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ABSTRACT: Bencomia exstipulatais anendemic plantin danger of extinction from
Tenerife and La Palma. We decided to resort to the micropropagation techniques
due to the difficult that in many cases exist for sexual multiplication and by stem
cutting of these plants. Axillary and apical buds were cultured ina MS (Murashige
and Skoog, 1962) culture medium with 0.5 mg/l benciladenine (BA) obtaineda 77%
of buds development. The immersion of the basal end of the microcuttingsina 1g/
lindole butyricacid (IBA) solutionand areduction in the strength of macronutrients
in the medium produced a 95.45% of vitroplants rooted. This method might be a
good alternative for Bencomia exstipulata propagation.
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RESUMEN: Bencomia exstipulata es una planta endémica de las islas de Tenerife
y LaPalma que seencuentraen peligro de extincion. Debido aladificultad queexiste
en algunos casos para la multiplicacion sexual y por esquejes de estas plantas se
decidi6 recurrir a las técnicas de micropropagacion. Se sembraron in vitro yemas
axilares y apicales, obteniéndose un 77% de yemas desarrolladas en un medio de
cultivo MS (Murashige and Skoog, 1962) enriquecido con benciladenina(BA) 0.5
mg/l. Laaplicacion de pulsos de acido indolbutirico (IBA) 1 g/l sobre labase de los
microesquejes y la reduccion de sales del medio de cultivo produjo un 95.45% de
vitroplantas enraizadas. Este método podria ser una buena alternativa para la
propagacion de Bencomia exstipulata.

Palabras clave: Bencomia exstipulata, micropropagacion, cultivo in vitro de
tejidos vegetales
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INTRODUCCION

Un amplio grupo de especies vegetales se encuentran en elevado peligro de extin-
cion, contando tan solo con un numero reducido de poblaciones que presentan ademas
un escaso numero de individuos. El tamaifio critico de las poblaciones y su escasa capa-
cidad natural de crecimiento dan lugar a la necesidad de aumentar los efectivos poblacio-
nes mediante distintas actuaciones con el fin de asegurar la supervivencia de estas espe-
cies. En muchos casos, los métodos tradicionales de propagacion vegetativa (esquejes,
acodos aéreos, etc.) no han mostrado una gran eficacia. La conservacion ex sifu en ban-
cos de semillas constituye una alternativa muy utilizada. Sin embargo, en muchos casos
surgen problemas de propagacion o conservacion que impiden o dificultan el uso de
dicha solucion.

En las islas Canarias existe actualmente un nimero muy elevado de flora amenazada
y en peligro de extincion, siendo uno de los principales motivos de esta situacion la
alteracion de sus habitats naturales.

Esta situacion hace realmente dificil adquirir un conocimiento exhaustivo de la espe-
cie asi como su conservacion ex situ en bancos de semillas. El cultivo in vitro de tejidos
vegetales se muestra como un método alternativo a la hora de conservar y multiplicar
estas especies para ser utilizadas en programas de reintroduccion, ya que no es necesario
sacrificar plantas enteras sino simplemente porciones de éstas permitiendo la supervi-
vencia del material que se encuentra en su habitat natural.

El cultivo in vitro de plantas puede definirse como el cultivo de células, tejidos,
organos, embriones y plantas enteras, en condiciones asépticas, dentro de recipientes
adecuados conteniendo un medio nutritivo y en un ambiente controlado (Pérez Francés,
2006). De esta forma, es posible obtener plantas genéticamente idénticas a partir de cier-
tas partes aisladas de la planta madre, de forma rapida y masiva. Sin embargo, este método
no puede ser aplicado si las poblaciones de las que se recolecta el material presentan
enfermedades que hagan imposible el aislamiento in vitro en ausencia de patogenos.

En el presente trabajo se estudia el comportamiento in vitro de Bencomia exstipulata,
(Rosaceae), una planta endémica de las cumbres de las islas de Tenerife y La Palma,
donde se encuentra en enclaves puntuales. Esta especie esta incluida en el Catalogo de
Especies Amenazadas de Canarias en la categoria «en peligro de extinciony, asi como en
el Catalogo Nacional de Especies Amenazadas con la misma categoria. Por ello, desde el
Parque Nacional de la Caldera de Taburiente se le planted al Departamento de Biologia
Vegetal de la Universidad de La Laguna la posibilidad de realizar un estudio de recupera-
cion de esta especie por técnicas de micropropagacion, un sistema de propagacion
vegetativa que utiliza las técnicas de cultivo in vitro (Pérez Francés, 2006).

El protocolo seguido ha sido: esterilizacion, establecimiento del material in vitro,
multiplicacion y enraizamiento de los microesquejes obtenidos.

MATERIAL Y METODOS

Nuestro trabajo se centro en las tres fases previas a la aclimatacion de las plantas
obtenidas: Fases de establecimiento, multiplicacion y enraizamiento in vitro.
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1.-Fase de Establecimiento in vitro

1.1-Esterilizacion del material vegetal. Se empled como material de partida, ramas
recolectadas de plantas adultas enviadas desde el Parque Nacional de La Caldera de
Taburiente y que fueron suministradas por Angel Palomares Martinez, Director Conser-
vador de dicho Parque. Se llevo a cabo una seleccidn visual de las plantas y se realizoé la
poda de las porciones no aptas para, a continuacion, esterilizar y sembrar las ramas
seleccionadas.

Como fase previa al proceso de esterilizacion se realizo un lavado con agua y Tween
80, durante 30 minutos, renovando el agua de forma regular. A continuacion, se sometie-
ron las ramas a un tratamiento fungicida con una solucion acuosa de Cekudazim (2gr/1)
cuya materia activa es Carbendazima 50% (P/P). El material permanecié 30 minutos sumer-
gido en esta solucidn en agitaciéon. A continuacién se procedid a enjuagarlo con agua
corriente abundante para eliminar restos del fungicida, realizdndose posteriormente un
lavado de cinco segundos en etanol al 70%. Tras la eliminacion de este tltimo con agua,
las ramas se introdujeron en el agente esterilizante, en este caso, hipoclorito calcico (Ca
(Cl10),). En nuestro trabajo hemos ensayado dos concentraciones de hipoclorito, 3% y 5%
(P/V), dependiendo de las condiciones que presentaba el material. Para mejorar la efecti-
vidad, el hipoclorito se empled en condiciones de vacio y en agitacion continua, aiadién-
dose ademas unas gotas de Tween 80. Finalizado el proceso anterior, se procedié a elimi-
nar la solucion esterilizante mediante 3 lavados en agua destilada esterilizada. El primero
de 5 minutos y los dos restantes de 10 minutos de duracion.

1.2-Siembra del material. A partir de las ramas seleccionadas y esterilizadas, se pro-
cedi6 a la diseccion de los explantes destinados a la siembra in vitro. Estos consistieron
en yemas apicales y axilares que fueron aisladas con la ayuda de pinzas y bisturis en el
ambiente estéril de la camara de flujo laminar. La técnica més importante en
micropropagacion es la proliferacion de meristemos, tanto axilares como apicales, con el
fin de obtener multiples plantas sin la formacidn previa de callo (Pati et al., 2006).

1.3-Medios de cultivo. Para el establecimiento del material en condiciones in vitro,
se ensayaron los medios basales de Murashige & Skoog (1962) (MS) y el Woody Plant
Medium (WPM) de Lloyd & McCown (1981). El medio MS se ha empleado tanto al 100
como al 50% de su fuerza idnica.

1.4-Tratamientos «de choque» con 6-benciladenina. En algunos ensayos, se incubd
el material en BA a concentraciones elevadas en periodos cortos. Este tipo de tratamiento
se realizo después de la esterilizacion y consistid en dejar durante 2 horas y en agitacion
las yemas sumergidas en una solucién con sacarosa y BA a dos concentraciones diferen-
tes: 100 y 200 mg/l de BA.

1.5-Tratamientos para prevenir la necrosis del material durante la fase de estableci-
miento. En este trabajo se emplearon varias sustancias antioxidantes para prevenir la
necrosis de los explantos debido a su alto contenido en fenoles. Tras el corte de los
mismos, los compuestos polifendlicos son oxidados pudiendo ser luego exudados al
medio de cultivo o bien permanecer en las células, provocando a corto plazo la necrosis
de los tejidos y por tanto la muerte de los explantos. Las sustancias que hemos empleado
para reducir la oxidacién de los fenoles han sido adicionadas al medio de cultivo;
polivinilpirrolidona soluble (PVP) 1g/1 y una solucién compuesta por acido citrico (1500mg/
1) y acido ascorbico (100mg/1).
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2.-Fase de multiplicacién

El objetivo de esta fase es obtener el mayor nimero de nuevas yemas axilares en el
menor tiempo posible, pero evitando siempre que se produzca variacion genética en el
material vegetal. Por este motivo las concentraciones de hormonas que se emplearon
fueron bajas, tinicamente con la intencion de inducir el desarrollo de los meristemos
axilares preexistentes. Se empled, como en la fase de establecimiento, BA a bajas concen-
traciones. Asimismo se estudid el nimero de yemas viables desarrolladas a partir de una
unica yema (tasa de multiplicacion).

3.-Fase de enraizamiento

Para cualquier protocolo de micropropagacion el enraizamiento satisfactorio de los
microesquejes es un pre-requisito importante para facilitar su posterior aclimatacion. De-
bido a su gran importancia econémica, existen en la bibliografia numerosos trabajos basa-
dos en mejorar la eficiencia del enraizamiento en diferentes miembros de la familia Rosaceae.

Se han ensayado dos procedimientos para el enraizamiento de los microesquejes
obtenidos durante la fase de multiplicacion. Las diferencias entre ambos radican en el
momento en el que se aplica la auxina y el tipo de sales utilizadas en el medio de cultivo.

3.1-Adicién de la auxina al medio de cultivo. Cuando los microesquejes alcanzaron
un tamaiio adecuado, se procedi6 a eliminar la zona basal necrosada del tallo y se sembra-
ron en un medio de cultivo WPM con dos concentraciones relativamente bajas de IBA
(0.5 y 1 mg/l), para promover el desarrollo de raices.

3.2-Aplicacion de tratamientos de choque con auxina. En este caso se elimind la
zona necrosada de los microesquejes y se realizaron 2 cortes longitudinales al ultimo
centimetro basal del tallo. A continuacion se sumergio esta zona durante 5 segundos en
una solucion de IBA a altas concentraciones (500 y 1000 mg/l) y los microesquejes fueron
sembrados en un medio de enraizamiento. Se ensayaron dos medios de cultivo WPM, en
uno de ellos los macronutrientes fueron empleados a la concentracion estandar descrita
por Lloyd y McCown en 1981, mientras que en el otro se emplearon a la mitad de dicha
concentracion. El medio de cultivo carecio de reguladores de crecimiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Es importante destacar que al trabajar con una especie en peligro de extincion, la
disponibilidad de material de partida es muy limitada. Esto obliga a usar explantos proce-
dentes de diferentes plantas madre, estando éstas en diferentes localizaciones, lo que
implica diferencias fisiologicas, genotipicas y sanitarias, que van a incidir sobre su com-
petencia, determinacion y fisiologia. Esto, a su vez, va a condicionar la habilidad del
material para su establecimiento en condiciones in vitro, lo que explica en gran medida, la
variabilidad de los resultados obtenidos. El éxito de la micropropagacion, especialmente
para especies dificiles y recalcitrantes, depende fundamentalmente de la calidad de los
explantos y de los reguladores de crecimiento empleados en el medio de cultivo. Para las
plantas lefiosas, las ramas jovenes y poco lignificadas representan los mejores explantos
(Read and Yang, 1989).
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En la fase de establecimiento se ensayaron diferentes concentraciones de BA (0,
0.2,0.5,y 1 mg/l), obteniéndose el porcentaje mas elevado de yemas desarrolladas (77%)
en el medio MS al que se adicionaron 0.5 mg/l BA (TablaI). La respuesta de las yemas en
estas condiciones fue buena, presentando ademas un aspecto sano y vigoroso. Debido a
que la aplicacion de una combinacion de auxinas y citoquininas es de mucha importancia
para algunas plantas (Pierik, 1990), se decidid evaluar su eficiencia con Bencomia
extipulata. Se realizé un nuevo ensayo afiadiendo al medio ademas de 0.5 mg/l de BA una
pequeiia concentracion de ANA (0.1 mg/l). Sin embargo esto no mejord el desarrollo de
las yemas y ademas disminuy® su porcentaje al 66.67%.

Tabla I.- Porcentaje de yemas obtenido en la fase de establecimiento in vitro de Bencomia
exstipulata en un medio MS con diferentes concentraciones de BA.

El porcentaje de yemas desarrolladas durante la fase de establecimiento se vio
incrementado a un 83,3% mediante el empleo de un pretratamiento consistente en la
aplicacion durante 2 horas de un choque hormonal constituido por una solucion de 100
mg/l de BA, previo a la siembra en un medio WPM enriquecido con 1 mg/l de BA. La
adicion de reguladores de crecimiento en soluciones forzadoras influye en la iniciacion de
la yema y su posterior elongacion dependiendo de los reguladores empleados (Read and
Yang, 1989). Estos mismos autores comprobaron en 1991 como la presencia de BA en
estas soluciones increment6 el porcentaje de yemas de Ligustrum vulgare 'y Spirea x
Vanhoutte's desarrolladas y ademas promovio su crecimiento.

Concentracion BA | Porcentaje de yemas
(mg/1) desarrolladas
0 72%
0.2 59.5%
0.5 77%
1 20%

Fig. 1.- Vitroplantas obtenidas in vitro. La fotografia de la izquierda muestra el desarrollo de las
yemas tras 10 dias en cultivo el medio de establecimiento y la de la derecha tras 30 dias en cultivo
en el mismo medio.
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Fig. 2.- Vitroplantulas con el sistema radicular desarrollado.

La tasa de multiplicacion obtenida después de dos subcultivos fue de 1,67, en un
medio MS enriquecido con 2 mg/l de BA.

Se obtuvo un 95,45% de esquejes enraizados mediante la aplicacion de un choque
hormonal durante unos segundos con una solucion de 1 gr/l de IBA, sembrando luego los
explantos en un medio WPM con los macronutrientes a la mitad de su concentracion
(WPM, ). A su vez, se obtuvo una media de 3,65 raices por planta en este mismo medio.
Son muchos los trabajos con Rosaceae en los que una reduccidn en la concentracion de
los macronutrientes del medio (tanto MS como WPM) a la mitad, un tercio o un cuarto
mejord el enraizamiento in vitro de las vitroplantas (Badzian et al, 1991; Douglas et al,
1989; Sauer et al, 1985; Khosh-Khui & Sink, 1982).

El carbon activo cuando es afiadido al medio de cultivo tiene una influencia impor-
tante en la eficiencia del enraizamiento de algunos cultivares de rosa (Wilson and Nayar,
1995), ademas de reducir los dias necesarios para la aparicion de las raices. En nuestro
caso fue muy importante para la iniciacion y desarrollo del sistema radicular.

En conclusién este trabajo demuestra que es posible la micropropagacion de
Bencomia exstipulata a partir de yemas axilares y apicales, lo que representa una buena
alternativa para la propagacion de esta especie. Sin embargo, se necesitarian mas inves-
tigaciones con el fin de desarrollar un protocolo adecuado para la aclimatacion de las
vitroplantas en condiciones naturales.
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