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RESUMEN

En el presente trabajo se describen las primeras experiencias llevadas a
cabo mediante las técnicas de cultivo “’in vitro’’ con la especie Euphorbia han-
diensis Burch. (Euphorbiaceae). Esta planta suculenta de aspecto cactiforme
es un endemismo canario que se encuentra en peligro de extincion.

El material utilizado para estas pruebas se consiguié a partir de semillas
germinadas “‘in vitro"’ y posteriormente seccionadas para obtener 4pices cauli-
nares, cotiledones y porciones de hipocotilo como explantos iniciales. Tras va-
rios meses de cutltivo debido a la lentitud de desarrollo de esta planta, hemos
conseguido plantulas enraizadas que seran traspasadas a vivero en breve.

SUMMARY

The present work describes the first experiments using *“in vitro”" tissue
culture technigue on the species Euphorbia handiensis Burchd. (Euphorbiaceae).
This plant of cactiform appearence is a Canarian endemic in danger of extinction.

The plant material used for these experiments was obtained from seeds
germinated ““in vitro”’ and cut into apical buds, cotyledons and portions of hypo-
cotyl as initial explants. ‘After several months of culture, due to the slowness
of growth typical in these plants, we have obtained rooted plantlets which will
be transfered to the nursery.
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INTRODUCCION

La especie endémica Euphorbia handiensis Burchd. (Euphorbiaceae) es
una planta suculenta cactiforme conocida solo en 3 pequefios valles de la isla
de Fuerteventura. Crece en zonas rocosas y de arenas volcénicas de la Penin-
sula de Jandia, entre Morro Jable y Faro de Jandia, en la zona costera hasta
los 150 m. de altitud (Bramwell & Bramwell, 1983). (Lams. 1y 2).

Esta especie de crecimiento muy lento, tarda alrededor de 5 afios en al-

canzar la altura de 10 cms., no llegando a superar los 50-100 cms. las plantas
adultas.

En 1924 era abundante en 2 valles, formando una alfombra continua de
millones de pequefios arbustos. Hoy en dia la planta es rara en estas localida-
des, principaimente porque ha sido parasitada por un cole6ptero, pero tam-
bién porque ha sido recogida con fines horticulticulas (IUCN Special Report,
1987).

Actualmente est4 considerada por la IUCN (Internacional Union for Con-
servation of Nature} dentro de la categoria de *‘en peligro de extincion’ (Bram-
well y Rodrigo, 1982), ocupando el primer lugar de la lista de especies a prote-
ger para 1987 (IUCN Special Report, 1987). '

Por todos estos motivos se considera necesario el recurrir a técnicas que
permitan una répida y eficiente propagacién de esta especie, siendo actual-
mente las técnicas de cultivo ““in vitro” de tejidos vegetales una via a nuestro
alcance para cumplir estos objetivos. .

Las caracteristicas anatdmicas vy fisiolégicas de esta especie confieren es-
pecial dificultad para llevar a cabo su propagacion a través de estas técnicas:

— La produccién de latex favorece la intoxicacion de los medios de culti-
vo, y por ello el riesgo de muerte para el material vegetal.

— La carencia de hojas propiamente dichas que protejan las zonas meris-
teméticas y yemas dificulta la esterilizacién, aumentando el grado de contami-
nacién, o por el contrario, el riesgo de quemar el tejido meristematico por ex-
ceso de esterilizacién.

— El cardcter suculento de estos tejidos favorece en gran medida la ne-
crosis y pudricién de este material en los medios de cultivo.

— La lentitud de desarrollo de esta especie impide la evaluacién a corto
plazo del resultado de los distintos tratamientos a los que se somete el material
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con vistas a alcanzar la técnica mas apropiada.

Aun asi, el hecho de que otras Euphorbia hayan sido cultivadas, con estas
técnicas (Zhang et al., 1987; Kimberlip et al., 1986; de Langhe et al., 1974; Ti-
deman & Hawker, 1982) sugiere que sus parientes suculentos puedan poten-
cialmente adaptarse al cultivo “in vitro” (Starlig & Dodds, 1983) como de he-
cho ha ocurrido con la ““Candelilla” Euphorbia antisyphilitica (Jakobek et al.,
1986).

Debido a los condicionamientos implicitos de la especie, se han tomado
semillas como material de partida. De esta forma, se eliminan muchos proble-
mas de esterilizacion y secrecion de latex.

MATERIAL 'Y METODO

Las semillas fueron recogidas en el Valle de los Mosquitos (Jandia). Debi-
do a que éstas se ven parasitadas por un coledptero, algunas partidas nos fue-
ron enviadas desparasitadas con una solucién de Dipterex. Por ello las pruebas
de germinaci6n se llevaron a cabo distinguiendo la procedencia de las semi-
llas, para establecer hasta que punto se ve afectada la respuesta del material.

1.— Esterilizacién.

Todos los tratamientos fueron precedidos por una inmersion en alco-
hol 70% durante 30", Las pruebas lievadas a cabo fueron las siguientes:

A.—Inmersién en lejia comercial al 2% + 0.1% de Tween 20 durante 10
minutos, en agitacién continua.
Inmersién en lejia comercial al 1% + 0.1% de Tween 20 durante 10
minutos, en agitacion continua.

B.— La inmersi6n en lejia comercial y Tween 20 fue en iguales condiciones
que las descritas en el apartado A, permaneciendo en inmersién du-
rante 15 minutos, en agitacién continua.

C.— Inmersi6n en lejia comercial al 1% + 0.1% de Tween 20 durante 10
minutos y en agitacién continua.
Inmersién en lejia comercial al 0.5% + 0.1% de Tween 20 durante
10 minutos y en agitacién continua.

D.— Las mismas condiciones de inmersi6n en lejia comercial y Tween 20
que en el apartado C, pero durante 15 minutos en inmersién y agita-
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cién continua: »
Cada tratamiento fue seguido por tres lavados consecutivos en HO di-
destilada y autoclavada 20 minutos a 1 Atmdsfera de presion.

Las semillas esterilizadas fueron sembradas en placas de Petri estériles con-
teniendo 30 ml. de una solucién de agar 0.8 g/100 ml H,ODD y autoclavada
20 minutos a 1 Atmaésfera de presién. Cada placa conteniendo 20 semillas fue -
sellada con papel Parafilm y puesta en condiciones de fotoperiodo de 16 horas
luz y 8 horas oscuridad, a una temperatura de 25° C * 2.

2.— Germinacion.

Para comprobar en que medida podia afectar el Dipterex a las semillas asi
como el paso del tiempo, se hicieron estudios de germinacion. Para ello se hi-
cieron siembras consecutivas durante 2 meses, paralelamente con semillas tra-
tadas con y sin Dipterex. Previamente todas fueron tratadas 24 horas con una
solucién de acido giberélico GA3 10 mg/100 ml HZODD

3.— Establecimiento del Cultivo.

Las semillas germinadas “in vitro”’ se fueron pasando a tubos indepen-
dientes para que se desarrollaran durante 30 dias (Lam. 3). Los tubos, de 25
mm. de didmetro, contenfan 20 ml. de un medio de cultivo compuesto por:
sales minerales y hierro EDTA de Murashige & Skoog, 1962 (Dodds & Roberts,
1982), vitaminas de Nitsch et Nitsch, 1965 (Cornejo, 1984), medio bésico se-
gun la relacion de la figura 1,3% (P/V) sacarosa y 8 g/l de Difco Bacto-agar,
sin afadir ningan tipo de reguladores de crecimiento.

Todos los medios utilizados fueron ajustados a un Ph=>5.6 utilizando NaOH
y CIH 1 Normal y autoclavados a 1 Atsmésfera de presién durante 20 minutos.

Las condiciones de mantenimiento del material fueron siempre de fotope-
riodo de 16 h. luz y 8 h. oscuridad y temperatura de 256°C * 2.

Tras 30 dias de siembra, las plantulas obtenidas fueron seccionadas para
obtener 4pices caulinares, cotiledones y porciones de hlpocotllo como explan-
tos iniciales para la experiencias.

Las yemas apicales fueron utilizadas para intentar establecer un cultivo de
proliferacién de yemas, mientras que los cotiledones y porciones de hipocotilo
se utilizaron para intentar establecer un cultivo de callo.
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3.1.— Cultivo de yemas.

En el cultivo de 4pices caulinares se utilizaron 2 medios de cuitivo selec-
cionados de entre diversas combinaciones probadas entre las citoquininas Ki-
netina y Benzilamino purina (BAP) y la auxina 4cido naftalenacético {(NAA).

1.— Medio bésico de la figura 1 suplementado con BAP 0.5 mg/l y NAA
1 mg/l como reguladores de crecimiento (Sajeva, 1982, Mauseth,
1977), 3% (P/V) sacarosa y 8 gr/l de Difco Bacto-agar.

2.— Medio bésico de la figura 1 suplementado con Kinetina 4 mg/ly NAA
2 mg/l, 3% (P/V) de sacarosa y 8 g/l Difco Bacto-agar.

3.2.—Cultivo de callo.

Los cotiledones y porciones de hipocotilo fueron sembrados en una serie
de medios compuestos por: medio bésico, kinetina 4 mg/l y NAA 2 mg/|, su-
plementado con una tercera hormona del grupo de las auxinas; 2.4, Diclorofe-
noxiacético (2,4-D) en las siguientes concentraciones: 0.1 mg/l, 0.3 mg/l, 0.5
mg/l, 0.7 mg/l y 1 mg/l.

Ademés, se hizo otra experiencia utilizando Apices caulinares en estos mis-
mos medios pero con 2.4-D en las concentraciones més bajas hasta 0.5 mg/|,
para comprobar el efecto sobre las yemas (Holder & Kirkham, 1974).

Cada experiencia se llevé a cabo con 18 tubos mantenidos en las condi-
ciones de fotoperiodo y temperatura ya expuestas anteriormente.

4.— Fase de multiplicacioén.

4.1.— Cultivo de yemas.

Tras un periodo de 45 dias se llev6 a cabo el primer repicaje de todos los
explantos obtenidos en la fase anterior a los mismos medios utilizados. Pasa-
dos 60 dias (debido a la lentitud de desarrollo de esta especie) todo el material
obtenido a partir de 4pices caulinares se pasé a medios conteniendo la misma
base de la figura 1, pero retirando las auxinas y manteniendo sélo las citoquini-
nas: Kinetina 4 mg/l y BAP 0.5 mg/I respectivamente. Se repico el material
dos veces a estos mismos medios.

4.2.— Cultivo de callo.

En cuanto a los cotiledones, porciones de hipocotilo y apices caulinares,
se repicaron igual nimero de veces pero siempre al mismo tratamiento inicial.
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B.— Fase de enraizamiento.

Para la estimulacién de raices se emplearon medios de cultivo diferentes
combinando la presencia y ausencia de fuente de carbono (sacarosa), con la
hormona &cido indolbutirico (IBA).

A los 30 dias se repicaron los explantos enraizados a un medio conteniendo
las sales minerales de Murashige & Skoog (1962) y el Fe-EDTA a media concen-
tracién y las vitaminas seguin Nitsch et Nitsch (1965) sin afiadir ningdn regulador
de crecimiento, volviendo a subir la concentracién de sacarosa a 3% (P/V).

A.— Macronutrientes mg/|
NH,NO, 1.650
KNO, 1.900
CaCl,.2H,0 " 440
MgSO0,.7H,0 370
KH,PO, 170
B.— Hierro - EDTA mg/I
" Na,EDTA 37.25
FeSO,.7H,0 27.85
C.— Micronutrientes mg/|
MnSO0,.4H,0 22.3
ZnSO,.4H,0 8.6
H,BO, 6.2
Ki 0.83
Na,Mo0Q,.2H,0 0.25
CuSO0,.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
D.— Vitaminas mg/|
Glycina 2
Acido Nicotinico 0.5
Piridoxina HCI 0.5
Tiamina HCI 0.1
Mio-inositol 100

Figura 1: Medio de cultivo bésico.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.— Esterilizacién y germinacion.

De los métodos de esterilizacion superficial probados, resulté ser mas efec-
tivo el A, en el que se obtuvo una contaminacién inferior al 5%, y un indice
de germinacién elevado con semillas tratadas con Dipterex.

En cuanto a las pruebas de germinaci6n, los recuentos se llevaron a cabo
dentro de los 10 primeros dias después de cada siembra, ya que en fechas pos-
teriores las germinaciones eran ocasionales.

Se comprob6 que las semillas no tratadas iniciaimente con Dipterex de-
ban una respuesta mas homogénea (33.1-79.1% a lo largo del tiempo) frente
a una variacion entre 4.16-66.6% de las tratadas con Dipterex.

A la semana de las siembras, muchas de las semillas germinadas presen-
taban alrededor una secrecién cremosa similar a la observada en otras expe-
riencias no relatadas en este trabajo, y llevadas a cabo con material adulto. Pa-
ra intentar evitar esta secrecion sin perder las semillas germinadas, éstas fue-
ron esterilizadas de nuevo con una solucién al 0.075% de Cloruro de Mercurio
durante 8 minutos y lavadas tres veces consecutivas en H;ODD y autoclava-
da (Subhash et al., 1974).

Fue entonces cuando se observaron mayores diferencias entre las semi-
llas tratadas con y sin Dipterex, evolucionando favorablemente las Gltimas, mien-
tras las primeras fracasaban en méas de un 80%, llegando a fracasar en su tota-
lidad en las Gltimas siembras. Las pequefias plantulas perdian totalmente la clo-
rofila y se paraba su desarrollo.

Las semillas sin tratar con Dipterex en ningan caso fracasaron en més de
un 70%, siendo lo normal alrededor del 50%.

2.— Establecimiento del cultivo.

2.1.— Cultivo de yemas.

Las experiencias llevadas a cabo con 4pices caulinares sembrados en me-
dios conteniendo:

1.— Maedio basico + BAP 0.5 mg/l + NAA 1 mg/| dieron una respuesta
maés rapida que los sembrados en medio 2.
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2.— Bésico + Kinetina 4 mg/l + NAA 2 mg/l.

En ambos casos se observ6 una desorganizacién del material para dar pe-
quefias masas de callo rugoso y compacto, de color blanquecino (Lam. 4). En
el caso del medio 1 se observé que la desorganizacién no llevaba consigo la
pérdida de clorofila en un 50% més que en el medio 2 y se obtuvieron algunas
masas verdes duras con protuberancias que diferenciaban pequefias areolas
con principios de espinas incipientes.

2.2.—Cultivo de callo.

En cuanto a los &pices caulinares sembrados en medio: Base + Kinetina
4mg/l + NAA2mg/Il + 2.4-D en diversas proporciones, se observé un desa-
rrollo lento, con produccién de pequefias masas blancas de callo. Algunos tu-
bos no acusaban pérdida de clorofila, no observandose formacién de yemas
adventicias (Lam. 5).

Tanto en los cotiledones como en las porciones de hipocotilo se observa
una total pérdida de clorofila, asi como una nula respuesta en cuanto a pro-
duccién de callo. EI material no se necrosa pero tampoco evoluciona.

3.— Fase de multiplicacién.

De todas las experiencias anteriores, el callo obtenido no siguié evolucio-
nando. Se mantuvo en pequefias masas, compactas y blanquecinas tras va-
rios repicajes al mismo medio.

S6lo los tubos que contenian material con clorofila evolucionaron. Tras
repicajes a los medios iniciales y posteriormente a otros conteniendo sélo las
citoquininas, se obtuvieron grandes masas verdes-compactas y numerosas ye-
mas adventicias con espinas incipientes. (Lams. 6, 7 y 8).

4.— Fase de enraizamiento.

Todas las yemas obtenidas anteriormente fueron sometidas a pruebas de
enraizamiento. Los medios en los que la fuente de carbono (sacarosa) habia
sido suprimida (Sajeva, 1982) no dieron resultado y a los 30 dias las yemas evo-
lucionadas habfan necrosado. El medio conteniendo 5 mg/! IBA y 20 g/l saca-
rosa dié, sin embargo, un resultado excelente observéndose a los 15 dias la
aparicién de una pequefia raiz por tubo {Lams. 9, 10 y 11).
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A los 30 dias, estas plantulas enraizadas fueron pasadas a un medio bési-
co pero con media concentracién de sales minerales y Fe-EDTA sin regulado-
res de crecimiento, para el desarrollo de las raices. Actualmente, las raices cuen-
tan con un tamaiio aproximado de entre 6-15 mm. y presentan un engrosa-
miento notable.

CONCLUSIONES

Muchas especies del género Euphorbia resultan muy lentas o imposibles
de reproducir por esquejes (Krulik). Concretamente la especie que nos ocupa
Euphorbia handiensis se ha comprobado en vivero que tarda méas de seis me-
ses en enraizar de esquejes, aun siendo tratadas con hormonas de enraizamiento.
De ahi que se considere ventajoso el poner a punto una técnica que facilite
una produccién répida, masiva y libre de patégenos.

Nuestras pruebas en cultivo ““in vitro” con esta especie, demuestran que
existe la posibilidad de producir multiples yemas a partir de un s6lo 4pice cauli-
nar y que éstas pueden posteriormente ser enraizadas en el periodo de un mes.

Hay pues, una via abierta que permite una produccién masiva de yemas
adventicias a través de apices caulinares. Queda también para futuros estudios
el lograr mantener las producciones de callo y el inducir en este organogénesis
que de lugar a nuevas plantulas.

Dado que la Euphorbia handiensis es un endemismo canario en peligro
de extincion, consideramos de gran importancia haber podido dar un primer
paso en la linea que permita mantener una répida produccién de plantas.
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Lamina 1: Jandia, habitat natural de la Euphorbia handiensis.

e

Lamina 2: Planta adulta en su habitat natural.
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Lamina 3: Semilla germinada en desarrollo.

Lamina 4: Masa de callo blanquecino.

Lémi-ﬁa 5: Masa de callo verdé.
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Lamina 8: Yema independizada sin raiz.
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Laminas 9, 10 y 11: Plantulas enraizadas.




