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Resumen

En este trabajo se presenta un sistema de injerto en serie sobre patrén juvenil para obtener
explantos para micropropagacion de un clon adulto selecciond@eeteus robufFastigiata’, ana-
lizdndose su posible efecto de rejuvenecimiento y evaluandose su utilidad como método de produc-
cion masiva de planta injertada. Se realizaron 10 ciclos de injerto sobre patr@hesraes robur
de 2-3 semanas. Tras cada injerto prendido y desarrollado, parte de los brotes obtenidos se estable
cieronin vitro y otra parte se reinjertaron. El material procedente de injerto presentdé una mayor reac-
tividad in vitro que el control (procedente directamente de brotes obtenidos por forzado de
segmentos de rama) pero, a excepcion del primer subcultivo, no se detectaron diferencias en las tasa
de multiplicacion ni en los porcentajes de enraizamiento, independientemente del namero de injer-
tos previos a la introduccidn vitro. Con respecto a la técnica de injerto, el porcentaje de prendi-
miento fue ~80% y la produccién de explantos-puas fue de 4,22 en ciclos de 40 dias, estimandose
una produccién anual de 170.000 plantas injertadas a partir de 10 injertos iniciales. Aparte del posi-
ble efecto de rejuvenecimiento, no observado en esta experiencia, esta técnica es util para ampliar |z
cantidad de explantos disponibles para establacétro y como sistema de produccion rapida y
masivain vivode planta injertada seleccionada.
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INTRODUCCION nativa para la producciéon de material clonal de
Quercus roburEl roble se ha micropropagado a
Quercus roburcon Q. petraeaconstituye el partir de nudos y apicesA$ Joseetal., 1985)
recurso forestal mas importante entre las frondgr recientemente se ha conseguido embriogénesis
sas europeas. Su propagacion vegetativa puestematica a partir de ejemplares adultasr(&io
permitir el mantenimiento de genotipos de altet al., 2004). La respuesta vitro del material
valor, siendo til para la mejora y la conservaadulto mejora seleccionando explantos a partir
cion de recursos genéticos en la especie. Sife tejidos ontogenéticamente mas juveniles
embargo,Quercus robures dificil de propagar (como renuevos basales o brotes epic6rmicos)
vegetativamente, especialmente en estado adylo aplicando técnicas de rejuvenecimiento,
to. De hecho, el injerto es el Unico sistema deomo la poda severayErsetal., 1996), el for-
produccién en variedades ornamentalegado de segmentos de ramag(¥z et al.,
(OBDRZALEK & JiLkoVA, 2006). La micropropa- 1994) o el injerto en serie sobre patrén juvenil.
gacion representa, al menos en parte, una altdtste Gltimo ha permitido en algunos casos la
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recuperacién de capacidades morfogenéticabas deQ. robur estratificadas en arena himeda
tanto in vivo, provocando, por ejemplo, unaa 4°C hasta su uso.
mejora en el enraizamiento de las estaquillas
(p.ej. enEucalyptusx trabutii, SNniscaLco & ~ Camara de cultivo
PavoLETTONI, 1988; oQuercus rubra ZAczeck En la camara de cultivo se obtuvieron los
etal., 2003), comadn vitro (p.e. erSequoia sem- patrones, se realizaron y mantuvieron los injer-
pervirens HuanG etal., 1992; oCastanea sati- tos y se realizaron los ensayiosvitro, en las
va, FERNANDEZ-LORENZO & FERNANDEZ-LOPEZ, ~ siguientes condiciones: densidad de flujo
2005). EvaLb & NAuJoks (1997), realizando un radiante: 30umol.m?s* (tubos fluorescentes
Gnico ciclo de injertan vitro, han obtenido una OSRAM® L. 40W, luz blanca fria); foto-termo-
mejora en la multiplicacion d@uercus robur periodo: 16 h [uz/25°C - 8 h oscuridad/20°C;
adulto durante los primeros subcultivos. humedad relativa: > 70%.
La duracion de los ciclos de injerto es varia-
ble, 6-12 meses en injertwsvivo en invernade- Injertos
ro, y 5-8 semanas en injertwsvitro. El injerto Para obtener los patrones, las semillas se
seriadadn vivoes relativamente sencillo, pero lossembraron en bandejas con alveolos de 300 cm
ciclos son muy largos y los explantos obtenidogn sustrato de turba:perlita (2:1). La germina-
presentan una alta contaminacion al establece#ion tuvo lugar en camara de cultivo. A las 2-3
losin vitro. Por otra parte, en el (micro)injeito  semanas de la germinacion la plantula puede
vitro los ciclos son mucho mas cortos, pero laisarse como patron.
técnica es mas compleja, y es obligado trabajar Las puas del primer ciclo de injerto fueron:
en condiciones de asepsia. 1) brotes lefiosos terminales; 2) brotes herbace-
En el presente estudio se realiza injert®s (long.: 2-3 cm) obtenidos de forzado de seg-
seriado en camara de cultivo, combinando lagentos de rama en camara de cultivo. Las puas
ventajas del injert vivo (sencillez) con las del del 2° al 10° ciclo de injerto proceden de brotes
injerto in vitro (obtencion rapida de patrones,nodales (long.: ~2 cm) obtenidos de las puas
ciclos cortos, baja tasa de contaminacidn elongadas en el ciclo previo (Figura 1).
vitro). Se determina el posible efecto de rejuve- Se practicé injerto de hendidura, cortando el
necimiento analizando la capacidad de propag@atrén a 2 cm de altura. La union se sujet6 con
cion in vitro y se evalla su potencialidad paraParafiim® y la planta se protegi6 bajo una cam-
aportar explantos y para la produccién masivpana plastica durante unos dias. El prendimien-
de planta injertada. to y desarrollo de la pda tuvo lugar en unos 40
Nuestra denominacion de injerto en seriglias. Se realizaron 10 ciclos de injerto toméndo-
‘acelerado’ deriva del hecho de que se realizee datos del prendimiento segun tipo de pua y
injerto in vivo en ciclos mucho mas cortos queciclo de injerto y del nimero obtenido de puas-
los tradicionales (40 dias frente a 6-12 meses)explantos/ciclo. En general, cada tratamiento
consto de 3 repeticiones de 8 injertos.

MATERIAL Y METODOS Cultivo in vitro
Establecimiento Los brotes procedentes
Material vegetal directamente de forzado (control) y de injerto se

El material adulto procede de un arbol cendesinfectaron superficialmente para su introduc-
tenario deQuercus robufFastigiata’, del que se cién in vitro, practicAndose los siguientes trata-
tomaron, en reposo vegetativo, 1) segmentos daeientos: a) 30 s etanol 70° + 15 min 0,8%
rama de partes bajas de la copa (long.: ~20 ci¥aClO (12 introduccién de material control-11);
@: ~1 cm) sometidos directamente a forzado eb) 10 s etanol 50° + 10 min 0,8% NaClO (23-32
camara de cultivo, y 2) brotes lefiosos terminantroduccion de material control-12, I13); c) 60 s
les (long.: ~3 cm; @: ~2 mm) que se conservaetanol 70° + 15 min 0,8% NaClO (introduccio-
ron a 4°C hasta su uso. El material juvenil estab@es a partir de injertos). Los explantos apicales
constituido por plantulas procedentes de semy nodales desinfectados se introdujeron en tubos
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Figura 1. Plias adultas empleadas en el estudio: a) brotes lefiosos terminales; b) brotes herbaceos obtenidos por for-
zado; c) brotes nodales obtenidos de plas elongadas

de ensayo con medio GD gEssHorFrF& Doy, de la prueba LSD de comparacién de medias,
1972) + 1 mg.E de benciladenina (BA). A los mediante el programa SPSS.
20 dias se analiz6 la contaminacion y la reacti-
vidad en funcién del tipo de material y del trata-
miento de desinfeccion. RESULTADOS Y DISCUSION

Multiplicaciéon: En la 12 introduccién de
explantos control se ensayaron los medios GD Wjertos: prendimiento, duracion de los
WPM (LLoyp & McCown, 1981), observando- ciclos y produccion de puas-explantos
se que las tasas de multiplicacién a lo largo de Los datos de prendimiento se reflejan en la
11 subcultivos son siempre mayores en WPNigura 2. Este es mayor en el primer injerto en
(datos no mostrados). Por este motivo, se utilizplas de brotes de forzado (63%) que en las de
este medio en el resto de ensayos de multiplichrotes lefiosos (27%). Entre el segundo y el déci-
cion. Los brotes reactivos procedentes del mat@o ciclo el prendimiento es elevado (69-95%),
rial control (22-32 introduccién) y de injerto sesin variacion en funcion del nimero de ciclos. En
transfirieron a medio WPM+0,2 mg:BA, sub-  otros trabajos, el prendimiento aumenta con cada
cultivdndose sobre el mismo medio y analizanreinjerto ($NiIscaLco & PavoLETTONI, 1988).
dose las tasas de multiplicacion durante uhos brotes lefiosos dan peores resultados debido
méaximo de 11 subcultivos. Los subcultivos sesin duda al desfase fisiol6gico con el patron. Se
realizaron cada 35 dias y cada tratamiento conpropone su uso eventual, sin embargo, cuando no
té de 3 repeticiones de 12 brotes. se pueda disponer de otro tipo de material. A par-

Enraizamiento Se han realizado pruebas detir del segundo injerto, las puas reinjertadas pre-
enraizamiento segun la disponibilidad desentan una alta sincronizacion fisiolégica con los
explantos. Se analizd el porcentaje de enraizpatrones, que se traduce en altos porcentajes de
miento de: material control en el 13er subcultiprendimiento. En general, los reinjertos se reali-
vo (SC13), injertado una vez (SC10), 4 vecegaron cada 40 dias. Al final de cada ciclo, la ptua
(SC7), 5 veces (SC5-6), 6 veces (SC4-5) y prendida y desarrollada aporté 4,22 + 1,25 brotes
veces (SC3), para grupos de 12 brotes, a los dpicales y nodales, utilizados como pulas para
14, 21, 28 y 35 dias de la induccion (inmersiémeinjertar o como explantos, en funcién de los
basal 2 min en 1 mg.nilde &cido 3-indolbutiri- objetivos.
co y transferencia a medio 1/3GD (concentra-
cion de macroelementos reducida a 1/3). Cultivo in vitro

Los datos en porcentajes sometidos a anali- Establecimiento La figura 2 muestra los
sis estadistico se modificaron previament@orcentajes de contaminacion y de reactividad
mediante la transformacién del arco seno. Lodel material establecidion vitro. Los explantos
datos se analizaron mediante ANOVA seguida@ontrol muestran una reactividad variable en
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Figura 2. Porcentajes de reactividad y contaminacion tras el establecimiento in vitro, y prendimiento de los injertos en
funcion del ciclo. Cuadro A: material control (11, 12 e 13 corresponden a tres introducciones distintas); Cuadro B: mate-

rial injertado. Ifi: plas de brotes lefiosos; fz: plas de brotes de forzado. Letras distintas indican diferencias significa-
tivas segln la prueba LSD (p<0,01). (sd: sin datos)

funcién de la introduccién. Los porcentajes delel material control (p<0,01) y el prendimiento
contaminacién son muy bajos (0-6%) en todosedio de los ciclos 2 al 10 difiere significativa-
los casos. El tratamiento mas suave (b), quaente del obtenido en el primer injerto de bro-
corresponde a la 228 y 32 introducciones, seria s de forzado (p<0,05).

mas aconsejable. En el material de injerto se Multiplicacion in vitra Los resultados com-
mantienen bajos porcentajes de contaminaci@uarativos de material control e injertado se mues-
(0-26%) y la reactividad supera el 90%, revelantran en la figura 3. Aunque en algunos estudios la
do un estado fisiologico éptimo para el establetasa de multiplicacion mejora por efecto del
cimientoin vitro. Aunque no se muestra en lainjerto (FERNANDEZ-LORENZO Y FERNANDEZ-
figura 2, la reactividad media del material proceLoprez 2005), nuestros resultados no permiten de
dente de injerto difiere significativamente de lanomento confirmar este hecho. La tasa de mul-
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Figura 3. Tasa de multiplicacion media, para un maximo de 11 subcultivos, del material control (linea) e injertado

(barras), agrupando los ciclos de dos en dos para facilitar la interpretacién. La ausencia de datos a partir de un deter-
minado subcultivo indica que el material ain no ha alcanzado dicho subcultivo
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Figura 4. Porcentaje de enraizamiento in vitro de material control (0i) y de material injertado una (1i), cuatro (4i),
cinco (5i), seis (6i) y siete(7i) veces, a los 7, 14, 21, 28 y 35 dias tras la induccién. Se indica asi mismo cuantas veces
se subcultivé(sc) el material antes del ensayo

tiplicacion fluctGa de un subcultivo a otro, lo queciclos practicados (n) y del nimero de injertos
es frecuente en el periodo de estabilizadgdn iniciales (P) vendria expresada, con nuestros
vitro (McCown & M cCown, 1987), sin que se datos (prendimiento: 80%; ciclos de 40 dias;
aprecien diferencias entre el control y el materia4,22 explantos/ciclo), como: e = P(3,38or
de injerto, a excepcion del primer subcultivo, erejemplo, partiendo de 10 injertos, en un afio (n =
el que la tasa de multiplicacion del material d®) se podria disponer de mas de 575.000 explan-
injerto es mayor que la del control, tendiendo #os. El método también permite la produccién
aumentar con el nimero de ciclos de injerto ahasiva de planta injertada. En un afio se podri-
gue se sometid el material. Estas diferencias e obtener mas de 136.000 plantas injertadas,
el primer subcultivo permiten un rendimientosobre patrones de 1,5 meses. Esta produccion es
mayor a medio plazo, manejandose un mayaxtraordinaria si se compara con el injerto en
nimero de brotes durante la estabilizacién.  invernadero sobre patrones de 1-2 afios.
Enraizamiento in vitro El porcentaje de
enraizamiento del material control e injertado
(Figura 4) es en general bajo (0-43%), frecuentEONCLUSIONES
enQuercus robuadulto (3NcHEz etal., 1996).
Se detectan raices desde los 14 dias, alcanzando-En el material ensayado no se observa un
se el maximo enraizamiento sobre los 28 dias. Nefecto positivo del injerto en serie sobre la pro-
se percibe un efecto positivo del injerto sobre gdagacionin vitro. En todo caso, el injerto en
enraizamiento, ahora bien, el efecto del subcultserie ‘acelerado’ es una herramienta valiosa para
vo continuo podria enmascarar el del injerto, puesbtener un alto nimero de explantos para esta-
el subcultivo continuo mejora en algunos casos élecer in vitro y para producir masivamente
enraizamiento (WRE & JUNCKER, 1987). Para planta injertada en periodos muy cortos, mejo-
discernir el efecto del injerto, las pruebas compaando ostensiblemente los rendimientos obteni-
rativas deben realizarse entre materiales subcultios empleando técnicas tradicionales.
vados el mismo namero de veces.
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