF PLANTS WITH
FORESTAL INTEREST IN ANDALUSIA.

Seed germination by traditional methods and in vitro culture of normal, scarified or naked seeds, or isolated
embryos of Andalusian forestal plants, were compared. The plants were chosen by their endemic character, dificulty of
germination and endangered situation.

In general, traditional methods gave bad results, in terms of low percentage and long time of germination. On the
contrary, by in vitro culture, the following results were obtained: Atropa baetica Willk., 100% of germination in 30 days
with normal seeds; Echinospartum algibicum Talavera & Aparicio, 100% of germination in 30 days, with scarified seeds;
Juniperus oxycedrus, L. subsps, oxycedrus and macrocarpa, (Sibth. & Reuter) Ball., 50% of germination in 45 days with
isolated embryos; Lavatera maritima Gouan, 76% of germination in 21 days, with normal seeds; Olea europaea L. vars.
sativa and sylvestris, Brot. 100% of germination in 10 days with isolated embryos; Phillyrea latifolia L., 55% of
germination in 7 days with isolated embryos and Rhododendron ponticum subsp. baeticum (Boiss. & Reuter) Hand-
Mazz. 90 % of germination in 30 days with normal seeds. All the species considered gave high percentage of surviving
plants (> 85%) when transplanted from in vitro to outside conditions.

K.W.: seed, embryo, propagation, conservation, woody plants

INTRODUCCION

La germinacion de la semilla es el procedimiento mas frecuente para propagar las plantas
superiores, y el que mejor asegura el mantenimiento (Khan, 1982) o incluso el aumento de la
biodiversidad (Palmer et al., 1998). No obstante, en algunas especies con interés medioambiental, la
germinacion es muy escasa y lenta con lo que se dificulta el proceso de regeneracién del bosque. La



baja respuesta a la germinacién se asocia a fendémenos de dormicién seminal (Upadhyaya, y
Nigam,-S.N., 1999) relacionados con: (i) la presencia de una cubierta (testa o endocarpo) lignificada,
que actlia como una barrera mecanica en la salida del embrion o en el intercambio hidrico y gaseoso
(L6pez-Granados y Garcia-Torres, 1996; Barnett, 1997; Cardina y Sparrow, 1997; Bandyopadhyay y
al., 1999) (ii) equilibrios hormonales en el endospermo no favorables para el desarrollo del embrion
(Pinfield y Gwarazimba, 1992; Jinks,-R.L. and Ciccarese,-L., 1997; Benech-Arnold,-R.L.; et al.,
1999) y (iii) desfases entre el proceso de maduracion del fruto y del embridn (Cheplick 1992).

Para disminuir la dormancia seminal y con ello favorecer la germinacion, algunos autores
(Broschat, 1998) han utilizado la semilla sin cubierta tanto en semillero como en cultivo in vitro.
Otros autores como Acebedo et al., 1997; Matthys-Rochon et al., 1998; Cantos et al., 1998),
obtuvieron aun mejores resultados por germinacion in vitro del embridn aislado, aunque obligandose
a utilizar una técnica mas compleja.

El presente trabajo pretende poner a punto técnicas de cultivo in vitro de semillas o embriones
aislados que mejoren la germinacion de plantas con elevado interés ecolégico en Andalucia, muchas
de ellas en peligro de extincion.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal.- Para el estudio de germinacién, se utilizaron semillas de las especies
vegetales: Atropa baetica (Wilk), Echinospartum algibicum (Talavera-Aparicio), Juniperus
oxycedrus (L) subespecies oxycedrus y macrocarpa, Lavatera maritima (Gouan), Olea europaea
variedades sativa y sylvestris Brot., Phillyrea latifolia (L) y Rhododendron ponticum (L), subespecie
baeticum. La eleccién de las especies a propagar se hizo basandose en las siguientes circunstancias:
Su caracter endémico y con ello su interés como planta forestal en Andalucia; su dificultad de
germinacion en campo 0 por procedimientos convencionales y su situacion de especies en peligro de
extincion o en clara regresion.

Métodos de germinacion: Para los ensayos de germinacion de cada especie, se utilizaron
semillas maduras recolectadas en los siguientes lugares: A. baetica, E. algibicum y L. maritima en el
Parque Natural de Grazalema (Cadiz-Malaga); J. oxycedrus subsp. oxycedrus en la Garganta del Rio
Viar en Cazalla de la Sierra y J. oxycedrus subsp. macrocarpa en Cabo Roche, Conil de la Frontera
(Cédiz); O. europaea sativa, de plantas no cultivadas existentes en el Parque Nacional de Dofiana y O.
europaea sylvestris de plantas que crecen en el Parque Nacional de Dofiana y en los Parques Naturales
Marismas del Odiel (Huelva) y Bahia de Cadiz (Cadiz); P. latifolia y R. ponticum subsp. baeticum del
Parque Natural de los Alcornocales (Cadiz-Malaga). Las semillas, limpias de restos de pulpa, se
conservaron durante 3-4 meses a 4°C, salvo en el caso de obtencion de embriones que se utilizaron
directamente. En el conjunto de las especies consideradas, aunque no en cada una de ellas (tabla 1), se
utilizaron los procedimientos de germinacién que a continuacion se indican:

i) germinacion en semilleros.- Se sembraron semillas completas y con P. latofolia semillas sin
cubierta en bandejas de PVC (= 7 cm de profundidad) con substrato himedo de suelo (normalmente
del lugar de procedencia de la semilla) y turba, en proporcién 4:1 v/v, en camara de cultivo a 25°C de

temperatura, 111 pE/m2.s71 de iluminacién y 16 h. de fotoperiodo.

i) Germinacion in vitro.- En relacion con la especie, se utilizaron semillas completas,
escarificadas, sin cubierta o0 embriones aislados (tabla 1).

Una vez extraida del fruto la semilla completa, se desinfectd por una primera inmersion en
etanol 70-80%, durante 5-10 segundos, seguida de otra mas prolongada (= 20 min.) en solucion al
20% de NaOCI, del 3.5 % de cloro activo, a temperatura de 40°C y agitacion. A continuacion, las
semillas se lavaron cuidadosamente con agua destilada estéril.

La escarificacion de las semillas se realiz6 por rozamiento con papel de lija fino, tras lo cual



se sometieron a la desinfeccion indicada mas arriba. La semilla sin cubierta (desnuda) se obtuvo
seccionando ésta con un cortatubos en las mas duras, o por presion en las mas fragiles. Para el
aislamiento del embrion, la semilla sin cubierta, preparada como se indico antes, se puso en placa
Petri con agua destilada estéril, y asi se incub6 a 25°C durante 48h. Esto produjo hinchazon y
reblandecimiento de los tejidos del endospermo, lo que facilito la realizacion de cortes laterales en el
mismo, que dejaron visible el embrion, que se extrajo facilmente con la punta del bisturi.

Para su cultivo in vitro, tanto las semillas como los embriones, se cultivaron en tubos de
ensayo estériles de 21x150 mm con 8 ml de medio nutritivo en agar 0.7% y pH 5.7. Como medio
nutritivo se utilizé el MS (Murashige y Skoog, 1962). Las condiciones de la cAmara de cultivo fueron

temperatura de 25+1°C, iluminacion 30|1E/m'2-s'l y fotoperiodo de 16 horas de luz. El trasplante
desde in vitro a condiciones externas se realizé segun el método propuesto por Cantos et al. (1993).

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se indico antes, en las pruebas realizadas, en general, se aplico el criterio de ir desde el
método mas sencillo al mas sofisticado hasta obtener resultados satisfactorios (tabla 1). Con A.
baetica, de acuerdo con Aparicio (1993), la germinacion obtenida con semillas completas en semillero
fue baja (30%), lo que puede contribuir a su situacion de especie en peligro de extincion (Hernandez y
Clemente, 1994). Por el contrario, cuando la semilla se cultivo in vitro en presencia de citoquinina, se
alcanzo un 100% de germinacion en 30 dias. Es decir, esas condiciones fueron suficientes para
romper totalmente la dormancia seminal.

Segun Aparicio (1993) y Aparicio y Guisande (1995) la semilla de E. algibicum tiene
problemas de germinacion en campo, lo que unido a la fuerte presion de los rumiantes provoca su
precaria situacion. Por ello, por el bajo nimero de semillas disponibles y su pequefio tamafio, sélo se
realizaron pruebas con semillas normales y escarificadas in vitro. En ambos casos, se obtuvieron
resultados positivos (tabla 1) pero notablemente mejores cuando se escarifico la corteza, lo que
ratifico la accion positiva de las condiciones del cultivo in vitro sobre la germinacion y significo la
importancia del intercambio semilla-medio.

Ninguna de las dos subespecies de enebro germino cuando se utilizaron semillas con cubierta,
tanto en bandejas de germinacion como en condiciones de cultivo in vitro, incluso a

Tabla 1
Tantos por ciento de germinacion obtenidos en las especies consideradas.
Planta Germinacion Germinacion in vitro
en semillero
Semilla con Semilla con Semilla con Semilla sin Embrién
cubierta cubierta cubierta cubierta aislado
% Dias % Dias % Dias % Dias % Dias
A. baetica 30 40 100 30 - - - - - -
E. algibicum - - 40 30 100 30 - - - -
J. oxycedrus
oxycedrus 0 365 0 365 - - 10 45 49 45
J. oxycedrus
macrocarpa 0 365 0 365 - - 15 45 50 45
L. maritima 60 20 76 21 - - - - - -
O.europea
sativa 37 300 - - - - 60 40 100 10
O. europea
sylvestris 40 300 - - - - 60 40 100 10
P. latifolia 0 365 - - - - 55 7
(21) (195)




R. ponticum
baeticum 15 90 90 30 - - - - - -

un afio desde la siembra. Cuando se elimind la cubierta, se obtuvieron algunos, tantos por ciento de
germinacion (tabla 1), lo que denotd la muy fuerte influencia de la testa en la dormancia seminal. Los
porcentajes de germinacion aumentaron significativamente, alcanzandose en ambos casos
practicamente el 50%, cuando se utilizo el embrion aislado, lo que indico a este procedimiento, como
mas adecuado para reducir la dormancia de la semilla.

L. maritima, fue la Unica especie entre las ensayadas que alcanzd un porcentaje elevado de
germinacion por métodos convencionales (tabla 1). No obstante, mejor6 algo dicho porcentaje por
cultivo de la semilla in vitro, aunque la mejora no justifico el uso de una técnica mas sofisticada.

Como se observa en la tabla 1, las dos subespecies de O. europaea mostraron germinaciones
muy parecidas: Con la semilla con endocarpo en bandejas, se obtuvieron valores proximos al 40% de
plantulas y para ello se necesit6 practicamente un afio. Cuando se cultivaron in vitro semillas carentes
de endocarpo, mejoro algo el tanto por ciento de germinacion y, especialmente, se acort6 mucho el
tiempo necesario para ello (tabla 1). Estos resultados pusieron claramente de manifiesto el efecto
negativo de la cubierta lefiosa de la semilla (endocarpo) en el proceso reproductor del olivo. No
obstante, los resultados mas espectaculares se obtuvieron con el cultivo in vitro del embrién aislado.
Es decir, cuando el embrién perdié la influencia del endocarpo y del endospermo, desaparecio
practicamente cualquier efecto de dormancia.

Con P. latifolia al no obtenerse germinacion en bandejas con la semilla completa, se ensayé la
semilla sin testa alcanzandose un 21% de plantulas a los 195 dias (nUmeros entre paréntesis en tabla
1). El cultivo in vitro de embriones mejoro algo el porcentaje de germinacion y, en especial, redujo
muy claramente el tiempo necesario para ello.

Debido al pequefio tamafio (1.5 x 0.5 mm) y peso (~ 0.05 mg) de la semilla de rododendro,
que hacia muy dificil su manipulacion, solamente se realizaron pruebas con semillas completas.
Cuando la siembra se hizo a nivel de semillero tradicional en bandeja sélo se logré un 15% de
germinacion a lo 90 dias. Por el contrario, cuando las semillas se cultivaron in vitro, la germinacion
aumentd hasta el 90% en un tiempo de tan sélo 30 dias.

Siguiendo el método de Cantos et al. 1993, con todas las especies consideradas se obtuvieron

porcentajes elevados de supervivencia (>85%) al trasplantar las plantulas desde in vitro a condiciones
externas

CONCLUSIONES

- Excepto L. maritima, las semillas completas de todas las especies estudiadas presentaron
grandes dificultades para germinar cuando se usaron procedimientos convencionales.

- En todos los casos, el cultivo in vitro se mostrd6 como un método muy eficaz para mejorar la
respuesta a la germinacion, tanto por aumento del porcentaje de plantulas obtenidas como por la
disminucidn del tiempo necesario para ello.

- La combinacidn entre el cultivo in vitro y el uso, segln los casos, de semillas escarificadas, sin
cubierta o embriones, demostr6 ser un sistema muy eficaz para la obtencién de plantulas de especies
amenazadas con interés forestal en Andalucia. Este hecho es de gran importancia para la mejor
conservacion de las mismas.
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