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RESUMEN

Se estudia la produccién de CO, de mues-
tras de bellotas de encina (Quercus ilex L.)
sometidas a diferentes temperaturas (—10 °C,
2°C, 4 °C, 12 °C, 20 °C) mediante analisis de
la atmoésfera de confinamiento por cromato-
grafia gaseosa (O,, N5, CO, y etileno). Se
encuentra que la respiracion a 20 °C resulta
ser 3,2 veces superior a la producida a 2 °C,
por lo que resulta recomendable la conserva-
ci6on de estas semillas recalcitrantes en el
entorno de esta temperatura. Basandose en la
determinacién de un cociente respiratorio
igual a la unidad se considera que el substra-
to respiratorio esta constituido por carbohi-
dratos.

Considerando la elevada actividad meta-
bolica de las bellotas de encina, se propone
un nuevo método rapido de valoracion de la
viabilidad de las bellotas, no destructivo y
aplicable también a otras semillas recalci-
trantes. Se propone un test de viabilidad, que
se realiza confinando un peso definido de
bellotas (75 g, aproximadamente 25 bellotas)
en un contenedor hermético de vidrio de 1 1,
dotado de un septum de silicona para extrac-
cién de muestra para cromatografia gaseosa
y conservado durante 24 horas en camara a
20 °C. Niveles elevados de produccién de
CO, indican semillas con niveles adecuados
de viabilidad. Se ha encontrado que bellotas
con niveles de respiracidén capaces de gene-

rar 12,11% de CO, en un periodo de 120
horas a 20 °C, les corresponde una germina-
cioén del 92%.

Palabras clave: Encina, Quercus ilex,
germinacion, bellota, semilla recalcitrante,
cromatografia gaseosa.

INTRODUCCION

La reintroduccion del encinar, asi como de
otras formaciones arbéoreas autdctonas de la
Peninsula Ibérica constituye un objetivo
medio—ambiental relevante en las condicio-
nes actuales, en las que la presion humana
sobre los ecosistemas de tipo climacico, esta
llevando a estos a situaciones limite.

Como consecuencia de la fuerte erosion
del suelo, derivada de la eliminacién de la
cobertura vegetal, especialmente acusada en
aquellas zonas con pendiente, ha quedado en
muchos casos fuertemente reducida la capa-
cidad de almacenamiento de agua en el
suelo, por lo que las condiciones de aridez se
hacen mas acusadas. Una de las consecuen-
cia de este problema es el incremento en la
dificultad de reintroduccion de las especies
arboreas originales.

La reintroduccion de las diferentes especies
del genero Quercus puede efectuarse tanto
mediante trasplante de plantas de 1 6 2 savias
como mediante la siembra de bellotas. Este
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ultimo método es defendido por algunos auto-
res en las dificiles condiciones de la Region
Mediterranea. En concreto MESON & MONTO-
YA (1993) consideran que la siembra de bello-
tas puede permitir la consecucion de una
mayor profundidad de la vigorosa raiz pivo-
tante caracteristica del genero Quercus, que
puede alcanzar 1 m de profundidad en el afio
de germinacién, y constituye una relativa
garantia frente las dificultades climaticas. En
contrapartida las plantas transplantadas proce-
dentes de contenedores forestales experimen-
tan un retraso en el crecimiento de la raiz, que
puede tener graves consecuencias para la
supervivencia, al secarse los horizontes supe-
riores del suelo durante la época estival.

En condiciones limitantes por la escasez
de precipitaciones, profundidad y/o textura
del suelo, una practica tradicional, consiste
en la eliminacidon de la parte aérea de las
siembras, que en ocasiones también puede
secarse de manera natural, para rebrotar
posteriormente, potenciandose asi el sistema
radicular frente al aéreo.

La siembra de bellotas, que se engloban
dentro de las semillas sensibles a la deseca-
cién, obliga a determinar de forma previa a
su empleo, la capacidad germinativa de cada
lote con objeto de garantizar la actuacion.
Sin embargo el método propuesto por ISTA
(INSPV, 1977) se prolonga durante un largo
tiempo, 28 dias desde su inicio, ya que en
ese momento es cuando se efectiia el segun-
do conteo. Para lotes de semillas de encina
conservados en condiciones inadecuadas, la
capacidad germinativa puede verse modifi-
cada durante el transcurso de cortos periodos
de tiempo.

Por este motivo se propone aqui, un nuevo
método de valoracion de la germinacion
basado en la cromatografia gaseosa, que
puede ser completado en tan solo unas horas
y ademas no resulta destructivo. El método
aprovecha el hecho de que las bellotas
contienen semillas denominadas recalcitran-
tes frente a las de tipo ortodoxo, que son las
mas comunes.

La semillas recalcitrantes alcanzan la madu-
raciéon con un contenido en humedad elevado,
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en el caso de Quercus ilex del orden del 40%,
y este nivel debe ser mantenido para conser-
var la viabilidad de las semillas. Este tipo de
semillas presenta problemas para su conserva-
cién durante largos periodos de tiempo. Las
semillas recalcitrantes suelen pertenecer a
arboles de clima tropical, pero también se
incluyen en este grupo especies arboreas de
clima templado (BESNIER, 1989). La reduc-
cion de humedad en las bellotas de encina
produce una reduccion de la germinacion, que
cuando alcanza el 30% de la humedad inicial,
esta se anula, tal y como han puesto de mani-
fiesto DE ZULUETA & MONTOTO (1992).
FINCH—SAVAGE (1992) también ha puesto en
evidencia la existencia de un contenido de
humedad critico en bellotas de Quercus
roburL. en relacidon con la germinacion.

De esta manera, el comportamiento de las
semillas recalcitrantes es esencialmente dife-
rente del correspondiente a las semillas orto-
doxas, que mantienen mejor su viabilidad
cuando se conservan con bajo contenido de
humedad. Incluso se utiliza para ellas la
siguiente regla: El periodo de almacenamien-
to en condiciones de viabilidad se duplica por
cada 1% de descenso en la humedad de la
semilla (HARRINGTON, 1959). Esta regla tiene
aplicacién como técnica estandar.La activi-
dad metabdlica de las bellotas es muy eleva-
da, y casi presenta mayor similitud con la
correspondiente a la de frutos carnosos, que a
la de las semillas ortodoxas, que es tan redu-
cida que resulta dificilmente detectable,
excepto por cromatografia gaseosa.

En el presente trabajo se estudia la intensi-
dad respiratoria aparente y el desprendimien-
to de etileno de muestras de bellotas de enci-
na, mantenidas a diferentes temperaturas,
mediante cromatografia gaseosa, asi como el
valor de la germinacioén. Proponiendose
finalmente un nuevo método de valoracién
de la viabilidad de las bellotas rapido y no
destructivo.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado bellotas de encina
[Quercus ilex L. subsp. rotundifolia (Lam.)
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O. ScHwWARZ] recolectadas en el momento de
alcanzar la madurez en el mes de
Noviembre, procediendo todas ellas de un
unico arbol de un encinar adehesado en la
localidad de Boadilla del Monte (Madrid).

Para llevar a cabo el control de la produc-
ciéon de CO, de las bellotas, se depositaron
estas en contenedores de vidrio de 580 ml
provistos de un cierre hermético y de un
circuito externo de goma, el cual permite la
extraccién de muestras de la atmoésfera
confinada sin alterar de manera fundamental
el sistema.

Se utilizaron 10 bellotas por contenedor
con un peso medio de 42,52 g y un volumen
medio de 36 ml. Las bellotas se eligieron
libres de parasitos.

Como variables independientes se toma-
ron cinco niveles de temperatura, para lo
que fue preciso utilizar cinco cadmaras
frigorificas diferentes, reguladas a las
siguientes temperaturas: —10 °C, 2 °C, 4 °C,
12°%C y 20 °C.

La determinacion de la respiracion se efec-
tué mediante el control de la variacién del
contenido de 0,, N, y CO, en la atmosfera
confinada en un tiempo determinado (120
horas), mediante cromatografia gaseosa con
tres repeticiones. Adicionalmente se analizé
el contenido de etileno (C,Hy).

Se utilizé un cromatégrafo Varian 3700
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utilizando la metodologia debida a MERODIO
& DE LA PLAZA (1989) para el analisis
cromatografico simultaneo de O,, N2, CO2
y etileno. Las condiciones de trabajo fueron:
Columna 50 °C; inyector 100 °C; detector de
conductividad térmica 100 °C ; detector de
ionizacién de llama 150 °C. La separacién
de los gases se realizé6 mediante dos colum-
nas conectadas en serie mediante una valvu-
la de 6 vias. El gas portador fue helio con un
flujo de 25 ml por minuto. La inyeccién se
realiz6 de forma unica con una muestra de 1
ml.

El cromat6grafo de gases se verifico
previamente a la realizacién de los analisis
mediante una mezcla conocida de gases (N,,
02, C02 y etileno).

Se determiné el cociente respiratorio defi-
nido como la relacién existente entre el CO,
liberado en el proceso y el O, consumido
(BARCELO & al, 1982). La germinacién de las
bellotas se efectud de acuerdo con las
normas ISTA (Inspv, 1977).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se agrupan los resultados
obtenidos en los analisis de la atmésfera
confinada de los contenedores herméticos,
conteniendo bellotas conservados durante
120 horas a las distintas temperaturas utiliza-
das en este trabajo. Se recogen los valores

Tabla 1. Contenido en O, (%), N5 (%), CO, (%) y etileno (C5,Hy) (ppm) determinadas por cromatografia de
gases, en funcion de la temperatura en una atmosfera confinada originada por un peso medio de 42,52 g en un
contenedor hermetico con volumen util de 544 ml. durante 120 horas.

Temperatura (°C) | Temperatura (°K)| O, (%) N, (%) CO, (%) C,H, (ppm)
-10 263 21,8+0,6 78,0+1,4 0,2+0,02 -
2 275 16,7+0,4 79,5+1,2 3,8+0,1 -
4 277 16,6+0,3 79,6+1,5 4,3+0,2 0,09+0,01
12 285 14,3+0,3 78,7+1,3 7,0£0,1 0,11+0,01
20 295 9,2+0,2 78,3+1,4 12,4+0,3 0,29+0,03
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Fig. 1. Cromatograma obtenido de la atmosfera confinada producida por 42,52 g de bellota de encina (Quercus ilex)
a 20 °C durante 120 horas.

medios ajustados para el peso medio de
bellotas de, oxigeno (%), nitrégeno (%),
dioxido de carbono (%) y etileno (ppm) para
cada temperatura. En la fig. 1 se muestra uno
de los cromatogramas realizados en la
atmosfera confinada correspondiente a un
contenedor conservado a 20 °C y la integra-
cién automatica de la superficie de cada uno
de los picos considerados.

Al aumentar la temperatura de conserva-
cién de las bellotas, se incrementa la respira-
cién y consecuentemente el oxigeno descien-
de desde un 21,81 % en la atmésfera produ-
cida a —10 °C hasta un contenido de 9,52 %
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en la generada a 20 °C. Entre 2 °C y 20 °C, la
actividad respiratoria se multiplica por un
factor = 3,20. Este resultado pone de mani-
fiesto de manera cuantitativa la influencia de
la temperatura en el consumo de las reservas
de la bellota, y la importancia de la conser-
vacion de las semillas recalcitrantes a bajas
temperaturas (entre 2 °C y 4 °C). Estos nive-
les de temperatura estan en linea con los
recomendados por CATALAN (1991) para
bellotas de Quercus robur, que establece
entre 0° y 2 °C.

El cociente respiratorio, efectuado sobre el
conjunto de analisis realizados muestra un
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Resultado regresion

mg CO2. g-1 bellota
I

Constante -129,816
Error de estim. Y 0,193458
Coef. determinac.(r?) 0,969441
Tamano de la muestra 5
Grados de libertad 3
Coeficiente(s) X 53,58788
Error coef. X 5,493087
Producciéon de CO2
3
2 -

# Resultados

© Regresion lineal

-1 L 1

24 2,42 244
log T (°K)

2,46 2,48

Fig. 2. Valores medios correspondientes a la produccion de CO; en funcién del logaritmo decimal de la
temperatura absoluta, correspondientes a una atmosfera confinada con un peso medio de bellotas de encina
(Quercus ilex)de 42,52 g v un contenedor con volumen util medio de 544 ml. La regresion lineal calculada se

indica en la parte superior.

valor QR = 1,01, muy proéximo a la unidad,
por lo que cabe considerar que el substrato
respiratorio es un carbohidrato, que es oxida-
do completamente.

La fig. 2 representa la produccion de CO,
obtenida para 120 horas y expresada como
mg CO,. g1 bellota para las diferentes
temperaturas. El conjunto de puntos se ha
ajustado mediante regresion lineal (12 =

0,97): y = 53,59 log T — 129,82.

Generalmente se considera que el etileno
es un promotor del proceso de envejecimien-
to. En estudios efectuados sobre frutos se
encuentra que la iniciacién autocatalitica de
etileno requiere la presencia en la atmésfera
de un 6—-7% de oxigeno como minimo,
aunque una vez iniciada, la produccién solo
se inhibe por una anoxia completa (BARCELO
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& al., 1982). FINCH-SAVAGE & CLAY (1994)
estudiando semillas recalcitrantes de Quecus
robur indican que la interaccién entre etile-
no, luz y acido abscisico inhiben la germina-
cidn en esta especie.

Tomando como base, los resultados obte-
nidos en el proceso respiratorio en atmoésfe-
ra confinada, en este tipo de semillas recal-
citrantes, se presenta un método de evalua-
cién rapida de la capacidad germinativa de
una muestra de bellotas de encina, mediante
cromatografia de gases. Con objeto de tipifi-
car la nueva metodologia se fijan a conti-
nuacion los diferentes parametros a utilizar,
de manera que los andlisis efectuados en
diferentes laboratorios puedan ser compara-
tivos.

El método rapido de andlisis de la viabili-
dad en bellotas de encina propuesto, se efec-
tda manteniendo durante 24 horas en cadmara
de 20 °C una muestra representativa de
bellotas de 75 g (aproximadamente 25 bello-
tas), aisladas en un contenedor hermético
con un volumen de 1 1, accesible mediante
un septum de silicona, para la toma de una
alicuota de la atmésfera confinada mediante
la utilizacién de una jeringuilla. La inyeccién
de 1 ml de la muestra de la atmoésfera confi-
nada en el cromatografo de gases proporcio-
na la actividad respiratoria de la muestra,
utilizando la metodologia de MERODIO & DE
LA PLazA (l.c.). De acuerdo con los resulta-
dos obtenidos, niveles de intensidad respira-
toria del orden de 2,4% de CO, o superiores
en 24 horas a 20 °C, indicarian semillas
viables (peso medio 42,52 g y volumen util
medio 544 ml). El método podria ser aplica-
ble con los ajustes necesarios a otras semillas
recalcitrantes y de forma mas especificas a la
de otras especies del genero Quercus.

Queda pendiente para futuras experiencias,
el estudio de la posible correlacion entre
niveles respiratorios y porcentaje de germi-
nacion, e incluso el estudio de la correspon-
dencia con el vigor germinativo de las semi-
llas, definido este como la rapidez con que
las semillas germinan. También de interés
resulta el estudio comparativo entre respira-
cion y contenido de humedad de las bellotas,
al tratarse de un aspecto tan importante en la
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germinacion.

Sin embargo, la metodologia propuesta
puede resultar de utilidad ya que para
acometer una repoblacién, deben utilizarse
bellotas en 6ptimas condiciones de viabili-
dad, y permitiria por su rapidez, efectuar
determinaciones de forma inmediatamente
anterior a la ejecucion de la repoblacion.

CONCLUSIONES

1. Se valora por cromatografia de gases,
los diferentes niveles de producciéon de CO,
por parte de bellotas de encina, confinadas
en un contenedor hermetico, encontrando
que la obtenida a 20 °C resulta ser 3,2 veces
superior a la obtenida a 2 °C.

2. La elevada intensidad respiratoria de las
bellotas de encina en condiciones de confi-
namiento en recipiente hermetico, determina
el consumo del O, disponible, alcanzando en
consecuencia rapidamente condiciones de
hipoxia.

3. Se propone una temperatura de 2 °C,
como temperatura de conservacion de bello-
tas de encina, desde un punto de utilizacién
mas lenta de las reservas.

4. El cociente respiratorio determinado es
igual la unidad, por lo que se considera que
el substrato respiratorio esta formado por
carbohidratos.

5. Se propone un método rapido para la
valoracién de la viabilidad de bellotas de
encina basado en el andlisis por cromatogra-
fia gaseosa del CO, producido en atmosfera
confinada. El método es tipificado para
hacer posible la comparacién de resultados.

6. El método de analisis propuesto se
considera que puede ser aplicado a otras
semillas recalcitrantes y especificamente a
las del género Quercus.
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