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RESUMEN

En este trabajo se aportan los resultados de las primeras experiencias
lievadas a cabo con la especie Atractylis arbuscula, a través de las técnicas
de cultivos in vitro. La variedad schizogynophylla, presente en la Isla de
Gran Canaria, se encuentra en peligro de extincién.

El material utilizado en estas experiencias consistié en yemas apicales de
ramas terminales recogidas en la poblacién natural de San Felipe. Los
medios de cuitivo fueron suplementados con combinaciones de kinetina y
1AA.

SUMMARY

This work presents the results of the first experiments with the species
Atractylis arbuscula Svent. et Michaeilis using tissue culture techniques.
The variety schizogynophylla, which is endemic to Gran Canaria, is actually
in danger of extinction.

The plant material used in these experiments consisted in apical buds of
terminal branches collected from the natural population. The culture media
were supplemented with combinations of kinetine and Indole acetic Acid.
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INTRODUCCION

La especie Atractylis arbuscula pertenece a la familia Compositae. " Son
arbustillos pequefios y compactos, de bracteas involucrales exteriores
parecidas a las hojas, pinnatisectas y con espinas, las internas enteras, con
la punta oscura y espinosa, cipselas con pelos plateados y vilano formado
por cerdas plumosas unidas por la base ".( Bramwell & Bramwell, 1983).

Fue descrita por primera vez por Sventeniusy Michaelis (Sventenius,
1968 ). Posteriormente se considerd la planta que nos ocupa como la
variedad schizogynophylla de la especie Atractylis arbuscula, diferen-
ciandose de la variedad arbuscula de la misma especie. La variedad
schizogynophylia fue descrita por Sventenius y Kahne, siendo éste ultimo el
que recogi6 el pliego.testigo en floracién, en Julio de 1968.

Actualmente estd considerada por la IUCN ( Union Internacional para la
Conservacién de la Naturaleza ) dentro de la categoria "E" ( especie
endémica amenazada, en peligro de extincién ). (IUCN, 1980; Bramwell y
Rodrigo, 1984).

Por este motivo se considera necesario el recurrir a técnicas que permitan
una rapida y eficiente propagaciéon de esta especie. Dado que el Jardin
Botanico " Viera y Clavijo " cuenta con instalaciones de tecnologia punta en
el campo de los cultivos in vitro, se ha estimado oportuno el trabajar in
vitro con esta especie para intentar obtener la técnica apropiada que per-
mita una rapida mutiplicacién a partir de poco material inicial. Con ello se
podria obtener un stock de plantas susceptibles de ser reintroducidas en
su habitat natural.

MATERIAL Y METODO
El material empleado en estas pruebas fueron yemas apicales de ramas
terminales procedentes de la poblacién natural de San Felipe, recogidas en
Mayo de 1988.
1.- Esterilizacion.

El material traido del campo permanecié 48 horas en la nevera. Tras

este choque de temperatura se procedié a seccionar la zona terminal de

las ramas que contenfa la yema apical. Las yemas apicales acompafadas
de varios primordios foliares fueron entonces lavados bajo el chorro con
jabon para retirar la tierra y los contaminantes externos mas superficiales.
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Posteriormente se procedié a la esterilizacion con agentes quimicos. Se
llevaron a cabo dos tratamientos diferentes:

A.- 1. Inmersiébn en alcohol al 70% durante 30 segundos para
romper la tensién superficial.

2. Inmersién en lejla comercial (40 gr/l de cloro activo) al 5% en H20
bidestilada y autoclavada, con Tween 20 (3 gotas/100 m! de solucion)
como agente mojante, durante 30 minutos en agitacién continua.

3. Inmersién en lejla comercial al 2.5% con Tween 20, durante 30 minutos
en agitacién continua.

4, Inmersién en lejla comercial al 1% con Tween 20, durante 30 minutos
en agitacién continua.

5. Lavado 3 veces consecutivas en H20 DD y autoclavada.

B.- 1. Inmersién en alcohol al 70% durante 30 segundos.

2. Inmersion en lejia comercial al 10% con Tween 20, durante 30 minutos
en agitacién continua.

3. Inmersion en lejfa comercial al 5% con Tween 20, durante 30 minutos
en agitacién continua.

4. Inmersién en lejfa comercial al 2.5% con Tween 20, durante 30 minutos
en agitacion continua.

5. Lavado 3 veces consecutivas en H20 DD y autoclavada.

2.- Establecimiento del cultivo.

Tras haber trabajado anteriormente con otras especies de la familia Com-
positae, se consider6 oportuno, como primera aproximacion, reducir la
gama hormonal inicial, ajustdndola al rango de concentraciones mas efec-
tivas empleadas con anterioridad.

El medio basico estaba compuesto por:
-Sales minerales de Murashige & Skoog, 1962, (Dodds & Roberts, 1982):

Macronutrientes. mg/l
NH4 1.650
KNO3 1.900
CaCl2.2H20 440
MgS04.7H20 370
KH2PO4 170

Micronutrientes. mg/l
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MnS04.4H420 22.3
ZnS04.4H20 8.6
H3BO3 6.2
Ki 0.83
Na2Mo04.2H20 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H20 0.025
Hierro - EDTA mg/l
Na2EDTA 37.25
FeS04.7H20 27.85
Vitaminas mg/)
Glycina 2
Acido Nicotinico 0.5
Piridoxina HC! 0.5
Tiamina HCI 0.1

- Vitaminas de Nitsch et. Nitsch, 1965, (Cornejo,1984).
- Myoinositol 100mg/l.

- Sacarosa 30¢g/l.

- Agar 8g/l.

Este medio se suplementd con dos combinaciones hormonales de
kinetina y 4cido indolacético:

kinetina /1AA:3 /0.1 mg! y 3/0.5 mg/l

Todos los medios utilizados fueron ajustados a un pH = 5.8, usando
NaOH y ClH 1 Normal y autoclavados a 1 Atmaosfera de presiéon durante 20
minutos. En cada tratamiento se sembraron 12 tubos con 1 yema apical
cada uno, y fueron mantenidos en una cdmara de cultivo con un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad a una temperatura
de25°C + 2.

3.- Fase de muitiplicacion.

Tras un periodo inicial de 45 dias de incubacion, se llevé a cabo el primer
repicaje, en el que se aislaron las yemas adventicias producidas. Las
yemas obtenidas fueron traspasadas a medios frescos con las mismas com-
binaciones hormonales empleadas en la primera fase de establecimiento.
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En cada nuevo tubo se sembro una porcién formada por 2-4 yemas adven-
ticias sobre una pequefia porcion de cailo.

En esta fase de multiplicacién se llevaron a cabo un total de 4 repicajes a
medios frescos, en intervalos de tiempo de 45 dias. Las condiciones de
fotoperiodo y temperatura fueron constantes para todas las fases del cul-
tivo. Posteriormente se flevo a cabo un Uitimo repicaje a medio basico +

kinetina 3 mg/l sin auxina.

4.- Fase de enraizamiento.

En esta fase se trabajé con los tallos elongados espontaneamente
durante la fase de multiplicacién.

Para estimular la produccién de raices se emplearon diversos medios:
unos estimulados con hormonas, y otros con reduccion de la con-
centracibn de nutrientes para forzar a los tallos a producir un sistema
radicular especializado en la captacién de nutrientes. Concretamente los

medios empleados fueron:

1. Medio béasico = PATRON.
2. Medio béasico con la concentraciébn de los macronutrientes,

micronutrientes y Fe EDTA reducidos a la mitad.
3. Medio basico con los nutrientes a media concentracién +0.5 mg/l de

acido indolacético.
4, Medio basico + 0.5 mg/! de 4cido indolacético.
5. Medio basico + 1 mg/l de acido indolacético.

Las condiciones de incubacién fueron las mismas que las empleadas en
las fases anteriores.

RESULTADOS Y DISCUSION

1.- Esterilizacion.

Los tratamientos de esterilizacién dieron ambos buenos resultados. De los
tubos sembrados, sélo 2 fueron contaminados en ambos tratamientos por
igual. La contaminacion consistia en una segregacion blanquecina al-
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bajo el agar.

Aungque ambos tratamientos produzcan el mismo resultado en cuanto a
contaminacién, la respuesta en el desarrolio de los explantos es la que nos
indica la eficacia real de las pruevas, ya que se aprecia entonces si estos
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tratamientos han afectado a la supervivencia y capacidad de desarrollo de
los explantos. Podemos asi decir que el tratamiento A resultdé ser el mas
eficaz, ya que prosperaron un mayor nimero de tubos que en B, en que
se apreci6é un elevado nimero de explantos necréticos que no llegaron a
desarrollarse antes de morir. Esto hace suponer que el tratamiento B (de
concentraciones de lejfa mas altas) resultaba igual de eficaz que el A
(menor concentracion de lejia) en cuanto a contaminacion, pero excesivo

para la supervivencia de los explantos ya que éstos quedan en su mayoria
quemados y sin desarrollar.

2.- Establecimiento del cultivo.

De la primera siembra se obtuvieron los siguientes resultados:

Tratamiento A: de los 12 explantos sembrados, 5 necrosan aunque abren
los primordios foliares antes de morir. Los otros 7 explantos prosperan,
apreciandose una iniciacién al desarrollo de yemas adventicias.

Tratamiento B: el nimero de explantos necréticos es similar, sin embargo
se aprecia un gran desarrolio de yemas adventicias.

3.- Fase de multiplicacion.

Los resultados obtenidos en los diferentes repicajes se muestran en la
siguiente tabla.

repicajes 3/0.1 3/0.5 yemas tallos callo
1 " 11/25 poco/poco
2 " 25/62 1/14 abund/poco
3 " 90/150 N abund/poco
4 " 278250 abund/poco
5 K3mg/l 575/600 67/17 poco/poco

En general, no se aprecian grandes diferencias entre ambos tratamientos
en cuanto a produccién de yemas, aunque se observa una recuperacion
progresiva del tratamiento A frente al B al paso de los repicajes. La produc-
cién de tallos es desordenada y esponténea, aunque se aprecia un aumen-
to considerable en el ditimo repicaje, cuando se retira el aporte de auxina.

4.- Enraizamiento.
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Estas pruebas no dieron resultado en el primer repicaje. La respuesta fué
pues lenta y desigual. En general, los tratamientos hormonales dieron
respuesta favorable, mientras que los que se basaban en una reduccion de
la concentracién de nutrientes no produjeron enraizamientos generalizados.

El medio basico a media concentracién de nutrientes + |AA 0.5mg/l no
produjo enraizamiento y tras el segundo repicaje el material comenz6 a
necrosar.

El medio basico = PATRON y el basico con 1/2 concentracion de nutrien-
tes produjeron algunos enraizamientos aislados, pero no resultaron en
definitiva favorables aunque el material sigui6 vivo.

El medio basico + IAA 1mg/l produjo tras el segundo repicaje un 25% de
enraizamiento. El medio méas efectivo fué el basico + 1AA 0.5mg/l en el que
se contabiliz6 mas de un 60% de enraizamiento. :

CONCLUSIONES

Las experiencias llevadas a cabo en este trabajo demuestran que la
especie Atractylis arbuscula puede ser reproducida in vitro con éxito,
aumentando de esta forma las posibilidades de supervivencia para esta
especie que actualmente se encuentra en grave peligro de extincion.

Contribuimos asi a los estudios que se llevan a cabo en este Jardin
Botanico con caracter prioritario en la conservacion y proteccion de los en-
demismos canarios amenazados.
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1.- Iniciacién de yemas
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2.- Multiplicacién de yemas
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3.- Elongaci6n de tallos
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4.- Plantula enraizada
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