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| - INTRODUCION
1 - Descricién xeral e usos do carballo e do castifieiro
1.1 - Caracterizacion botanica e autoecoloxia

As especiefQuercus roburL. (carballo) eCastanea sativa Mill. (castifieiro)
pertencen a familia Fagaceae. Esta importante familia esta formada por 8 xéneros e
unhas 700 especies, repartidas principalmente polas zonas temperadas e calidas do

Hemisferio Norte (Figura 1).

Figura 1. (a) Distribucién deuercus robul. e (b)Castanea sativMill. en Europa.

Fonte:www.inia.es.

En canto & morfoloxia da planta, o carballo € unha arbore caducifolia, robusta,
gue pode superar os 40 m de altura. De copa ampla, ovoide ou irregular, e folla caduca.
As suUas ramas son grosas e algo tortuosas; a cortiza € grisacea ou blanquecina, moi
resquebraxada e de tonalidade pardusca. Ten follas grandes, simples, en disposicion
alterna, con estipulas alongadas que caen rapidamente; son lampifias polos dous lados,
de cor verde intenso pola cara e mais palidas, cos nervios ben marcados, polo envés.
Teflen auriculas na base e son sentadas. As flores masculinas dispéfiense en amentos
colgantes, e as femininas na parte apical dun longo pedunculo. O froito, en landras

colgantes, madura en setembro e cae en outubro.

Medra dende o nivel do mar ata uns 1300 m de altitude, formando bosques en
chans profundos e frescos, principalmente nos que carecen de cal e son algo humidos.
Require un clima himido, oceanico, onde se acuse pouco a seca estival, e é algo

resistente 6 frio.
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O castifieiro do pais, ou castifieiro, € unha arbore corpulenta, de folla caduca,
gue acada 35-40 m de alto, con copa mais ou menos fusiforme na xuventude, tendente a
formas mais globosas na madurez, moi ramificada e con ampla superficie foliar. Ten
troncos grosos de cortiza marrén grisacea, con fisuras que forman desefios en espiral.
As suas follas son oblongo-lanceoladas, de ata 25 cm de lonxitude, puntiagudas e
aserradas. As flores disp6fiense en amentos erectos, non colgantes coma na maioria das
fagaceas. Florece en xullo e o froito recollese en outubro. Ten un sistema radicular moi

estendido e potente, pero pouco profundo.

E unha especie tipicamente calcifuga e acidofila, que non soporta condiciéns
climaticas extremas, tanto no que se refire & temperatura como 4 falta de precipitacions.
Desenvolvese ben con temperaturas medias de 10-14 °C e precisa polo menos 700 mm
de precipitacion anual. O exceso de precipitacion e humidade ambiental aféctalle

negativamente, pois favorece a aparicion de enfermidades.
1.2 - Importancia e utilizacion na actualidade

No que atinxe 6 carballo, a sua importancia economica radica fundamentalmente
no ambito forestal, con destino & producion de madeira e lefia. Ainda asi, tamén destaca
0 seu interese dende o punto de vista ornamental, incluindo certas variedades como
atropurpurea, fastigiata, filicifolia, pendula, variegata, etc., e, sobre todo, ambiental,
sendo unha especie tipica de comunidades climax en moitos ecosistemas, especialmente

en Galicia.

No caso do castifieiro, a importancia econdmica ven marcada pola dobre
aptitude para producion de castafia e madeira. De feito, na producion de froitos en
terreos de monte, o castifieiro é a especie de uso mais relevante e tradicional en Galicia,
existindo multitude de variedades autdctonas empregadas con este fin (Pereira-Lorenzo
e Fernandez-Lopez, 1997b). Por outro lado, ten un valor paisaxistico e ecol6xico moi
alto, sendo compofiente de espazos con un alto interese de conservacion dende o punto

de vista medioambiental e de sostemento da vida silvestre.

En canto a calidade dos produtos obtidos destas duas especies, a madeira do
carballo, por unha banda, € moi apreciada comercialmente; ten unha cor pardo-leonada
e € moi dura, de gran fino, con aneis de crecemento ben marcados, bastante pesada, moi

resistente a putrefaccion ainda dentro da auga, e axeitada para pulir; serviu nos edificios
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histéricos como madeira estrutural e ornamental, para a construcion de grandes flotas de
guerra e pesca, en carpinteria, ebanisteria e torneria. E clasico o seu emprego en toneis e

bocois de vifio e licores.

No tocante O castifieiro, a madeira, de gran calidade, pode acadar altos prezos
unitarios cando se cultiva de forma axeitada, sendo 0 seu destino a carpinteria e
ebanisteria. Presenta propiedades fisicas e mecanicas moi variables, cunha dureza
media. E elastica e flexible, cunha alta resistencia a traccion e flexién. No entanto,
cando o destino das plantacions é a producion de castafias, a madeira non ten interese
comercial, xa que a arbore presenta un tronco curto e groso con moitas ramas. As
plantaciéns para froito deron lugar a unha paisaxe tipica de Galicia cofiecida como
soutos, onde os exemplares, as veces de moita idade, son enxertados coas variedades
mais interesantes en cada momento. Actualmente existe a Indicacion Xeografica
Protexida “Castafla de Galicia”, que pretende establecer como diferenciacion no

mercado a calidade das castafias procedentes de variedades autoctonas galegas.

Respecto a distribucion actual destas especies en Espafia, segundo o 3°
Inventario Forestal Nacional (Ministerio de Medio Ambiente, 2000), o carballo esta
presente de xeito dominante en 195.000 ha, sen contar as superficies onde se mestura
con pifieiros e eucaliptos, sendo soamente superado en superficie pola Rspecie
pinaster Actualmente € unha especie moi pouco plantada, abundando cada vez mais os

rexenerados naturais en terreos agricolas abandonados.

O castifieiro, mesturado con outras frondosas, ocupa unhas 45.000 ha (Ministerio
de Medio Ambiente, 2000). Durante as Ultimas décadas produciuse un incremento dos
poboamentos de castifieiro por rexeneracion natural, como consecuencia da diminucion
do pastoreo, as rozas e o0 abandono de terras agrarias, especialmente en zonas de clima
atlantico, e grazas as subvencions & forestacion que concede a Xunta de Galicia con
fondos europeos, 0 que provocou 0 aumento das plantacions dedicadas a obtencién de
madeira ou froito. As masas tefien, en certas areas, problemas sanitarios importantes,
sendo os principais a “tinta”, causada polo fuRdnytophthora cinnamoniRands., e o

chancro, provocado p@ryphonectria parasitica (Murr.) Barr.

O feito de ser especies de crecemento lento fai que o carballo e o castifieiro se
vexan relegadas fronte a outras especies de crecemento rapido, coma o eucalipto, 0 pino

radiata e o carballo americano, que son mais rendibles a curto prazo.
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Para que estas especies non perdan peso no eido forestal, débense pofier en
marcha, entre outras medidas, programas de mellora xenética que lles proporcionen
unha maior aceptacion por parte dos propietarios privados. Compre seleccionar arbores
de interese, que amosen caracteristicas sobresalientes (arbores “plus”), prevendo que
estas sexan herdables e/ou mellorar a sua resposta fenotipica mediante unha boa

eleccién de estacién e unha silvicultura axeitada.

Para desenvolver os mencionados programas de mellora requirese, en diversas
fases, a propagacion vexetativa de individuos seleccionados. Este tipo de multiplicacion
ten a vantaxe de que, ademais de reter os efectos aditivos dos xenes, permite manter as
combinacions xenéticas especificas, non aditivas, que afectan a un caracter, e que son
dificiles de conservar en experimentos de mellora por cruzamentos (Bonga, 1982). Na
maior parte dos esquemas de mellora tradicional, que inclien a reproduciéon sexual, é
dificil mellorar mais dun caracter simultaneamente, sobre todo cando se trata de

caracteristicas de baixa herdabilidade (Bonga e Von Aderkas, 1992).
2 - A multiplicacion vexetativa

En principio, unha planta pode ser multiplicada de duas maneiras:
vexetativamente (de forma asexual mediante clonacién) e de forma sexual (por
sementes). Non todas as especies se adaptan ben 6s dous tipos de propagacién. Cando a
multiplicacion sexual non € satisfactoria, a multiplicacion vexetativa pode resultar unha
alternativa. Por exemplo, a multiplicacion sexual pode ser pouco conveniente cando a
descendencia obtida € moi heteroxénea, coma no caso de moitas especies arboéreas de

clima temperado de interese forestal, incluindo o carballo e o castifieiro.

Por outra banda, en arbores lonxevas, os programas de mellora baseados na
propagacion sexual adoitan ser moi lentos. Asi mesmo, en moitos casos a producion de
sementes é insuficiente e/ou irregular, o que, xunto a dificultade de conservacion das
mesmas a longo prazo cando estas son de natureza recalcitrante, permite pensar na
propagacion vexetativa de clons seleccionados como técnica alternativa para solucionar,

0 menos parcialmente, estes problemas.

A multiplicacion vexetativa consiste na rexeneracion clonal dunha planta a partir
dunha parte vexetativa da mesma. Permite, desta maneira, conservar as caracteristicas

xenotipicas das arbores seleccionadas. Agora ben, adoitase seleccionar as arbores “plus”
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cando xa tefien acadada a fase adulta, na que a capacidade de propagacion vexetativa
tense reducido en maior ou menor medida, debido a perda da capacidade morfoxenética
que acompafia a madurez (Bonga, 1982). Isto vese ilustrado, por exemplo, na

diminucion da capacidade das estacas para emitir raices adventicias.

Para contrarrestar a diminucion da capacidade morfoxenética, téfiense
desenvolvido técnicas que poden provocar “revigorizacion” ou “rexuvenecemento” do
material adulto, o que permite unha mellor resposta do material tratado as técnicas de
multiplicacion vexetativa (Pierik, 1990a). Estas técnicas describiranse no texto mais

adiante.

As especies estudadas neste traballo, o carballo e o castifieiro, considéranse
recalcitrantes dende o punto de vista da multiplicacion vexetativa (Schwarz, 1987), o
que fai que este tipo de propagacion, sobre todo en exemplares adultos, sexa
especialmente complicada, e mesmo as veces non se poida levar a cabo. Isto fai que
ambas especies sexan utilizadas, frecuentemente, como fonte de material vexetal para
experiencias nas que se analizan problemas relacionados coa propagacion vexetativa no
estado adulto, xa que constitien modelos de estudo moi apropiados neste aspecto
(Viéitiez, 1987; Chalupa, 1993).

2.1 - Técnicas convencionais de multiplicacion vexetativa

As técnicas convencionais mais utilizadas para a multiplicacion vexetativa son a

estacaxe, 0 enxerto e a porbaixa.
2.1.1 - Estacaxe

A estacaxe é, globalmente, a técnica de propagacion vexetativa mais empregada.
Utilizase de forma frecuente para multiplicar material de interese ornamental, sendo

indispensable que o material presente unha boa capacidade de enraizamento adventicio.

No carballo, cando as estacas proceden de plantas nai de mais de 3-5 anos de
idade, non enraizan ou fano escasamente (Kleinscletadt, 1975; Chalupa, 1993). O
tipo de material que achega mellores porcentaxes de enraizamento son os rebentos
basais (Bellarosa, 1989; Chalupa, 1993), xa que medran na parte mais nova da arbore
dende o punto de vista ontoxenético. Para incrementar a formacion de raices

adventicias nas estacas de material adulto empréganse habitualmente métodos de
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revigorizacion ou rexuvenecemento, como o etiolado ou bandeo (lglesiastlihz
2000) e a pulverizacién con citoquininas (Sanchez, 1991).

En castifieiro, numerosos estudos mostran que se trata dunha especie de dificil
enraizamento no estado adulto, e os intentos para propagalo por estacas foron
infrutuosos (Urquijo, 1952; Viéitez, 1952, 1956; Jaynes, 1961). No entanto, no estado
xuvenil o enraizamento conséguese doadamente (Viéitez, 1963). Foron identificados
inhibidores do enraizamento en material adulto (Viégeal., 1987) e promotores do

enraizamento en material xuvenil (Vazquez e Gesto, 1982).

Recentemente foi estudada a estacaxe semiherbacea en clons de castifieiro
hibrido (Rodriguezt al, 2005), obténdose resultados positivos en canto a porcentaxe

de enraizamento e a aclimatacion das plantas enraizadas.
2.1.2 - Enxerto

O enxerto consiste na union de duas plantas diferentes, unha que serve de patron
(achega o sistema radical) e outra que serve de pua (achega a parte aérea), como

consecuencia da posta en contacto dos sistemas vasculares das duas partes.

O cambium é unha capa de células que se encontra en constante division no
periodo vexetativo e que permite & planta o crecemento en grosor. O pofier en contacto
o cambium da pua e do patron, as células poden unirse, e a estrutura a que da lugar esa
fusion cofiécese como calo de cicatrizacion. Hai casos de incompatibilidade cando as
células de pua e patrén non se recofiecen, pero esta non adoita presentarse cando se fai o
enxerto dentro da mesma especie (Darikova.gp@ll).

O enxerto utilizase primordialmente cando os outros métodos de multiplicacion
non funcionan ou cando o sistema radicular do xenotipo que se pretende multiplicar ten
algunha caracteristica que non o fai apropiado para os obxectivos perseguidos (exceso
de vigor, sensibilidade &4 seca ou anegamento, sensibilidade a enfermidades...) e &

substituido polo sistema radicular dun patron que presenta as caracteristicas axeitadas.

No carballo e no castifieiro 0 enxerto tamén é unha técnica utilizada en certos
casos. De feito, a maior parte da planta comerciaQdercus roburL. ornamental
provén de enxerto sobre patrén xuvenil (Kotheeical., 2001; Obdrzale&t al., 2006),

xa que a pesar de ser un método laborioso e relativamente lento, resolve os problemas
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de enraizamento da estacaxe de material adulto, ademais de manter as caracteristicas
desexadas, como pode ser un determinado hébito de crecemento ou a presenza de follas
variegadas (Borzan, 1993). Os tipos de enxerto que proporcionan os mellores resultados
en carballo son o inglés, o de fendedura ou o de cortiza, mentres que o de xema non
resulta moi efectivo. Patrons e puas deben pertencer & mesma especie (Hatrichann

1990).

No caso do castifieiro, toda a planta producida con destino & plantacién de soutos
€ enxertada coas variedades produtoras de castafia mais demandadas no mercado nese
momento, Xa que 0s castifieiros silvestres raramente producen castafias de calidade
comercial. Asi mesmo, esta técnica resulta Gtil para substituir, mediante reenxerto,
unhas variedades por outras. Actualmente, debido 6s problemas existentes en relacién
coa doenza da “tinta”, as variedades de froito adoitan enxertarse sobre patréons hibridos
resistentes a esta enfermidade (Pereira-Lorenzo e Fernandez-Lopez, 1997a; Pereira-
Lorenzo et al, 2000). No castifieiro fixéronse diversos estudos acerca da
compatibilidade variedade-patron e das diferentes técnicas de enxerto (Craddock e
Bassi, 1999; Serdar e Soylu, 2005; Bueno e28l09; Celik et a] 2009; Serdar, 2009).

2.1.3 - Porbaixa

Outro dos métodos que se inclien na propagacion vexetativa convencional é a
porbaixa. Esta técnica non deu resultados satisfactorios na propagacion do carballo
(Hartmannet al, 1990).

No entanto, no caso do castifieiro, € unha técnica moi usada, sobre todo para a
multiplicacion do castifieiro hibrido (Fernandetzal, 1995), no que a multiplicacion
por sementes supon case sempre a perda de resistencia a ‘tinta’. O sistema de
propagacion vexetativa que mellores resultados ten achegado é a porbaixa por corte e
recalce, mediante o recepado de plantas nai. Tras o recepado, a cepa emite brotes longos
e vigorosos, que son anelados e tratados con hormonas na sua parte basal, aporcando
terra finalmente para tapar a zona tratada. Estes brotes emitiran raices e poderan ser
separados da planta nai para continuar o seu crecemento coma plantas independentes.
Estas novas plantas, cofiecidas como “barbados”, adoitan ter entre 1 e 1,5 m de altura e
un diametro basal de uns 2 cm. Este sistema presenta, porén, alguns inconvenientes,
como a baixa producion por unidade de superficie, a necesidade dun longo periodo para

a entrada en producion, a necesidade dun elevado numero de xornais en curtos periodos
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de tempo, os custos de producion elevados e a obtencién de plantas de calidade

deficiente, descompensadas e con un sistema radical asimétrico e pouco desenvolvido.

2.2 - Técnicas modernas de multiplicacion vexetativa: a propagacion por cultivo

vitro
2.2.1 - Concepto e vias de micropropagacion

O cultivoin vitro consiste en cultivar pequenos fragmentos de material vexetal
dentro de recipientes de vidro, en condicions asépticas, sobre medios de cultivo

especificos e en condicions ambientais controladas.

Baséase en duas propiedades das células vexetais: a
dediferenciacion, que permite a unha célula especializada reverter 6 estado
meristematico, e a totipotencia, segundo a cal calquera tipo de célula vexetal, nas

condicions axeitadas, pode dar lugar a unha planta enteira.

Unha das aplicacions mais importantes da técnica do cuhivaitro é a
multiplicacionin vitro ou micropropagacion, que se caracteriza por permitir a obtencion
dunha gran cantidade de plantas nun espazo e tempo reducidos, sendo empregada cada
vez mais na producion comercial de planta, en numerosas especies de valor ornamental,

forestal e alimentario, e na producién de material vexetal libre de microorganismos.

O principio da multiplicacion vexetativim vitro consiste en tomar da planta
organos, tecidos ou células (explantos) e cultivalos en condiciéns asépticas, procedendo

a realizar subcultivos periodicos para obter cada vez un numero maior de plantas.

Os explantos mais comuns na micropropagacion son embridns, cotiledons,

xemas, brotes e follas xuvenis (Bonga e Von Aderkas, 1992).

As vantaxes do cultivin vitro son, entre outras, a posibilidade de obter unha
multiplicacion mais rapida que en condicioims vivo, conseguir plantas libres de
enfermidades, precisar dunha cantidade relativamente pequena para iniciar o cultivo,
achegar unha producion homoxénea 0 longo do ano, e ser especialmente util para o

establecemento de bancos de xenes.

A micropropagacion pode levarse a cabo, de forma xeral, por duas vias, en

funcién da preexistencia ou non sobre o explanto de puntos meristematicos caulinares:
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» A partir de estruturas organoxénicas, que inicialmente non portan meristemas
caulinares, procedentes de células diferenciadas que requiren unha certa
dediferenciacion, como o cultivo de calo ou a embrioxénese somética. Estas
técnicas poden presentar un certo risco de que se produza mutacidén

somaclonal.

* A partir de tecido meristematico xa existente no explanto, como xemas (na
multiplicacion de nds e apices) ou a partir de embrions. Este tipo de
propagacion garante practicamente a fidelidade clonal (Joshi e Dhawan,
2007; Alizadeh e Singh, 2009; Nadha ef 2011).

2.2.2 - Tipos de explantos na multiplicacion a partir de meristemas preexistentes
2.2.2.1 - NOs, apices e calo basal

Con respecto & multiplicaciom vitro de explantos que portan meristemas
preexistentes, 0s mais comuns son 0S nés e apices. Estes explantos provefien da
division dun brote, xa alongado, en partes mais pequenas, gue levan polo menos unha
xema axilar (n6) ou apical (apice) e que se introduciran de novo en medio de cultivo
(Figura 2).

Respecto da lonxitude dos explantos, esta pode variar dende uns poucos
milimetros ata varios centimetros. En xeral, canto mais pequena é a parte dunha planta
gue se estableda vitro mais problemas ofrece, xa que cada fraccion illada ten a sta
propia proporcion de reservas e hormonas, e é obvio que canto maior sexa o fragmento
vexetal, mais facil € inducir o crecemento e rexeneracion (Pierik, 1990a). Un problema
dos explantos pequenos é que a proporcion da superficie cortada en relacion co volume
do explanto é elevada. Deste xeito, a reaccion a ferida é severa e, as veces tan acusada,
gue os tecidos non se dan recuperado (Bonga e Von Aderkas, 1992).

Unha vez que o brote se divide, é frecuente que unha pequena parte basal do
mesmo, que esta unida 6 calo basal que se forma durante o periodo de crecemento do
brote, non tefia a lonxitude suficiente para ser subcultivada. Neste caso, esa parte pode
subcultivarse xunto co calo basal (Meier-Din&ehl, 1993), o cal lle confire o tamafio
suficiente para formar un novo explanto (Figura 3). Un mesmo calo pode ser
subcultivado (recultivado) varias veces consecutivas, xa que pode permanecer sen

deteriorarse varios subcultivos.
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—» Apice

—» NOs

— Calo basal (+ nés)

Parte do microbrote
demasiado pequena para
ser subcultivada como
explanto independente

Calo basal

Figura 3. Explanto composto polo calo basal e pola parte remanente do microbrote despois de

subcultivar.
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2.2.2.2 - O calo basal
2.2.2.2.1 - Xeralidades. Calo basal wsalo organoxénico

Un calo €, basicamente, un tecido tumoral, que se divide de forma activa, mais
ou menos organizado, que Xxeralmente xorde sobre feridas de dérganos e tecidos
diferenciados (Pierik, 1990a). No cultiirovitro prodicese como resposta & separacion
do explanto e a accion estimuladora de substancias tréficas (sales minerais, azucres,
etc.) e dos reguladores do crecemento do medio de cultivo. O calo pode localizarse a
nivel das feridas ou pode estenderse a rexiéns indemnes, e 0 seu crecemento pode
prolongarse 6 longo de diferentes transplantes a medio fresco. A estrutura do calo pode
ser homoxénea ou heteroxénea. A sua heteroxeneidade pode ser inicial, debida a
heteroxeneidade dos tecidos do explanto a partir dos que xorde, ou secundaria. O calo
pode ter un crecemento mais ou menos activo, mais ou menos disociado ou compacto;

pode ser incoloro ou, mais raramente, clorofilico ou antocianico (Margara, 1988).

Poderiase dicir que, en funcién de que tefian ou non capacidade de rexenerar
organos ou embridns, hai dous tipos de calos: organoxénicos e non organoxenicos. A
formacion de calos organoxénicos estimulase co obxectivo de conseguir rexeneracion,
mentres que 0s calos non organoxénicos producense xeralmente como resposta directa a

unha ferida.

Con respecto 0s calos organoxénicos, hai multitude de 6rganos (raiz, caule, folla,
flor, ...) ou tecidos que poden ser empregados como material inicial para a sua inducién
(Rani e Grover, 1999). Unha vez estimulada a sua formacién, o calo organoxénico pode
dar lugar a formacion de 6rganos adventicios (Pillai e Hildebrandt, 1969; Pierik, 1976;
Han et al, 1997; Ntuiet al, 2010) e/ou a formacién de embriéns (Reusl, 2000;

Shibli et al, 2001; Jairet al, 2002; Gopi e Ponmurugan, 2006) que reciben o nome de
embridons somaticos (embrioxénese somatica indirecta), o cal se consegue xeralmente

utilizando medios con elevadas concentracions de auxina.

A maior desvantaxe de usar o potencial organoxénico dos calos consiste no risco
de que tefian lugar mutacions e variaciéns citoxenéticas, 0 que se cofiece como
variacion somaclonal. Segun Veset al (1991), o estatus xenético de plantas

rexeneradas via calo pode ser diferente que o do tipo parental, existindo o risco de

11



Introducién

perder a fidelidade clonal, sendo este un problema moi grave nun programa de

multiplicacion vexetativa.

Por outra banda, os calos non organoxénicos son aqueles que se forman,
xeralmente, como reaccion a unha ferida ou corte. Na micropropagacion de nos e apices
adoita formarse calo na base do explanto (o que en adiante denominaremos calo basal)
gue se introduce no medio de cultivo, como resposta & ferida producida polo corte no
momento de subcultivar. O calo basal vai incrementando o seu tamafio de xeito
progresivo dende que o explanto se introduce no novo medio de cultivo ata 0 momento

no que € necesario subcultivar de novo.

Cando se realiza o subcultivo de ndés e apices, é habitual desfacerse do calo basal
e non aproveitalo de ningun xeito. Agora ben, o recultivo do calo basal permitiria
aproveitar partes do brote que non tefien o tamafio suficiente para ser illadas
individualmente, e que permanecen unidas 0 calo, obténdose asi un maior nimero de

explantos.

No caso do uso do calo basal como fonte de explantos, a probabilidade de
variacion somaclonal € moito menor que a que presentan os calos organoxénicos, xa
gue a estabilidade xenética normalmente permanece intacta se a propagatiose
leva a cabo utilizando o método de explantos nodais ou de xemas axilares (Pierik,
1990a). Soamente poderia dubidarse da orixe axilar dun brote se este se ve xurdir do
interior do calo, xa que non se poderia asegurar se o brote procede dunha xema axilar

(que gquedou rodeada polo calo) ou se trata dun brote adventicio.

2.2.22.2 - Recultivo do calo basal e outros sistemas semellantes en

micropropagacion

O uso do calo basal como explanto para a micropropagaciéon foi documentado en
varios traballos, coas especkathecellobium scalar¢Castillo de Meier e Bovo, 1989),
Ulmus procera (Fenningt al, 1993), Robinia pseudoacacia (Webal, 1995) eAcer
palmatum(Pérez et aJ 2003).

Sanchez (1991), utilizando o recultivo do calo basal en castifieiro e carballo,
conseguiu acurtar o periodo de subcultivo de microbrotes de castifieiro de 4-5 semanas a
3 semanas, asi como mellorar significativamente a taxa de multiplicacion do clon de

carballo durante 2 recultivos.
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Meier-Dinkel et al (1993) utilizaron o recultivo do calo basal para obter brotes

para facer probas de enraizamento @uercus robur Observaron unha maior
porcentaxe de enraizamento nas microestacas procedentes dos calos basais que nas
procedentes de ndés e apices, achacandolle o efecto a un mellor estado fisioldxico
daqueles debido 6 seu maior tamafio. No entanto, Sanchez (1991) comparando o
enraizamento adventicio do mesmo tipo de explantos non observou un aumento
significativo da porcentaxe de enraizamento. Nesta mesma especie, Llamazares (2003)
comprobou que, en xeral, o primeiro recultivo do calo basal achega un maior nimero de

explantos que un brote convencional (n6 ou apice).

Os estudos realizados con calos basais, en todo caso, non son moi humMerosos,

adoptandose nalguns casos sistemas parecidos, pero con claras diferenzas.

Asi, San Josét al. (1988), nun estudo feito en carballo, estudaron a influencia

do recultivo do mesmo explanto (inicialmente un segmento nodal), situado
horizontalmente no medio de multiplicacion, sobre as taxas de multiplicacion e as
porcentaxes de enraizamento dos brotes obtidos a partir del. Neste sistema, os explantos
orixinais desenvolven un calo en cada un dos seus extremos, polo que se pode
considerar, ata certo punto, semellante 6 recultivo do calo basal. Unha vez que se cortan
novos microbrotes, o explanto orixinal é recultivado a medio fresco (segundo ciclo de
cultivo). Nos sucesivos recultivos, os novos microbrotes desenvoélvense a partir de
xemas do explanto orixinal que non agromaron, ou de xemas axilares remanentes de
novos microbrotes de recultivos precedentes, sendo neste aspecto semellante 6 recultivo

do calo basal.

O sistema permitiulles obter maiores taxas de multiplicacion que realizando o
subcultivo convencional de nés e apices. No quinto recultivo, a maior parte dos
explantos reducia a sua produtividade, sendo a taxa de multiplicacion menor de 1. Esta
mesma técnica foi utilizada por Ballesttral. (1990) en dous clons de carballo e un de
camelia. Nos clons de carballo, a porcentaxe de enraizamento dos explantos procedentes
dos 2-4 primeiros recultivos era maior ca dos explantos subcultivados de forma
convencional, e no de camelia, a porcentaxe de enraizamento aumentaba nos explantos

obtidos no 2° e 3° recultivo.

Por outra banda, Sanchez al (1997) utilizaron un proceso idéntico na

micropropagacion de castifieiro. A taxa de multiplicacion dos explantos situados
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horizontalmente foi significativamente maior que a dos nés e apices colocados de forma
vertical no medio. O numero de novos microbrotes por explanto orixinal foi
aumentando na maioria dos seguintes recultivos. Recultivar os explantos colocados de
forma horizontal tivo un efecto positivo nas porcentaxes de enraizamento dos brotes
producidos. Nun dos clons, a mellora nas taxas de multiplicacion estendeuse ata o 8°
recultivo e o ciclo de multiplicacion, debido a maior velocidade de crecemento dos

microbrotes, reduciuse a ddas semanas.

A colocacién en horizontal de explantos foi utilizada, asi mesmo, noutras
especies, com&hododendron sp. (Anderson, 198#)alus sp. (Yaeet al, 1987),
Quercus rubra (Viéitezt al, 1993) eCodiaeum variegatur(Orlikowskaet al, 2000),

0 que habitualmente permite obter maior nimero de microbrotes por explanto que o
cultivo en vertical (McClelland e Smith, 1990).

A principal diferenza deste sistema co recultivo do calo basal € que no recultivo
horizontal as xemas axilares do explanto estan en contacto co medio de cultivo, mentres
que no recultivo do calo a parte do caule que permanece sobre 0 mesmo non toca o

medio.

O recultivo do calo basal achega, en certos casos, resultados positivos na
micropropagacion, proporcionando un aproveitamento mais efectivo do material vexetal
(Sanchez, 1991); non hai, porén, estudos que determinen a implicacion sobre as taxas de
multiplicacion usando esta técnica, é dicir, como afecta incluir o recultivo do calo basal
0 rendemento do sistema se 0 comparamos con aquel que non aproveita este explanto.
Por outra parte, tampouco se define a influencia que pode ter aproveitar o calo basal no

risco de variacion somaclonal que normalmente se asocia a estes tecidos.
2.2.3 - Fases da micropropagacion de nés e apices

A micropropagacion abarca unha serie de fases, que van dende o momento en
gue o material vexetal que se pretende propagar se intrimdvit®, ata 0 momento no
que se obtefien plantas en condicions de establecérense no campo. De forma xeral, a

micropropagacion de nés e apices engloba catro fases:

1 - Introducién ou establecemeniio vitro: corresponde a fase na que un
fragmento do material vexetal procedente do exterior se introduce en condiciéns de
cultivo in vitro. Debido a que a micropropagacion ten lugar en condicions asépticas,
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previamente & introducion in vitro € necesario levar a cabo un proceso de desinfeccion,
para evitar a contaminacion dos cultivos provocada polos microorganismos que poida
portar o material vexetal procedente das condicenwitro. Unha vez desinfectado

superficialmente, o explanto introdicese nun medio de cultivo que contén reguladores
do crecemento (normalmente citoquininas), para forzar o agromo das xemas que porta o

explanto, obtendo asi novos microbrotes que permitiran iniciar a fase de multiplicacion.

2 - Fase de multiplicacion: unha vez que se consegue o0 desenvolvemento dos
primeiros microbrotes, e estes acadan unha lonxitude suficie@terq), dividense en
partes mais pequenas (1-2 cm) e introducense en medio de multiplicacion (normalmente
cunha concentracion de citoquininas inferior & utilizada para a fase de introdgucién
vitro). Transcorrido un certo tempo, e unha vez que 0s novos explantos producen novos
microbrotes, repitese o proceso de division e introduciéon en medio de multiplicacion
(subcultivo) (Figura 4). Os sucesivos subcultivos tefien lugar a intervalos periodicos,
obténdose cada vez un niumero maior de explantos. Esta fase finaliza cando se consegue

acadar o numero de microbrotes necesarios para o fin desexado.
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Figura 4. Esquema da fase de multiplicacion.
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3 - Fase de enraizamento: esta fase ten lugar cando finaliza a fase de
multiplicacion, e consiste en inducir a formacion de raices nos microbrotes obtidos
naquela, comportandose neste momento como microestacas. O enraizamento pode
levarse a caban vitro ou in vivo. No primeiro caso conséguese, de forma habitual,
utilizando medios de cultivo cunha concentracidbn de macronutrientes mais baixa que
para a multiplicacion (Viéitez e Viéitez, 1983; Volkaeit al, 1990), e utilizando
auxinas como indutores do enraizamento. No segundo caso, as microestacas
introducense directamente nun substrato utilizado en propagacion (turba, perlita, area,
mesturas), mantendo unha alta humidade relativa e utilizando tamén auxinas. E bastante
frecuente que haxa unha porcentaxe de microestacas que non produzan raices,
fendmeno que é mais acusado en certas especies recalcitrantes, coma o carballo e o
castifieiro. Este € un problema fundamental da micropropagacion destas especies, xa

gue esta fase é crucial para poder chegar a dispor de plantas completas.

4 - Fase de aclimatacion: as microestacas que desenvolven raices (vitroplantas)
pasan & fase de aclimatacién, que consiste no acondicionamento gradual das
vitroplantas &s condicions exteriores. Isto faise, normalmente, introducindo as
vitroplantas en bandexas de cultivo cun substrato semiesteéril (turba, perlita, vermiculita,
cortiza de pifieiro ou mesturas) e colocandoas en condicions ambientais controladas,
iniciando o proceso con altos niveis de humidade ambiental, os cales se van reducindo
progresivamente ata chegar as condiciéns propias do ambiente natural. Unha vez remata
esta fase, obtéfiense plantas completas e independentes, xenotipicamente idénticas a

aquelas das que se recolleu o material de partida.
2.2.4 - Factores que afectan 6 éxito da micropropagacion

A micropropagacion vese influida por mudiltiples factores (Mantell, 1985;
Debergh, 1988; Benson, 2000), entre os que destacan o estado fisioloxico da planta nai,
o0 medio e as condicions fisicas de cultivo, o estrés fisioloxico da jewiteo, a idade

da planta e, por suposto, 0 xenotipo.

Non tbédalas especies arbéreas tefien a mesma facilidade para adaptarse a
micropropagacion; entre as consideradas doadas de propagar encontrase por exemplo 0s
xénerosBetula ePopulus mentres que os xénerQsiercuse Castanea se consideran de

dificil multiplicacion (McCown e McCown, 1987).
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7

Con respecto 6 medio de cultivo, existen diversas formulacibns empregadas
habitualmente no cultivon vitro, como os medios de Heller (1953), MS (Murashige e
Skoog, 1962), Lepoivre (Quoirin e Lepoivre, 1977), WPM (Woody Plant Medium)
(Lloyd e McCown, 1981) e GD (Gresshof e Doy, 1972). A estes medios engadeselles
frecuentemente un axente xelificante, unha fonte de carbono (xeralmente sacarosa),
vitaminas e reguladores do crecemento. Os medios mais comuns son semisolidos, pero
na actualidade estan tomando importancia os medios liquidos, utilizando sistemas de
inmersion temporal, onde 0s microbrotes non estan continuamente en contacto co medio
de cultivo, sendn temporalmente a intervalos regulares (Kim, 2010; &r@ath2010).

No entanto, esta técnica ten ainda escaso usQuencus robure Castaneasativa
(Troch et al, 2010; Mallén et aJ 2012).

Como xa se mencionou, un dos factores que mais inflle no éxito da
micropropagacion das arbores € a idade do material de partida. Este aspecto, que xoga

un papel central neste traballo, tratarase mais adiante de xeito detallado.

Os factores mencionados poden ser decisivos a hora de decidir comezar, ou non,
un programa de micropropagacion, xa que inflien de forma méis ou menos directa na
rendibilidade do mesmo. En certos casos, a micropropagacion comercial pode non ser
rendible, pero o gran desenvolvemento que experimentou nos ultimos anos convértea
nun metodo alternativo e complementario a propagacion tradicional de arbores, que
facilita enormemente a propagacion en masa de xenotipos seleccionados, como parte do
proceso dos programas de mellora xenética das especies cultivadas. Asi mesmao,
constitie unha ferramenta moi Gtil para establecer modelos de estudo sobre os factores
que afectan & propagacion vexetativa, e mesmo para estudos a nivel de investigacion

basica no campo da fisioloxia vexetal.
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2.2.5 - Cultivo in vitro no xénero Quercus

Os primeiros estudos de cultivio vitro en Quercusdatan dos anos cincuenta e
versan sobre a formacion e proliferacion de calo a partir de tecido cambial, sen

rexeneracion de organos completos (Jacquiot, 1952, 1956, 1973).

As primeiras referencias de organoxéneseitro describiron a aparicion de
estruturas anémalas organoideas no cultivo de calQadecus rubra (Seckinget al.,
1979). Lineberger (1980) relatou a presenza de estruturas nodulares no cultivo de calos
de Quercus palustrisSrivastana e Steinhauer (1982) obtiveron formacién de xemas,
raices e embrioides partindo de embriénfdercus lebaniPevalek-Kozlina e Jelaska
(1986) lograron o desenvolvemento e a elongacion de xemas adventicias a partir de
calos procedentes de brotes de plantas xuven{@uéecus robure Quercus petraea
Chalupa (1988) obtivo formacién de calo e diferenciacion de xemas adventicias
mediante adicién de TDZ (Tidiazuron) 6 medio de cultivo.

A embrioxénese somatica conseguiuse primordialmente sobre embridéns
cigoticos inmaturos (Sasaket al., 1988; Feraud-Kelleret al., 1989; Gingas e
Lineberger, 1989; Maataoet al., 1990; Chalupa, 1990; Evessal., 1996b; Mauri e
Manzanera, 2003). Non obstante, nestes estudos os resultados foron pouco satisfactorios
en canto & rexeneracion de plantas completas. Wilhelm (2000) conseguiu embrioxénese
somatica a partir de material adulto en algunhas especies do xénero QGeaiupa
(2000) promoveu a xerminacion e a conversion de embrions somaticQsedeus
robur a plantulas mediante tratamentos de desecamento. Por outra banda, He&handez
al. (2001), obtiveron embrioxénese somatica a partimagerial adulto deQuercus

suber.

Méis recentemente, conseguiuse a embrioxénese soméatica en material adulto de
Quercus robur(Toribio et al, 2004) con rexeneracién de plantas completas. Para iso,
cultivaronse follas en placas de Petri nun medio de MS (Murashige e Skoog, 1962), con
2,5 uM de 6-benciladenina (BA) e 20 uM de acido naftalén-acético (ANA), cultivando
explantos foliares en escuridade a 25 °C durante 42 dias, e logo transferindoos 6 mesmo
medio, reducindo a concentracion de BA e ANA a 0,5 uM e establecendo os cultivos
cun fotoperiodo de 16 h de luz (30-40 pmof s1) a 25 + 2 °C durante 30 dias. O
medio para a expresidon da embrioxénese tila a mesma composicion, pero sen

reguladores do crecemento. En todos os clons ensaiados a porcentaxe de embrioxénese
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somatica foi menor do 4 %. Porén, a embrioxénese secundaria permitiu obter resultados

positivos.

Con respecto & micropropagacion@eercus robuia partir de xemas axilares (é
dicir, a partir de meristemas xa existentes no explanto inicial), a bibliografia existente é
moi ampla. A continuacién citanse diversos estudos tomando como referencia os

resultados acadado nas diferentes fases da micropropagacion.
Introducion in vitro

No proceso de introducidn vitro son importantes as condiciéns de obtencion
do material de partida, xa que, por exemplo, se debe ter en conta que hai periodos
especificos durante o ciclo anual da arbore no que os tecidos mostran maior plasticidade
morfoxenética (Bonga e Von Aderkas, 1992). En castifieiro e carballo, os explantos
procedentes de material colleitado no inverno, almacenado uns meses en frio e
“forzado” en condicions controladas (Sanchez e Viéitez, 1991; Viéited, 1994)
presentan unha mellor reactividade, cando son introduaxdesro, que os explantos

tomados directamente da arbore en periodo de actividade vexetativa.

Otero (1999) comprobou que a disposicion horizontal sobre perlita de segmentos
de rama conservados en frio e posteriormente sometidos a forzado é mais aconsellable,
en canto a producion de explantos, que a colocacion en vertical. Se non hai
conservacion previa en frio, a disposicidon vertical da mellores resultados. Na fase de
establecemento, os explantos procedentes dos segmentos de rama postos a forzar en
posicion vertical achegan mellores resultados que os procedentes da disposicion

horizontal sobre perlita.

Por outra banda, Llamazares (2003) determinou, en material adu@loedeus
robur var. “Fastigiata”, que o inicio da actividade vexetativa parece un momento
axeitado para a obtencidon de material reaciiveitro, do mesmo xeito que noutras
especies (Pérez-Francé&s$ al, 2001; Thakur e Kanwar, 2008). Con respecto a
composicion do medio de cultivo utilizado na introducidrvitro, coOmpre destacar a
utilizacion dunha concentracion de citoquinina mais elevada que a utilizada na fase de
multiplicacién, normalmente nun rango de valores que oscilan entre 0,5 e I mg-L
(Chalupa 1981, 1984; Meier-Dinket al, 1993; Viéitez et aJ 1993).
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Fase de multiplicacién

A multiplicacion de nés e apices é ata hoxe o método méis utilizado nos estudos
de micropropagacién dguercus robuChalupa 1984, 1988, 1990, 1993, 2000; Viéitez
et al., 1985, 1994, 1997; Favre e Juncker, 1987; Saneiade 1988; Volkaeret al.,
1990; Pevalek-Kozlina, 1991; Meier-Dinkelt al, 1993; Juncker e Favre, 1994;
Ostrolucka e Bezo, 1994), asi coma@nsuber(Bellarosa 1989; Manzanera e Pardos,
1990), Q. acutissima (Ilde e Yamamoto, 1986; Satb al, 1987) ouQ. rubra
(Vengadesan e Pijut, 2009).

Na fase de multiplicacion xogan un papel decisivo o0s reguladores do
crecemento, en concreto as citoquininas, que empregadas as concentracions axeitadas
estimulan o crecemento e eliminan a dominancia apicaQugrcus roburensaiaronse
diversas citoquininas, como a kinetina (Chalupa 1984, 1988), o TDZ (Chalupa, 1988), a
zeatina (Juncker e Favre, 1994) e a BA, sendo esta ultima a mais utilizada e a que
mellores resultados proporciona. As veces usaronse combinadas con outros tipos de
reguladores do crecemento, como oz@&Astrolucka e Bezo, 1994), ANA (San Jeté
al., 1983) ou AIB (Pevalek-Kozlina e Jelaska, 1986) . Ainda asi, na micropropagacion
do carballo, a BA utilizada como unico regulador do crecemento achega resultados
satisfactorios, cunha concentracion 6ptima na fase de multiplicacion que varia entre 0,1
e 0,5 mg-[* (Taboa 1). Estas concentraciéns de BA foron utilizadas, asi mesmo, na
micropropagacion doutras especies do xéfmrercus(San-Josét al, 1990; Chalupa,

1993).

O tipo de medio de cultivo tamén foi estudado na micropropagaciQueleus
robur, sendo, de forma xeral, GD e WPM os que mellores resultados achegan (Taboa
1), ainda que os resultados dependen en gran medida do xenotipo. Outros medios,
empregados con menor frecuencia, foron MS (Chalupa, 1993), Heller (Saet &bse
1983; Viéitez et al 1993) ou Lepoivre (San José et 4b83).

Asi mesmo, na fase de multiplicacién téfiense estudado outros factores como a
fonte de carbono (sacarosa, glucosa ou frutosa) e a sta concentracion no medio de
cultivo (Gruselle e Nicaise, 1997), o tipo de agar (Pierik, 1997b; IglesiaseDialz
2000), a intensidade luminica (Iglesias-Déaal., 2000), e a temperatura (Puddepgtat
al., 1997), entre outros.
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Taboa 1. Estudos nos que foron utilizados os medios GD e/ou WPM con adicion de BA na

multiplicacionin vitro deQuercus roburindicase a concentracion de BA utilizada.

Referencia [BA] (mg-L™) Medio de cultivo
San José et al1983 0,1e0,2 GD
San-José et 11988 0,2 GD
Pevalek-Kozlina, 1991 0,2 GD
Viéitez et al, 1994 0,2 GD
Otero, 1999 0,2 GD
Meier-Dinkel et al 1993 0,2 GD e WPM
Evers et al 1993 0,5 WPM
Chalupa, 1993 0,2 WPM

Fase de enraizamento

No material adulto da especi@uercus robur, € habitual que a fase de
enraizamento sexa mais dificil de abordar con éxito, debido a que a porcentaxe de
microestacas que enraizan € normalmente baixa. Por este motivo, foron numerosos o0s

estudos que incidiron no estudo do enraizamento de microbrotes adultos de carballo.

En canto 0s reguladores do crecemento utilizados para inducir a formacion de
raices nas microestacas, 0s mais importantes son as auxinas. Utilizaronse diferentes
tipos de auxinas, como ANA, AlA e, especialmente, AIB (Taboa 2). A necesidade de
auxinas para conseguir rexeneracion radical eficaz non é constante 6 longo do proceso
de enraizamento adventicio, xa que despois da iniciacion da raiz, o desenvolvemento
dos primordios radicais require unha baixa concentracion destas (Pierik, 1990a). Os
métodos utilizados para achegar a hormona as microestacas no enraizamnérnto
son basicamente dous: (1) engadir a auxina no medio de cultivo, facendo xeralmente
unha transferencia das microestacas a medio sen hormona despois dun periodo variable
(normalmente entre 1-7 dias) ou (2) mergullar os brotes nunha solucion concentrada de
auxina antes da introducién nun medio de enraizamento sen reguladores do crecemento
(Taboa 2). O método mais econdmico adoita ser 0 segundo, Xa que non precisa
transferencia a un medio de cultivo diferente do inicial. Respecto 6 mais axeitado, os
resultados demostran que o éxito de cada método depende en gran parte do xenotipo
(Sanchezet al, 1996), ainda que as diferenzas entre ambos métodos non adoitan ser

moi elevadas. A concentracion de hormona utilizada e os tempos de exposicion a
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mesma foron variados, utilizandose as concentracions mais altas durante poucos
segundos, e, as mais baixas, durante varios dias. Os medios de cultivo para a expresion
do enraizamenti vitro adoitan levar unha concentracion de sales menor que para a

multiplicacion (Taboa 2).

Respecto 6 enraizamerd® vitro ouin vivo (Chalupa, 1993; Meier-Dinkeit al,
1993), a hormona proporcionase mergullando as microestacas nunha disolucién
concentrada, do mesmo xeito que no enraizamento in vitro, ou nunha mestura en po da

auxina con outras substancias, xeralmente talco.

Pierik et al. (1997a) analizaron a capacidade de enraizamento de material adulto
e xuvenil deQuercus robur‘Fastigiata”, concluindo que o subcultivo prolongado de
brotes adultos non modifica a sta capacidade de enraizamento e que este sO se produce
se no medio estan presentes azucre, auxina e macronutrientes. Otero (1999) observou, 6
igual que outros autores (Pierik 1997a), que o enraizamento é maior no material xuvenil
que no adulto, con grandes diferenzas en funcion do xenotipo. Este punto tratarase polo

miudo mais adiante.

A parte dos reguladores do crecemento, hai estudos sobre o efecto doutros
factores no enraizamento. Viéiter al. (1994) citan a necesidade dun periodo inicial
mais ou menos prolongado de escuridade durante a inducion 6 enraizamento. Noutros
estudos (Llamazares, 2003), o periodo de escuridade inicial favorece o enraizamento

unicamente cando as concentraciéns de AIB son baixas (0,2 my-mL

A adicion de carbén activo 6 medio de enraizamento tameén foi estudada,
obténdose melloras no enraizamento (Volkaartal.,1990). Sancheet al. (1996)
combinaron o emprego de auxina (AIB) coa presenza de carbdn activo no enraizamento
de microbrotes d€uercus robure Quercus rubra, concluindo que o carbén activo
melloraba as porcentaxes de enraizamento en varios dos clons estudados, e a calidade

dos brotes, e do sistema radicular, en todos eles.

Outros parametros estudados no enraizamento foron, entre outros, a adicion de
poliaminas (Soto, 2003), a fonte de carbono (Simpson e Marks, 1995; Llamazares,
2003) ou o tipo de axente xelificante (Simon-Pérez.e18D7).
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Taboa 2. Condicidns de enraizamento utilizadas en diversos estudos de micropropagaQidercles

robur (MC: hormona engadida 6 medio de cultivo; IB: inmersién basal en disolucién concentrada).

Concentraciéon e

. Tipo de Exposicion Medio de
Referencia . tempo de e
hormona a hormona S expresion
exposicion
Chalupa 1981, AIB 0,3mg-L"
MC .
1984 ANA 0,1 mg-L
VO'kiggoet A AlBe ANA MC 004-4mg-!  1/2WPM
Otero, 1999 AlB MC 3mg-t
Puddephat et 1 .
al.. 1999 AIB MC 1 mg-L" -7 dias
MC 3mg-L*- 7 dias
Sanchez et 3| AIB MC 25mg-I-1dia  1/3GD
1996
1B 1g-L*-30s
San-Jose et al 4
1988 AIB IB 1g-L"-120s 1/2 GD
San José et al 0,5 g-L* - 10 mim
AlB B .
1983 1 g-L*- 2 min
Pevalek-
Kozlina, 1991 R 9 1/2GD
Llamazares, 1
2003 AlB 1B 1g-L'-30s

Fase de aclimatacion

Con respecto & fase de aclimatacion, os factores que mais inflien son as
condicidons ambientais &s que se someten as microestacas ou microbrotes e o substrato

no que se introducen.

Volkaert et al (1990) aclimataron microbrotes de carballo en vermiculita,
humedecida cunha disolucion mineral e manténdoos nun invernadoiro con temperaturas
entre 20 e 30 °C, cun fotoperiodo natural, unha humidade relativa do 80 % e regando
unha vez & semana con auga desionizada. Asi, conseguiron unha supervivencia dun 90
%, acadando as plantas 6s 2 meses unha lonxitude de 10-15 cm. Altos niveles de

supervivencia tamén foron conseguidos por Chalupa (1988) ¢ transplantar os
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7

microbrotes enraizados ¢ solo. Noutros casos, como na espaeereus rubra, a

supervivencia na aclimatacién non superou o 30 % (Vengadesan e Pijut, 2009).

Por outra banda, Sha Valli Khat al. (1999), para aclimatar brotes de carballo
enraizadodn vitro, transplantaronos a bandexas de plastico con vermiculita estéril e
saturada cunha disolucion de %2 MS. Tres semanas despois foron transplantadas de novo
a envases con substrato fertilizado e mantidas en invernadoiro. Analizando as
caracteristicas dos estomas e a perda de auga, concluiron que as plantas aclimatadas
tinan estomas en forma de elipse, mentres que nas follas dos brotes na fase de
multiplicacion in vitro a densidade de estomas era maior, con forma esférica e con
aberturas mais grandes. A forma esférica dos estomas esta relacionada cunha menor
funcionalidade, mentres que a elipsoide denota un funcionamento normal (Zatchani
al., 1997). En canto a perda de auga, as follas de cuitwvitro perdian un 88 % do seu
contido en 30 min 0 situalas en aire seco, mentres que as follas aclimatadas soamente
perdian un 14 % no mesmo intervalo de tempo. Resultados moi parecidos, en canto &
perda de auga, foron encontrados na espgeezcus subefRomano e Martins-Lougéo,

2003).

2.2.6 - Cultivo in vitro no xénero Castanea

Existen multitude de estudos de multiplicacidrvitro de castifieiro a partir de
xemas adventicias e/ou por embrioxénese somatica. Por exemplo, San José e Viéitez
(1984), conseguiron a formacion de xemas adventicias en seccions de epicotilo de
plantulas de castifieiro, mediante a adicion de BA 6 medio, obtendo os mellores
resultados co medio de Heller (1953) e os tratamentos con 2'rdg-BA soa ou en

combinacién con 0,01 mg“ide ANA ou AlB.

Co obxectivo de obter un protocolo de rexeneraciéon de plantas de castifieiro para
usar en enxefieria xenética, Mubh al. (1999) utilizaron seccions lonxitudinais de
entrends e segmentos de entrends de brotes cultivadesro. Para estimular a
formacion de brotes adventicios empregaron medio MS modificado, con BA e AlA,

obtendo brotes que enraizaron in vitro e foron funcionais unha vez transferidos 6 solo.

Giovannelli et al (2004) obtiveron brotes e raices adventicios a partir de

fragmentos de cotiledons @astanea sativa. A presenza ou ausencia de reguladores do
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crecemento non influiu significativamente na rexeneracion de raices, mentres que as

citoquininas estimularon a formacion de brotes.

En canto 6s estudos de embrioxénese somética no x@astanea,estes
fixéronse inicialmente a partir de embridéns cigoticos inmaturos (Metkkd., 1991;
Vieitez, 1995; Xinget al, 1999). Sauer e Wilhelm (2005) investigaron a iniciacion da
embrioxénese somética a partir de diferentes explantos xuvenis de castifieiro: ovarios,
ovulos e embridns cigoticos inmaturos, obtendo os mellores resultados nos embridns

cigoticos recollidos 5-10 semanas despois da antese.

Ballesteret al (2001) estudaron a inducion de embrioxénes€astanea sativa
a partir de tecidos procedentes de castafias, 1-10 semanas despois da antese, e a partir de
seccions de folla e de entrends. No primeiro caso, comparando os resultados a partir de
diferentes explantos, a porcentaxe de embriéns somaticos conseguidos foi de 5,1 % para
0s ovarios, 3 % para 0s Ovulos e 27 % para os embridns cigéticos. As follas e entrends,
procedentes de brotes dun clon xuvenil cultivado in vitro, cultivaronse en medio MS
con diferentes concentracions de BA en combinacion con AIA ou ANA. Despois de 6
semanas, transferironse 6 mesmo medio con 0,1 BALe 0,1 mg-[*! de ANA
durante 4 semanas. Os resultados mostraron unha baixa ocorrencia de embrioxénese
(0,5 %), que se consegue con 1 mgde BA e 1 mg-1* de ANA no medio inicial.
Unha vez formados os embrions, estes son subcultivados en medio MS, coa metade da
concentracién de macronutrientes, e con 0,1 fhgié BA e 0,1 mg-t de ANA,

obténdose novos embridns por embrioxénese secundaria.

Por outra banda, Corredoira (2002) demostrou que a inducion de embridéns
somaticos é posible a través de material clonal cultivado in vitro. Estableceu lifias
embrioxénicas a partir de explantos procedentes de follas de brotes cultivaidias
usando medio MS con 1 mg*lde BA e 1 mg-I* de ANA. Posteriormente (Corredoira
et al, 2003), estudouse a embrioxénese secundaria a partir dos embrions somaticos
iniciais, con respecto a fase de maduracidén e xerminacion. Neste estudo optimizouse o
medio de maduracion engadindo un 3 % de maltosa, e determinouse que a conversion a

plantulas soamente ten lugar nos embriéns sometidos a un tratamento en frio.

Con respecto a multiplicaciom vitro de nds e apices a partir de xemas

preexistentes de€Castanea sativa, existen igualmente na bibliografia multitude de
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estudos, que se comentan tomando como referencia os resultados acadados nas

diferentes fases da micropropagacion.
Introducién in vitro

Respecto & época de colleita do material vexetal de castifieiro do que se tomaran
explantos para introducin vitro, debe terse en conta que o material colleitado no
inverno produce maior exudacion de taninos que se € colleitado na primavera ou veran
(Biondi et al, 1981), os cales poden afectar negativamente 6 desenvolvemento dos
explantos. Mert e Soylu (2009) utilizaron apices de xemas en repouso como fonte de
explantos para iniciar a fase de multiplicacion en tres clons de castifieiro, conseguindo
asi ampliar a época de dispoiibilidade de material fronte 6 método convencional, onde

se adoita utilizar brotes na época de crecemento vexetativo.

En canto 0 proceso de desinfeccion previo ¢ establecementotro, o
tratamento con lixivia € mais efectivo que con auga osixenada, € o grao de
contaminacion depende do estado vexetativo da planta nai e da localizacion e tipo de
explanto inicial (Ferradoet al, 2005). Os microorganismos endéxenos mais habituais
pertencen 0s xénerd@acillus e Pseudomona¥iéitez et al (2007) aconsellan utilizar
brotes procedentes de forzado de segmentos de rama, en cadmara de cultivo, para reducir

a porcentaxe de contaminacion no establecemento in vitro.

Os medios de cultivo mais empregados para o establecemertito foron MS
(Viéitez e Vieéitez, 1980; Mullins, 1987) e GD (Sanchez e Viéitez, 1991, Viéitet,
2007), principalmente. Con respecto as hormonas, a BA € a que mellores resultados
proporciona, en concentraciéns que varfan entre 0,5 e I'nigiditez e Viéitez, 1980;
Sanchez e Viéitez, 1991; Viéitez et, &007).

Fase de multiplicacién

Na fase de multiplicacion, coma no caso do carballo, a hormona mais empregada
en cultivo in vitro de nés e 4pices é a BA; en combinacion con outros reguladores, como
ANA (Viéitez e Vieitez, 1983) ou AIB (Chevret al, 1983), ou como Unico regulador
do crecemento, resultou ser mais efectiva que outras citoquininas (€saér005).

Os medios de cultivo mais empregados son GD e MS. Na Taboa 3 detallanse os medios
de cultivo e a concentraciéon de BA que achegaron os mellores resultados en diversos
estudos de micropropagacion de castifieiro.
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Taboa 3.Medios e concentraciéns de BA empregados en diversos estudos de multiplicadidnde

nés e apices déastanea sativa

Referencia [BA] (mg-L™) Medio de cultivo
Viéitez e Viéitez, 1980 0,1 MS
Viéitez e Viéitez, 1983 0,1-0,5 MS, Heller, Lepoivre
Chevre et al 1983 1 MS
Sanchez e Viéitez, 1991 0,2 GD
Goncalves et al 1998 0,2 GD
Miranda-Fontaifia e
Fernandez-L6pez, 2001 02 b
Osterc et al 2005 1 MS-1/2NG;
Viéitez et al, 2007 0,1-0,2 GD

O medio GD foi un dos mais usados na multiplicagiwitro do castifieiro, e é
o medio de referencia nos protocolos actuais de micropropagaciéGasieamea sativa
(Viéitez et al, 2007), onde se aconsella utilizar xunto coa adicién de 0,1-0,2'ndg- L
BA. No noso laboratorio téfiense obtido mellores resultados utilizando medio WPM que
con GD, como sucede, por exemplo,@&ndentata (Xinget al, 1997; Guocheet al,
2009). No tocante & concentracion de BA, a nosa experiencia di que, globalmente, 0,1
mg-mL* achega mellores resultados que 0,2 mg:mLBA a doses baixas tamén deu
bos resultados en hibridos c@uastanea crenata (Viéiteet al, 1983; Sanchez e
Viéitez, 1991; Ballesteet al, 2001), ou noutras especies do mesmo xénero, €bma
mollissima (Qi-Guanget al, 1986). No entanto, coma noutros aspectos da
micropropagacion, a resposta a un ou outro medio de cultivo ou concentracion
hormonal depende en gran medida do xenotipo (Chauvin e Salesses, 1988; Miranda-

Fontaifia e Ferndndez-L6pez, 2001).

Outros aspectos, que tamén foron estudados na fase de multiplicacion do
castifieiro, foron o tratamento con antioxidantes para reducir o exudado de taninos 6
medio por parte dos brotes (Cheeteal, 1983), a concentracion de nitréxeno no medio
(Piagnani e Eccher, 1988), o tipo de fonte de carbono (Ballestar, 2001) ou a

orientacion do explanto no medio de cultivo (Sanchez £1997).
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Fase de enraizamento

Do mesmo xeito que o carballo, o castifieiro considérase unha especie dificil de
enraizar no estado adulto, o que condiciona moito o éxito da micropropagacion. Foron
moitos os estudos enfocados a solucionar o problema do enraizameitto, cuxos

resultados mais significativos se mencionan a continuacion.

No tocante 6 medio de cultivo e 6s reguladores do crecemento empregados na
fase de enraizamento, na bibliografia atbpanse numerosas referencias, que inclien como
factor determinante do éxito desta fase, do mesmo xeito que no carballo, a presenza dun

estimulo auxinico, normalmente o AIB (Taboa 4).

Noutras especies dgastanea, as condiciéns de enraizamento foron semellantes
as detalladas na Taboa 4. Por exemplo, Viégeal (1983), para enraizar brotes
cultivadosin vitro de hibridos d€astanea sativa x C.crenata, mergullaron a base dos
brotes en disoluciéns de AIB a unha concentracién de 0;5eiLg- [* durante 15 min
e 2 min respectivamente. Neste mesmo hibrido, Gongatvals (1998) mergullaron a
base dos brotes nunha disolucién de 1'gde AIB durante 1 min, ou mantiveron as

microestacas 5 dias nun medio con 3 rifgdé AIB.

O enraizamento de microestacas @astanea mollissima conseguiuse
mergullando a base das mesmas, durante 1 s, en disoluciéns de 2 &d2 AIB,
obtendo os mellores resultados coa concentracion mais elevada (Qi<baant986).

Na especieCastanea dentata (Marsh.) Borkh., o enraizamento levouse a cabo
mergullando a base das microestacas en disoluciéns de AIB (2 oi})3grante 1 min

e transferindoas a medio MS coa metade de concentracidon de macronutrientes (Xing
al., 1997).

Outros factores estudados no enraizamento de microestacas de castifieiro foron,
por exemplo, a concentracion de sacarosa no medio de cultivo e a temperatura da
camara de cultivo (San José e Viéitiez, 1984), a adicion de carbdén activo 6 medio para
evitar a necrose apical das microestacas (Viedieal, 1989) e a influencia das

micorrizas na supervivencia de microestacas (Martins,e1396, 1997), entre outros.

28



Introducién

Téboa 4. Condiciéns de enraizamento utilizadas en diversos estudos de micropropagaCasiatea

sativa(MC: hormona engadida 6 medio de cultivo; IB: inmersion basal en disoluciéon concentrada).

Concentraciéon e

. Tipo de Exposicion Medio de
Referencia . tempo de .,
hormona a hormona " expresion
exposicion
Chevre et al AIB MC 1mg-L*
1983 1B 1g-L*-20s MS
Vieitez e AIB e ANA MC 3mg-L'-12dias 1/2 MS (1/2
Viéitez, 1983 1B 1g-L*- 2 min NOs)
San José e AlB MC 2 mg-L*- 6 dias 1/2 MS (1/2
Viéitez, 1984 1B 1g-L*-2min NO3)
Sanchez e AIB B 1g-L*-05-3min  1/3GD
Viéitez, 1991
Viéitez et al, AIB MC 3mg-L*- 5-7 dias
2007 MC 25 mg-L*- 1 dia
1B 1g-L*- 1-2 min

Fase de aclimatacion

No que atinxe a fase de aclimatacion, Viéiwzal (2007) indican que a
porcentaxe de supervivencia das microestacas de castifieiro € maior se 0 enraizamento
ten lugar directamente no substrato de aclimatacién que se terinugao. Isto foi
comprobado previamente por Goncaleesal (1998) na aclimataciéon de microestacas

de hibridos de Castanea sativa x C. crenata.

Respecto 6 protocolo aconsellado por Viéigzal. (2007), unha vez que os

brotes son mergullados en hormona, trasladanse a bandexas de poliestireno, colocando
100 brotes por bandexa, cunha mestura 1:2 de cortiza de pifieiro e perlita tratada con
solucion funxicida. As bandexas tapanse cun film de polietileno transparente e déixanse
nunha camara de cultivo durante 2 meses, onde se regan dldas veces a semana, unha con
solucion funxicida e outra con auga. Posteriormente, sacanselles as tapas e lévanse 6
invernadoiro durante 1 mes, utilizando un sistema de nebulizaciéon para manter un 90 %
de humidade relativa. Finalmente, as plantas enraizadas trasladanse a envases
individuais cunha mestura 1:2:1 de cortiza de pifieiro, perlita e turba suplementada con

Osmocote ®, e sométense a unha humidade relativa progresivamente mais baixa.
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Outros factores estudados na aclimatacion de hibrid@ad&nea sativa x C.
crenata foron a influencia da intensidade luminica (Goncadved., 2000; Carvalho e
Amancio, 2002) e da concentracion de,{Ballesteret al, 2001; Carvalho e Amancio,

2002), obtendo os mellores resultados coas intensidades de luz mais elevadas (300 vs

150 pmol- mi% s%) e concentraciéns de G@nais altas (700 vs 350 ppm).
2.2.7 - A maduracion e a sua influencia na micropropagacion
2.2.7.1 - Maduracion e propagacion vexetativa nas arbores

Como xa se comentou anteriormente, un dos factores que mais inflien sobre a
capacidade de multiplicacién dun material vexetal € o seu grao de xuvenilidade ou
madurez, e estes relacibnanse directamente co proceso de maduracion ou cambio de

fase.

No desenvolvemento de todalas especies lefiosas hai un periodo no que a
floracion non é posible de forma natural, cofiecéndose dito periodo como fase xuvenil.
A suUa duracion é variable, oscilando dende unhas semanas nas plantas herbaceas ata
varios anos nas lefiosas. Unha vez que se acada a capacidade de florecer e se mantén
baixo condiciéns naturais, considérase que a planta entrou na fase adulta. O paso dunha

a outra fase denominase cambio de fase ou maduracion (Hackett e Murray, 1996).

A maduracion pode definirse, globalmente, como un proceso de
desenvolvemento que inclie cambios en caracteristicas morfoloxicas e fisioloxicas que
conducen O estado reprodutivo. Unha vez que se acada o estado adulto, este é
relativamente estable, xa que normalmente non ten lugar a reversion 6 estado xuvenil.
No entanto, dita reversion producese de forma natural durante a reproducion sexual e
apomictica. Ademais, pode ser inducida por medio de certos tratamentos que conlevan a

formacién de brotes adventicios e de embriéns soméaticos.

Mentres que a propagacion vexetativa do material xuvenil se leva a cabo
facilmente empregando métodos tradicionais (Hackett, 1976; Mantell, 1985), o
envellecemento fisiol6xico que conduce 6 estado adulto afecta negativamente a este tipo
de propagacion (Hackett, 1985; Bonga e Von Aderkas, 1992; Hetmd, 1995;

Ewald, 1999). Non obstante, as plantas nai para propagacion vexetativa son a miudo

arbores adultas, porque é nesta fase, normalmente, cando se poden seleccionar por
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aguelas caracteristicas que as fan interesantes para ser clonadas, e que demostraron no

campo durante un tempo suficiente (Bonga e Von Aderkas, 1992).

Numerosos autores demostran nos seus estudos o diferente comportamento
vitro do material xuvenil e adulto gpuercus robul. (Chalupa, 1981, 1984; Viéite#
al., 1985; San-Josét al., 1985, 1988; Favre e Juncker, 1987; Juncker e Favre, 1989;
Everset al., 1996a; Appelgren e Vintland, 1997; Appelgren, 1997; Petrék., 1997a;
Pierik et al., 1997b) eCastanea sativa Mill. (Biondet al,1981; Chevreet al, 1983;
Mullins, 1987; Sanchez e Viéitez, 1991; Ballegteal, 1999), sendo sempre o material

adulto mais dificil de propagar que o xuvenil.

Durante o cambio de fase, ademais da transicion cara 0 estado reprodutivo, tefien
lugar cambios progresivos noutros atributos, como modificacions nas cuticulas foliares,
na cortiza, na forma e grosor das follas, na presenza ou non de espifias, na orientacion
dos brotes, na pigmentacion do caule, no tamafio dos apices, na resistencia a
enfermidades, na velocidade de crecemento ou na capacidade de formacion de xemas e
raices adventicias (Hackett e Murray, 1993). En ocasions, alguns destes atributos, coma
o angulo de insercién dos brotes ou algunhas caracteristicas biométricas do caule, poden
servir de marcadores morfoloxicos da xuvenilidade, como amosan algins estudos

(McGowran et al., 1998) en Quercus rol@Quercus petraea.

Os problemas que presenta a propagacion vexetativa de material adulto
acentianse 0O traballar con material seleccionado para o eido forestal, xa que a
diminucion no vigor de crecemento que acompafia & maduracién € un factor negativo

que incide directamente na producién de madeira (Bonga, 1982).
2.2.7.2 - Fundamentos do cambio de fase

O meristema apical e a rexidbn meristeméatica subapical do apice dun caule, asi
coma os puntos de insercion das follas, son os lugares onde se orixinan as diferentes
vias de diferenciacion celular, de tecidos e érganos. Este feito leva a conclusién de que
estas partes da planta estan relacionadas coas diferenzas en caracteristicas fisioloxicas,
anatdmicas e morfoloxicas que acompafan a maduracion (Hackett e Murray, 1996).
Pénsase que a xuvenilidade é un estado que existe nos meristemas (Thomas, 2002), e a
través dunha serie de pasos avanza a un estado relativamente estable caracteristico do
meristema adulto (Pierik, 1990b).
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7

Para explicar a estabilidade que acompafia & adquisicibn do estado adulto,

propuxéronse as seguintes hipéteses (Wareing e Frydman, 1976):

- Hipotese celular: as variacions entre o estado xuvenil e adulto débense a
diferenzas intrinsecas entre as células meristematicas dos apices xuvenis e

adultos.

- Hipétese estrutural e de organizacion: as propiedades estables dos
meristemas débense & estrutura e organizacion do apice caulinar coma un

todo.

- Hipdtese correlativa: a estrutura e propiedades do meristema apical estan
controladas por influencias de tecidos diferenciados preexistentes e

localizados en zonas mais ou menos remotas da planta.

Os datos experimentais non exclien ningunha das tres, polo que é moi factible
que o proceso de maduracion se desenvolva nos tres niveis, e mesmo que 0 peso

relativo de cada un deles sexa diferente segundo a especie considerada (Hackett, 1985).
2.2.7.3 - Control do cambio de fase

En canto 6s factores que desencadean o cambio de fase, Haffief1991)
conclien que son as hormonas vexetais as que controlan a maduracién, e que os ratios
entre elas son mais importantes que a stia concentracion absoluta. O feito de gue o GA
esoxeno poida causar reversion a un estado xuvenil de plartteside helixadultas
(Robbins, 1957) conduciu a hipotese de que esta hormona era importante no proceso de
maduracién. Outros experimentos concluian que as xiberelinas poderian ser as
responsables do proceso de maduracion (Pharis e King, 1985), xa que promovian a
floracion. No entanto, se o contido de xiberelinas inflie na maduracion, deberia haber
un mecanismo que regulase as concentracions endodxenas destas substancias, e
probablemente doutras hormonas, ou a capacidade da planta para responder & sua

presenza.

Por outra banda, dende o punto de vista xenético, o paso 0 estado adulto
contémplase como unha acumulacion de cambios epixenéticos, que supofien a expresion
diferencial dalguns xenes, pero non necesariamente un cambio permanente na

constitucion do xenoma (Gdt al., 2003). O control da expresion diferencial de xenes
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nunha porcentaxe relativamente pequena de células da planta (neste caso as células
meristematicas) pode resultar nunha gran diferenza no fenotipo (Hackett e Murray,
1996).

Os cambios na expresion xénica que tefien lugar durante o crecemento e
conducen 6 estado adulto ainda non se cofiecen totalmente (Poethig, 2010). Unha das
hipoteses mais aceptadas en canto a modulacidon dos cambios epixenéticos que tefien
lugar no cambio de fase fai referencia & metilacion das cadeas de ADN a nivel da
citosina, o que impediria a transcricion dos xenes (Bolstad e Libby, 1982; Vanyushin e
Kirnos, 1988; Poethig, 1990; Fragaal, 2002b; Frag&t al, 2002c). Nos organismos
superiores, a medida que transcorre o desenvolvemento, o ADN experimenta un
aumento progresivo no grao de metilacion, o que provocaria a modificacion da
expresion xénica, responsable da variacion nos caracteres adquiridos coa maduracion
(Razin e Riggs, 1980). O incremento dos niveis de metilacion estd normalmente
asociado cun descenso da expresion xénica a nivel da transcricion (Razin e Szyf, 1984).
Diversos resultados mostran a activacion ou represion de xenes e a presenza de
proteinas diferenciais segundo o estado ontoxenético do material (Bon, 1988;eHuang
al., 1995; Gil et al, 2003; Huanget al, 2003a). Este proceso cofiécese como

plasticidade fenaotipica, xa que afecta a expresion do ADN, pero non & siia composicion.

Por outra banda, segundo Arnholdt-Schreittal (1995), a diferenciacion e
dediferenciacion celular, asi como a divisién, estan acompafiadas por procesos de

metilacién e demetilacion do ADN en tecidos especificos.

Paralelamente 6 fenomeno da metilacién, os estudos xenéticos mais recentes
parecen indicar que certos microRNAs tefien un papel fundamental no cambio de fase
(Wu e Poethig, 2006; Poethig, 2010; Waat@l, 2011; Yanget al, 2011), a través dun
mecanismo coflecido como ‘silenciamento xénico’. Este mecanismo permitiria que a

maquinaria celular impedise a expresion dun xene que deberia estar activo.

A expresion xénica pode regularse tanto a nivel transcricional como post-
transcricional. No primeiro caso, o silenciamento producese a nivel das histonas, e no
segundo, a través da degradacion dun determinado ARN mensaxeiro (ARNm). A
destrucion deste ARNm impide a sta normal traducidbn e como consecuencia non se
sintetiza a proteina correspondente. Dise que esta degradacion é especifica de secuencia,

xa que soamente degrada moléculas de ARNm que contefian unha secuencia en
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particular. E un proceso dirixido inicialmente por precursores de ARN de dobre cadea,
gue rapidamente se transforman en pequenas moléculas de ARN de 21-28 nucle6tidos
de lonxitude (Meister e Tuschl, 2004), cofiecéndose como ARN de interferencia
(ARNI).

Unha das caracteristicas que define o proceso de silenciamento a través de ARN
€ que pode actuar en zonas distantes a aquela onde ten lugar a sintese do mesmo. O
sinal de silenciamento xénico parece moverse dunha célula a outra a través dos
plasmodesmos e 6 longo da planta polo floema (Kehr e Buhtz, 2008). Estudos recentes
suxiren que o transporte de ARN a través do floema non é un proceso raro, senon
bastante frecuente nas plantas superiores (Letad, 2001; Yooet al, 2004). O
floema parece ser unha ruta de transporte ideal para o ARN, debido a que, a diferenza
doutros tecidos, no zume do floema non se detectou actividade RNasa €ébadaki
1998; Doering-Saa@t al, 2002). O movemento a longa distancia de moléculas de

ARNmM pode estar relacionado cun sinal auxinico (Omid.e2@07).

O sinal pode moverse bidireccionalmente, pero de forma mais eficiente en
sentido acropétalo que basipétalo (Voinaetal, 1998; Sonoda e Nishiguchi, 2000).
Parece gue o silenciamento de xenes non se produce nas zonas meristematicas, pero non
se demostrou se é que o sinal non pode acceder 0s tecidos meristematicos ou se dito

tecido é capaz de facerse insensible 6 sinal.
2.2.7.4 - Partes “xuvenis” en plantas adultas

Moitas arbores conservan un gradiente de xuvenilidade cara a base do tronco. O
grao de xuvenilidade dun meristema apical dependeria da sua distancia a base do tronco
e, consecuentemente, as raices. Asi, 0os brotes das ramas periféricas dunha arbore, que
son 0S mais xuvenis cronoloxicamente, serian os mais adultos dende o punto de vista
ontoxenético (Bonga, 1982; Hackett, 1987; Franclet e Boulay, 1989), mentres que as
partes basais e inferiores reterian caracteristicas mais xuvenis (Ball, 1978; Bonga e Von
Aderkas, 1992).

Baseandose neste gradiente de xuvenilidade, terian caracter xuvenil os rebentos
basais (producidos pola arbore de forma natural), os rebentos de cepa (como resultado

da corta da arbore), os rebentos de raiz, os brotes epicormicos e os esferoblastos. No
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diagrama da Figura 5 represéntase graficamente o gradiente de xuvenilidade dunha
frondosa.

_E_silir'_nblastn

Poda severa
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Figura 5. Diagrama dos gradientes de xuvenilidade en frondosas (Bonga, 1992). A densidade da trama

indica o grao de xuvenilidade. Brotes epicérmicos, rebrotes de raiz, esferoblastos, rebrotes de cepa e
arbores sometidas a podas severas son xuvenis. Na zona xuvenil, nétese o tronco simple, a retencion de
follas preto do tronco en inverno e as ramas formando angulos obtusos. Na zona madura, notese a

bifurcacién do tronco e as ramas formando angulos agudos.

Sanchez e Viéitez (1991) demostraron que, en castifieiro, 0 material procedente
de renovos basais presenta unha elevada capacidade morfoxenética, que permite o
establecementi vitro de arbores adultas, exhibindo altas taxas de multiplicacion e
enraizamento, que se mantefien estables 6 longo de moitos anos de subcultivo.
Igualmente, numerosos autores que manexaron material aduueteus roburL.
utilizaron explantos obtidos a partir de renovos basais (Viéited., 1985; Favre e
Juncker, 1987), os cales presentaron unhas mellores porcentaxes de enraizamento que o
material da copa (Viéitez et al.,1997; Vidal et 2003).

Evers et al.,, (1996a) traballando con arbores de diversas idades, aplicaron
pretratamentos para o rexuvenecemento, que incluian podas moderadas ou intensas e a

obtencion de explantos a partir de brotes epicérmicos

Outra forma de obter material mais reactivo en arbores adultas, cando non se

dispon de brotes epicdérmicos e renovos basais, consiste en recoller segmentos de rama
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da parte inferior da copa, que se someten a un forzado en camara de crecemento, o cal
serve como método de rexuvenecemento antes da sta introducion in vitro (Viéitez et al.,
1994). Ainda asi, este material non sempre presenta un grao de xuvenilidade suficiente
como para permitir a sa propagacion vexetativa. En exemplares moi vellos de carballo
e castifieiro, explantos obtidos de material vexetal procedente das partes inferiores da
copa non se conseguiron establecer in vitro (Llamazares, 2003; Soto, 2003).

2.2.7.5 - Obtencion de material xuvenil a partir de plantas adultas: concepto de

rexuvenecemento. Técnicas de rexuvenecemento.

En especies recalcitrantes & propagacion vexetativa, coma o carballo e o
castifieiro, resulta moi habitual atopar dificultades cando se pretende multiplicar e
enraizarin vitro material adulto. O problema resolvese en parte micropropagando
arbores adultas a partir das zonas mais xuvenis da arbore dende o punto de vista
ontoxenético, ou aplicando técnicas de rexuvenecemento que melloren a risposta

vitro.

O rexuvenecemento seria a reversion 0 estado xuvenil. Os métodos de
rexuvenecemento perseguen devolver 6 material adulto, total ou parcialmente, as
caracteristicas xuvenis que perderon durante o cambio de fase, por exemplo, a
capacidade de enraizamento adventicio. Estes métodos poden agicaise ouin
vitro. En moitas ocasions obtéfiense mellores resultados aplicandose varios métodos
sucesivamente. Esta observacion é acorde coa idea de que a maduracion é un fendmeno

progresivo (Hackett, 1985).
Entre os métodos de rexuvenecemento destacan:

- O subcultivo continudn vitro (Favre e Juncker, 1987; Bonga e Von Aderkas
1992). Para levalo a cabo ten que ser posible establecer o materied.
Certos resultados suxiren que o rexuvenecemento expresaiio durante
a micropropagacion de plantas adultas pode desaparecer despois de que as
vitroplantas se volven a instalar en condiciées vitro, recuperando

rapidamente a sua madurez fisioloxica (Nas.e803).

- A poda intensa da planta nai (San Jesaél., 1985; Mantell, 1985; Eveed
al., 1996a).
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- O forzado de segmentos de rama (Viéaeal, 1994), previo & introducién

in vitro.

- A pulverizacién de citoquininas (Mantell, 1985; San Jetél., 1985),

especialmente nas partes do tronco que estan mais preto do chan.

- O enxerto ou o microenxerto de puas de arbores adultas sobre patrons
procedentes de semente. O proceso pode repetirse de forma ciclica (enxerto
en serie ou en cascada). Do uso do microenxerto como metodo de

rexuvenecemento falarase amplamente mais adiante.

Todos estes métodos poden aumentar as posibilidades de establecerinultivos
vitro, mais presentan dificultades técnicas de diversa natureza. A poda intensa, por
exemplo, € un método parcialmente destrutivo, cuxos efectos poden ser negativos para a
planta nai; a pulverizacion con citoquininas € efectiva sé nalguns casos, e 0
microenxerto é unha técnica laboriosa, cuxo éxito depende dun bo nimero de factores

(Fraga et al 2002a).

Heybroek e Visser (1976) afirman que o verdadeiro rexuvenecemento € posible,
polo menos no que atinxe a certos atributos, como a capacidade de enraizamento. No
entanto, Pierik (1990b) sinala que o verdadeiro rexuvenecemento tan s6 se produce
como resultado da reproducion sexual ou da embrioxénese somatica, e que no resto dos
casos o que se da é un incremento de vigor (revigorizacion), que é tempot! §Nas

2003), e non sempre vai acompafiado dun rexuvenecemento verdadeiro e estable.

Hai caracteristicas da maduracién que parecen cambiar independentemente
unhas doutras (Poethig, 1990). Un incremento temporal do vigor de crecemento poderia
deberse a ser un cambio provocado por condicidons de cultivo puntuais, mais que un
verdadeiro rexuvenecemento. Debido a isto, non se poderia asumir que o
rexuvenecemento aparente dun solo atributo, como a capacidade de enraizamento, vai

acompafnado do rexuvenecemento asociado a outros (Greenwood, 1995).

Segundo Greenwood (1995), a expresidn das caracteristicas da madurez é
determinada polo ratio de células xuvenis e adultas no meristema apical. Se isto é asi, as
condicions que favorezan a multiplicacion das células xuvenis poderian desencadear un
proceso de rexuvenecemento. Isto seria comparable 6 efecto que poderia ter un patron

xuvenil sobre unha pua de material adulto. Von Aderkas e Bonga (2000) diferencian
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mecanismos de rexuvenecemento que inclien factores de estrés (coma 0 estrés
nutricional que sufre a pua nun enxerto) e factores non relacionados co estrés (coma o
pH ou a metilacion do ADN). Estes mesmos autores afirman que durante o
desenvolvemento dunha planta, o cambio de fase nos meristemas é virtualmente
irreversible, debido & interaccién de factores fisioléxicos coa expresion diferencial de

xenes, que fixan fortemente o proceso.
3 - O microenxerto
3.1 - Descricion xeral

En termos xerais, un enxerto consiste na union de duas plantas diferentes, unha
gue serve de patréon (achega o sistema radicular) e outra que serve de pua (achega a
parte aérea), mediante a conexion, a nivel do cambium, dos sistemas vasculares das

duas partes.

O cambium é tecido formado por unha capa de células que separa a cortiza da
madeira, e que se encontra en constante division no periodo vexetativo,
proporcionandolle & planta o crecemento en grosor. O pofier en contacto o cambium da
plua e do patrén, as células poden unirse e a estrutura a que da lugar esa fusion cofiécese
como calo de cicatrizacion. Hai casos de incompatibilidade, cando as células da pua e
do patron non se recofiecen, pero isto non adoita suceder cando se practica o enxerto

con puas e patrons da mesma especie.

Considerado como un enxerto a pequena escala, o microenxerto consiste na
realizaciéon dun enxerto de puas de moi pequeno tamafio, como meristemas, apices ou

brotes apicais, sobre plantulas establecidas in vivo ou in vitro, que se usan como patron.

A técnica do microenxerto pédese usar como método de multiplicacion de
plantas (Monteuuis, 1995a; Palmfal, 1997; Cortizcet al, 2004; Onayet al, 2004;
Sanjayaet al, 2006; Farahanet al, 2011; Naveet al, 2011), pero 0 seu uso mais
importante en condicions de laboratorio relacionase con outros campos. Un deles é, sen
dubida, a obtencién de plantas libres de enfermidades, principalmente aquelas
provocadas por virus (Navarro, 1988; Bonga e Von Aderkas, 1992etNalz 2007).
Limasset e Cornuet (1949) observaron que plantas de tabaco infectadas con TMV (virus
do mosaico do tabaco) posuian, na parte aérea, un gradiente de concentracion

descendente de virus en direccion acropétala, sendo esta concentracion, na maioria dos
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casos, nula no &pice. Estes cofilecementos foron tomados como base para obter plantas
libres de virus a través do microenxerto de meristamagtro, descrito por primeira

vez por Murashigeet al (1972). Desta forma, foron saneados principalmente arbores
frutais, como citricos (Navarret al, 1975; Starrantino e Caruso, 1988; Tesal,

1988; Vilelaet al, 1993; Singtet al, 2008), especies do xéndPaunus(Deogratiaset

al., 1986; Deogratiast al, 1989; Barbat al, 1995),Passiflora eduligMonteiroet al,

2008), ou plantas herbaceas, como CapsipiniKatoh et aj 2004).

No caso de material xenético de elevado valor, como as plantas transxénicas, o
microenxerto pode ser usado para proporcionarlle un sistema radicular eficiente a
aqueles brotes que non enraizanorvitro (Luo e Gould, 1999), xa que, neste tipo de

material, un enraizamento adventicio deficiente representa unha alta perda de eficiencia.

Asi mesmo, o microenxerto utilizase como método de indexado para detectar
viroses en material vexetal (por exemplo en vide; Pathirana e McKenzie, 2005), ou para
inocular bacterias co obxectivo de ensaiar material resistente (p. é4ales sp.;
Bisogninet al, 2007).

Como se indicou, o microenxerto foi ensaiado en moitos casos como método de
rexuvenecemento de material adulto, sendo este un dos aspectos tratados neste traballo.
Dito uso describese polo mitdo no apartado 3.3.

3.2 - Factores que afectan 6 prendemento dos microenxertos

O éxito na realizacion do microenxerto depende primordialmente da especie e
xenotipo utilizados, e da compatibilidade entre pua e patron. Outros factores,
mencionados na literatura son, entre outros, o tipo de enxerto, o tamafio da pua e o

estado ontoxenético da mesma.

Entre os tipos de enxerto, o de fendedura € o mais empregado e o0 que achega os
mellores resultados e@Rarcinia mangostana (Te-chaad al, 1992),Larix sp. (Ewald,
1997),Malus domestica (Dobranszkt al, 2000),Pinus radiata(Fragaet al, 2002a),
Pistachia vera (Onagt al, 2004),Ziziphus mauritiana vaiGola (Danthuet al, 2004),

Persea americana (Raharjo e Litz, 200&arcinia indica (Chabukswar e Deodhar,
2006) eProtea cynaroidegWu et al, 2007). Tameén tivo éxito o enxerto lateral en

Pseudotsuga menzies{iMonteuuis, 1995a),Anacardium occidentale(Mneney e
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Mantell, 2001),Persea americana (Raharjo e Litz, 2005pPminus dulcis(Yuddirum et
al., 2010).

Respecto da posicion da pua (sobre o epicotilo ou sobre o hipocotilo), nun
estudo realizado sobre anacardo (Mneney e Mantell, 2001), ainda que a porcentaxe de
prendemento non varia, os enxertos realizados sobre o hipocotilo medraron con mais

vigor que os realizados sobre o epicotilo.

En xeral, canto maior é o tamafio da pua (dentro dun rango que varia
normalmente de 0 a 15 mm) a porcentaxe de éxito aumenta (Pierik, 1990b). Nun estudo
feito en plantas de algodén (Luo e Gould, 1999), pasouse dunha porcentaxe de
prendemento dun 40 %, con puas de 1-2 mm, a un 95 %, con puas de 8-10 mm.
Segundo Thimmappaiaét al (2002), a porcentaxe de prendementoAeacardium
occidentalevaria dende un 0,5 % con puas de 0-5 mm ata un 79,5 %, con puas de 6-15
mm. Onayet al (2004), traballando coRistachia vera determinan o tamafo Optimo
entre 4-6 mm, diminuindo notablemente a porcentaxe de éxito cando a pua € maior de
10 mm. Nun estudo feito en castifieiro (Fernandez-Lorenzo e Fernandez-Lopez, 2005)
empregaronse puas de 15-20 mm constituidas por brotes apicais de dous clons adultos
cultivadosin vitro, obténdose unha porcentaxe de prendemento en torno 6 80 %. Amiri
(2006) obtivo, na especiérunus avium, os mellores resultados de prendemento con

puas de 6-15 mm, fronte a outras de 3-6 mm.

Con respecto 6 grao de maduracién do material, en certos casos, a porcentaxe de
enxertos que prenden € maior canto mais xuvenil € o material que se enxerta, 0 que se
comprobou erPrunus aviume Prunus persica (Deogratiat al, 1986). Probablemente
por iso, cando se pretende levar a cabo un programa de enxerto en cascada, o éxito do
enxerto adoita aumentar despois do primeiro paso (Siniscalco e Pavolettoni, 1988;
Fragaet al., 2002a). No entanto, noutras casos isto non sucede, por exenhaloxen
laricina (Greenwood et al 1989) ou en Faidherbia albida (Danthu et 2002).

Outro dos factores que inflie no prendemento é a rapidez durante a execucion
dos enxertos (Navarro, 1988). A maior rapidez, habera menores problemas asociados
coa oxidacion de compostos fendlicos, sendo este factor mais efectivo que a utilizacion

de antioxidantes.
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3.3 - O microenxerto como método de rexuvenecemento
3.3.1 - Introducién

Sen dudbida, un aspecto importante do microenxerto, vinculado a
micropropagacionn vitro, é a sta posible utilidade como método de rexuvenecemento
de material adulto (Greenwood, 1987). A realizacion de un ou varios microenxertos de
material adulto sobre plantulas procedentes de semente parece provocar a recuperacion
das capacidades morfoxenéticas perdidas no proceso de maduracion (Champagnat,
1980; Bonga e Von Aderkas, 1992). Esta recuperacion pode evidenciarse de forma
sinxela no aumento da velocidade de crecemento dos explantos e, sobre todo, na

mellora da capacidade de enraizamento dos brotes.

Existen multiples exemplos dos posibles efectos de rexuvenecemento do
microenxerto en distintas especies. Nalguns casos o efecto € nulo (Sanchez, 1991),
noutros producese unha revigorizacion transitoria (Traretamal, 1991; Ewald e
Naujoks, 1997) e, nalgunha ocasion parece acadarse verdadeiro rexuvenecemento
(Huanget al, 1992a, 1992b). Isto pon de manifesto, sobre todo, a importancia do factor
especie no éxito da técnica. Nos casos nos que se produce rexuvenecemento, este adoita
ser gradual, observandose un comportamento mais xuvenil a medida que aumenta o

namero de enxertos en serie realizados (Huang et al., 1992a; Huand.@92b).
3.3.2 - Microenxertos in vitro vs Microenxertosn vivo

Os microenxertos pdédense realizar taimiovitro como in vivo. A efectos
comparativos, os microenxertwsvitro son mais dificiles de realizar que os realizados
in vivo, entre outros motivos, pola necesidade de traballar en condiciéns asépticas e con
puas de moi pequeno tamafo, que xeralmente esixen o uso dunha lupa binocular para a
sta realizacion. A maior dificultade de realizacion vese compensada pola vantaxe de
gue o material xa esta adaptado as condididngtro. Os microenxertof vivo son
mais faciles de realizar, xa que se usan puas de maior tamafio e non se precisa traballar
en condicions de asepsia. No entanto, cando se precisa realizar microenxertos en serie,
os ciclos de enxerto adoitan ser mais longos e, se a finalidade é a introdwdid, o
material necesita dun proceso previo de desinfeccion e establecémeiito, no que
se poden producir contaminacions, e require dun periodo mais ou menos prolongado de

estabilizacion in vitro. Neste senso, 0s microenxertos in vitro son mais vantaxosos.
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Respecto 6 efecto como técnica de rexuvenecemento, en funcion do uso de un
ou outro tipo de microenxerto, Franckdtal (1987) afirman que o rexuvenecemento

mediante microenxerto in vivo € mais lento que in vitro.
3.3.3 - Uso do microenxerto in vitro na micropropagacion

Os estudos que se citan a continuacion evidencian a utilidade do microé@mxerto

vitro na mellora da micropropagacion (Taboa 5).

Misson e Giot-Wirgot (1985), despois de reenxertar tres veces pUBSuge
plicata Donn., procedentes de arbores de 10 anos de idade, sobre patronsiruvenis
vitro, obtiveron brotes con follaxe xuvenil e que medraban mais rapidamente que o

material non enxertado.

Noutro estudo, tratando de rexuvenecer material adultBedsea americana
Mill., Pliego-Alfaro e Murashige (1987) fixeron tres microenxeitogitro de xemas de
material adulto sobre sementes xerminadasitro. Unha vez que os microenxertos
prenderon, os brotes producidos utilizaronse para ensaios de enraizamento. O
enraizamento do material enxertado aumentou do 0 %, correspondente 6 material adulto
non enxertado, 6 30 %. Pola contra, o feito de realizar tres microenxertos en serie hon
mellorou os resultados con respecto a facer soamente un. Utilizando a mesma especie,
Barcel6-Mufioz (1995) foi capaz de obter un 90 % de enraizamento dos brotes adultos

tras 16 microenxertos sucesivos en material xuvenil.

Huanget al. (1992a) observaron un aumento das porcentaxes de enraizamento
en microbrotes deCitrus reticulata e Citrus sinensistras realizar 5 microenxertos
sucesivos (sobre un total de 7) de apices de 0,2 cm sobre plémiitas dePoncirus
trifoliata x C.sinensis Asi mesmo, erHevea brasiliensiso microenxerto de apices
sobre plantulas de 3 semanas de idade permitiu aumentar a porcentaxe de enraizamento

de dous xenotipos adultos 6 nivel do material xuvenil (Perrin,e1394).

En Sequoia sempervirenso microenxertoin vitro de @&pices de brotes
procedentes dunha arbore de 500 anos de idade sobre brotes enrmizaiias
procedentes dunha planta de 1 ano permitiu que o material procedente dos brotes
microenxertados, unha vez enraizado e aclimatado, recuperase 0 crecemento
ortotropico, caracteristico do material xuvenil. Este habito perdurou durante varias

semanas, pero finalmente o crecemento volveu a ser plaxiotropico (Trann
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1991). Nesta mesma especie, Huatgal. (1992b) realizaron catro microenxertos
consecutivos de é&pices de material adulto de 1,5 cm sobre brotes procedentes de
sementes establecidas vitro, cun intervalo de 2 meses entre enxertos. Conseguiuse
gue o material adulto recobrase a capacidade de enraizamento, aumentando igualmente
0 numero de raices por brote enraizado, a elongacion dos brotes, e a emisién de brotes
laterais. Este incremento foi progresivo en funcion do numero de microenxertos,
superando nalgun dos parametros, como a elongacion dos brotes e a emision de brotes
laterais, 6 material xuvenil. O material procedente dos microenxertos multiplicouse
vitro, e a mellora da porcentaxe de enraizamento mantivose ata 3 anos despois de
realizar os microenxertos. Nun artigo mais recente (Chaingl, 2010), facendo
referencia 6 mesmo material, asegurase que as caracteristicas xuvenis do material
rexuvenecido mediante microenxerto poden ser maritidago ata despois de 30 anos

de multiplicacién in vitro. No material rexuvenecido proddcense unha serie de
modificacions respecto do material adulto, como a variacion do contido de certas
enzimas (Huanegt al, 1996), o aumento da fosforilacion proteica (Huengl, 2003c),

unha maior liberacion de etileno (Huaegal, 2000) ou un incremento dos niveis da

respiracion e da fotosintese (Huai@l, 2003b).

Ewald e Kretzschmar (1996) estudaron a influencia do microenxevitro de
brotes delLarix deciduade 140 anos de idade sobre patréns procedentes de semente.
Comprobaron que unha vez reaillados os brotes procedentes dos microenxertos, estes
multiplicabanse e enraizaban mellor que o mesmo material sen enxertar, que non

enraizaba.

Revilla et al. (1996) practicaron o microenxerio vitro de arbores adultas de
cultivares deDlea europaea L. sobre microbrotes xuvenis (sen raices). Como resultado,
obtiveron unha recuperacién da capacidade de enraizamento do material adulto. O feito
de facer dous microenxertos en serie non modificou os resultados respecto de facer

soamente un.

Noutro estudo, Mneney e Mantell (2001) realizaron microenxerto de material
adulto deAnacardium occidentalsobre patrons xuvenis. Mentres que o material adulto
non enraizaba e os brotes de material xuvenil enraizaban nun 67 %, os procedentes do
microenxerto enraizaban entre un 13,3 e un 34 %, o que indicaba un certo grao de

rexuvenecemento.
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En Faidherbia albida conseguiuse rexuvenecer material adulto logo de 5
microenxertos consecutivas vitro, realizados a intervalos de 5 semanas, en plantulas
de 3 semanas de idade. Isto verificouse polo maior crecemento dos brotes e polo
aumento da porcentaxe de enraizamento e do nimero de raices, similar 6 das plantas

xuvenis, logo do terceiro microenxerto (Danthu et2002).

Traballando coa especi@ziphus mauritiana, Danthet al (2004) fixeron 3
microenxertos en serie de microbrotes de material adulto sobre sementes xeriminadas
vitro. As probas de enraizamento demostraron un incremento progresivo da porcentaxe
de enraizamento dende o 1° 6 3° microenxerto, pero mantivose sempre por debaixo da

do material xuvenil.

Por outra parte, Chabukswar e Deodhar (2006) utilizaron o microenxerto en
serie co obxectivo de aumentar as porcentaxes de enraizamento de material adulto de
Garcinia indica. Como patrons, empregaron plantulas de 2 meses de idade e, como
puas, microbrotes (0,5-1 cm de longo) cultivantositro, procedentes dunha arbore de
20 anos de idade. Unha vez que os enxertos produciron novos brotes (6-8 semanas
despois da unién do enxerto), estes foron utilizados para facer probas de enraizamento e
para reenxertar nunha nova plantula, repetindose o proceso ata chegar a facer 5
microenxertos en serie. O material procedente dos 4 primeiros microenxertos non
enraizou, mentres que o procedente do 5° microenxerto acadou un 75 % de
enraizamento, preto dos valores obtidos para arbores de un mes e un ano de idade, que
acadaron o 100 %, mentres que as microestacas procedentes de arbores de 5 e 20 anos

non enraizaron.

Padilla e Encina (2011) realizaron 3 microenxertos en serie en tres cultivares da
especieAnnona cherimola Mill. sobre sementes xerminadasvitro. O material
microenxertado amosou un incremento progresivo da porcentaxe de enraizamento
vitro tras os microenxertos en serie. Mais de tres microenxertos non aumentaron as
porcentaxes de enraizamento e cando 0s microbrotes se multiplicatito perderon
a capacidade de enraizamento, o que denota soamente unha recuperacion temporal da

capacidade morfoxenética do material microenxertado.
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Taboa 5.Resumo dos estudos nos que o microenxentdro tivo algunha influencia positiva sobre a micropropagacion.

— —
Especie Tipo de pua Idad’e da Patron Tecnica N° series x tempo Resultados Referencia
pua enxerto entre elas
Anacardium S . L Fendedura e Mellora enraizamento Mneney e Mantell
. Brotesin vitro Adulta Plantulasgn vitro 1 . .
occidentale lateral respecto 6 material control (2001)
Brotes nodais de . . . .
Annona . . L . Mellora enraizamentin Padilla e Encina
. estacas de material Adulta Plantulasn vitro Fendedura 3 x 42 dias : -
cherimola adulto vitro progresivamente (2011)
Castanea Brotes apicaiin 50-70 Brotes xuvenis . I_\/Ie_llorg/as taxas de . Fdez-Lorenzo e
, . X I Fendedura 3 x 45 dias multiplicacién nun xenotipo .
sativa vitro anos enraizadosn vitro g X Fdez-Lopez (2005)
e mantéfense 18 subcultivos
retcicltl;rasta' Brotes apicais de 0 2 Plantulas de Lateral Mellora enraizamentm
X ' bic "™ Adulta  Poncirus trifoliata sobre 7 X 2 meses vitro dende o 5° Huanget al. (1992b)
Citrus cm, da arbore S v .
; ) in vitro epicotilo microenxerto
sinensis
. . . Mellora enraizamento
Faldherbla Brotes de,estacas de 40 anos Plantulas 4@ 3 .Sobrg 5 x 35 dias progresivamente ata 0 3° Danthuet al. (2002)
albida raiz semanas hipocaotilo :
microenxerto
Garcinia Microbrotes 20 anos Plantulas de 2 5 x Mellora enraizamentm Chabukswar e
indica cultivadosin vitro meses de idade vitro tras 5 microenxertos Deodhar (2006)
Aumenta a taxa de Ewald e Kretzsmar
Larix decidua  Brotes terminais 140 anos  Plantulasitro Fendedura 1 multiplicacién e (1996)
enraizamentdn vitro
He_\_/ea . Brotes terminais Adulta Plantulas de 3 1 Mellora enraizamento Perrén al. (1994)
brasiliensis semanas
Brotes terminais de
Olea estacas de 12 anos Adulta Brotesn vitro Fendedura 2 X 8 semanas Mellora en_ralzamentm Revillaet al. (1996)
europaea procedentes de vitro
arbores adultas
Mellora da porcentaxe de .
i Pliego-Alfaro e
Persea 3 x 6-8 semanas enraizamento tras un Murashige (1987)
americana Xemas Adulta Plantulas vitro De xema microenxerto 9

16 x 6-8 semanas

Mellora da porcentaxe de
enraizamento

Barcel6-Mufoz
(1995)
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Brotes terminais de
Pinus radiata

Mellora taxas de

arbores enxertados 1,4,30e Brotesinvitrode1l Fendedura 1 x 45 dias _es_tabl_e’cemento e Fragaet al. (2002)
o 32 anos ano multiplicacion tras 6 meses
in vivo o
in vitro
Brotes.apmam Adulta qutes xuvenis Fendedura 4 x 2 meses Rexuvenecemefnto. gradual eHuanget al. (1992a)
vitro enraizadodn vitro permanentén vitro
Sequoia -
: Brotes enraizados .
sempervirens 0 Vitro Recuperacion temporal do
Brotes terminais 500 anos 1 crecemento ortotropico tras Travanet al. (1991)
procedentes dunha . .
aclimatacion
planta de 1 ano
Brotes con follaxe xuvenil e
- con maior velocidade de Misson e Giot-
Thuja plicata Adulta 3 crecemento que o material Wirgot (1985)
control
Quercus Xemas terminais de Plantulasn vitro : I\/_Iellqrg taxas d.e . Ewald e Naujoks
L Adulta Fendedura 1 x 5-12 meses multiplicacion nos primeiros
robur un clonin vitro de 4 semanas . (1997)
subcultivos
Ziziphus Brotesin vitro de 5- Plantulasn vitro Mellora progresiva da
" Adulta Fendedura 3 x 1 mes
mauritiana 10 mm de 4 semanas

porcentaxe de enraizamento Danthuet al. (2004)
in vitro
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3.3.4 - Uso de enxertos e microenxertos in vieon fins de micropropagacion

Respecto dos enxertos e microenxertos feitos en condicidnigo con fins de

micropropagacion, na bibliografia atopanse diversos traballos (Taboa 6).

Franclet (1981) menciona o rexuvenecemento de brotedfsdeidotsuga
menziesii, orixinarios dunha arbore adulta, a través do reenxerto dos brotes en patréns

xuvenis. Observou un rexuvenecemento gradual despois de cada reenxerto.

O enxerto sucesivo sobre plantulas xuvenis (6-12 meses de idade) permitiu
inducir condicidons de xuvenilidade en estacas de arbores de eucalipto de 10 anos de
idade; o fenomeno foi gradual, a través de 6 enxertos sucesivos realizados cada 6 meses
(Siniscalco e Pavolettoni, 1988). Ainda asi, as caracteristicas do material adulto foron
expresadas de novo nas estacas 6 pouco tempo, polo que neste caso sO se pode esperar

un proceso de revigorizacion en curtos periodos de tempo.

Moon e Yi (1993) estudaron a propagacion de clons adultoQuircus
acutissima logo de enxertar brotes con 2 ou 3 xemas, 2 veces seguidas, sobre plantas de
2 anos de idade, con un intervalo entre enxertos de un ano. As porcentaxes de
enraizamento das estacas obtidas do crecemento dos enxertos foron superiores logo do
segundo enxerto. No entanto, nalguns clons o enxerto non tivo efecto de revigorizacion,

0 que pon de manifesto a importancia das diferenzas clonais na eficacia do

prendemento.

Na especid-agus sylvatica, o feito de enxertar material adulto sobre patrons
xuvenis permitiu introduciin vitro dito material, multiplicalo e enraizalo, mentres que
o material adulto, introducido directamente, nin sequera se conseguiu establdcer
(Meier e Reuther, 1994).

Nun estudo realizado eQuercus sube(Freitas, 2002), obtivose unha mellora
na porcentaxe de enraizamento de estacas logo de realizar un enxerto de xemas adultas

sobre plantulas menores de 2 anos.

Por outra banda, Husen e Pal (2003) conseguiron obter estacas parcialmente
rexuvenecidas logo de enxertar xemas axilares de material aduanteEum album

sobre plantulas de 2 anos de idade, facendo 2 enxertos en serie con intervalos de 1 ano.
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Zaczeket al. (2006) conseguiron aumentar a porcentaxe de enraizamento de
estacas de material adulto @aiercus rubrarealizando microenxertos de xema sobre
plantulas menores de 3 anos. O feito de realizar 3 enxertos consecutivos, con intervalos

de 1 ano, non influiu na mellora do enraizamento respecto de utilizar soamente 1 ou 2.

Rache-Cardenatt al (2008) obtiveron unha revigorizaciéon de material adulto
de oliveira logo de enxertar puas, con tres pares de xemas axilares, sobre plantas de 2
anos de idade en condicions de invernadoiro. Os novos brotes procedentes dos enxertos
foron utilizados como fonte de novas puas para realizar microenxestro. Os
microenxertosn vitro feitos con puas procedentes dos enxertos feitos en invernadoiro
prenderon e desenvolveron novos brotes, mentres que aqueles feitos con puas

procedentes da copa da arbore non foron viables.
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Taboa 6.Resumo dos estudos nos que o microenxentevo tivo algunha influencia positiva na propagacion vexetativa.

— —
Especie Tipo de pua Idad,e da Patron Tecnica N° series x tempo Resultados Referencia
pua enxerto entre elas
Eucalyptus x Brotes Plantulas de 6-12 Mellora enraizamento de  Siniscalco e Pavolettoni
. : . 10 anos Fendedura 6 X 6 meses
trabutii semiherbaceos meses estacas (1988)
Faous Xemas en repouso Posibilita a introduciém
gu 'ep Adulta Patrons xuvenis De xema 1 vitro, o material control non Meier e Reuther, 1994
sylvatica vexetativo . :
se da establecido
Mellor reactividade dos
Olea Segmentos nodais e novos b,rotes para funcionar Rache-Cardenadt al.
2 Adulta Plantas de 2 anos Fendedura 1 como pua en microenxertos
europaea apicais S . . (2008)
in vitro respecto 6 material
sen enxertar
Pseudo_tsq_ga Adulta Patréns xuvenis Sy cnecemento gradual Franclet (1981)
menziesii despois de cada reenxerto

En combinacién con

Tectona Xemas axilares de 2 Adulta  Plantulas de 2 anos De xema 2x1ano etiolacién, estacas Husen e Pal (2003)

grandis clons . .
parcialmente rexuvenecidas
Qut_erc_us Brotes do ano Adulta  Plantulas de 2 anos 2x1ano Mellora enral’zamento _de Moon e Yi (1993)
acutissima estacas nalguns xenotipos
Mellora enraizamento de
Quercus Xemas Xuvenis Plantulas menores De xema 3% 1ano . estacas adultas, Zaczecket al. (2006)
rubra e adultas de 3 anos independentemente do
ndmero de enxertos
Quercus Xemas Adulta Plantulas menores De xema 1 Mellora enraizamento de Freitas (2002)
suber de 2 anos estacas
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3.3.5 - (Micro)enxerto de carballo e castifieiro

A continuacién menciénanse o0s estudos existentes sobre microenxerto en

Quercus robue Castanea sativa.

En carballo, Ballester e Meier-Dinkel (1990) observaron que o establecemento

in vitro de clons adultos melloraba tralo enxerto.

En castifieiro (Ballesteet al, 1990), estudouse o efecto do enxerto sobre
hipocotilo de castafia xerminada de duas semanas de idade no establecemento de
material adulto seleccionado de castifieiro hibmdeitro. Mentres que o material non
enxertado se perdeu totalmente, o enxerto permitiu o establecemento dun 22 % dos
explantos. A combinaciéon do enxerto coa pulverizacién de BA (duas veces & semana,

durante duas semanas) permitiu o establecemento do 100 % dos explantos.

Mais tarde, Sanchez (1991) realizou enxerteivo de puas da copa de carballo
e castifieiro (de madeira dun ano, recollidas no periodo de repouso e almacenadas en
frio antes de seren enxertadas) sobre plantulas de 2 semanas cultivadas en invernadoiro,
combinandoo con pulverizaciéons de BA, obtendo valores de reactividadiro
semellantes 6s do material procedente de rebentos basais. Anos mais tarde, traballando
en condicionsin vitro, Ewald e Naujoks (1997) comprobaron unha revigorizacion
transitoria de material adulto de carballo microenxertando xemas sobre patrons

procedentes de semente cultivadas in vitro.

O enxerto en cascada foi practicado @astanea sativa por Giovannelli e
Giannini (2000), sobre plantulas de 10 meses, utilizandoo como método de
revigorizacion de material adulto. No primeiro enxerto utilizaron brotes procedentes
directamente da copa da arbore, recollidos no inverno e almacenados en frio. Unha vez
prenderon, 0s novos brotes reenxertaronse 4 veces consecutivas, con intervalos de 1
ano. Os autores comprobaron que se producia revigorizacion, expresada pola mellora da
reactividade dos explantos na introducidrvitro e polo numero e lonxitude dos brotes

novos.

No noso laboratorio tamén se empregou o enxerto como método de
rexuvenecemento para introduicirvitro un clon de carballo de mais de 150 anos (Soto,

2003). O material que fora enxertado mantivose mais tempdro que o material
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control (sen enxertar) que se perdeu rapidamente. Finalmente, tras 8 subcultivos, o

material enxertado tamén se acabou perdendo.

Mais recentemente (Fernandez-Lorenzo e Fernandez-Lépez, 2005), estudouse 0
efecto do microenxerto de dous clons adultos seleccionados de castifieiro sobre un
patron xuvenil cultivado e enraizado vitro. Observouse un efecto de revigorizacion
logo do primeiro microenxerto, evidenciado polo aumento das taxas de multiplicacion,
manténdose estes resultados durante mais de dous anos. Un segundo e terceiro
microenxerto non melloraron os resultados. Pola contra, non se obtivo mellora nas

porcentaxes de enraizamento.
3.3.6 - Fundamentos do microenxerto como método de rexuvenecemento

Actualmente, ainda non se cofiece a razon pola cal o microenxerto de material
adulto sobre patrons xuvenis pode inducir procesos de rexuvenecemento ou
revigorizacion (Monteuuis, 2012). A hipotese mais aceptada afirma que un “factor de
rexuvenecemento” (reguladores do crecemento, poliaminas, acidos nucleicos, etc.) é
transmitido dende as raices do patron a pua e produce modificacions epixenéticas a

nivel dos meristemas desta.

Diversos estudos reforzan a hipétese de que o factor de rexuvenecemento pode
ser unha hormona vexetal. Por exemplo, o feito de que a achega esdxeng de GA
produza rexuvenecemento de exemplares adultbtedera conduce & idea de que dita
hormona xoga un papel importante no proceso de maduracién (Robbins, 1957).
Segundo Valdést al (2003), os niveis de AIA das xemas terminais de material
enxertado son superiores 6s do mesmo material sen enxertar. O proceso de enxerto
modifica o0 patrén de crecemento da pua, que reverte a unha estrutura lonxitudinal, na
cal o crecemento das xemas axilares € inhibido polos altos niveis de AIA da xema
apical. Esta inhibicion maniféstase nunha menor ramificacion canto mais revigorizacion
se produce, o cal esta en concordancia cos altos niveis de AIA encontrados nas xemas
terminais despois dun proceso de revigorizacion. No entanto, segundo Greenwood
(1995), os cambios nas concentracién relativas de hormonas poderian, 6 igual que as
caracteristicas morfoloxicas, ser soamente consecuencias, mais que causas, da

maduracion.
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No tocante 6 papel de factores xenéticos no proceso de rexuvenecemento, Huang
et al (2003a) observaron a reaparicion de moléculas de ADN mitocondrial en brotes
rexuvenecidos, 0 que poderia suxerir a translocacion de ditas moléculas dende o patrén
a pua, e a sua replicacion no meristema adulto. Os autores aceptan como a hipétese mais
estendida que sexa unha hormona a molécula transmitida, e que sexa esta a responsable

da reaparicion da sintese de ADN mitocondrial no meristema adulto.

Fragaet al (2002b, 2002c), utilizando como moddhinus radiata D. Don,
determinaron que os individuos xuvenis tifian un contido de metilcitosina do 30-35%,
mentres que no material xenético de arbores adultas o contido de metilcitosina era do
60%. Asemade, tamén demostraron que ten lugar un descenso progresivo no grao de
metilacibn como resposta a pasos consecutivos de revigorizacion a través do
microenxerto en serie. Isto reforza a idea de que a metilacion do ADN, particularmente

en tecidos meristematicos, poderia estar fortemente relacionada co cambio de fase.

Esta amplamente demostrado que a metilacion do ADN € un proceso esencial
para o desenvolvemento normal da planta, e que cambios nos patrons de metilacion
producen desenvolvementos anormais (Finnegfaal., 1996). Asemade, o contido
global de ADN metilado pode servir como marcador molecular de procesos especificos

de desenvolvemento relacionados co envellecemento, a maduraciéon e o de fase.

Fragaet al (2002c) apuntan & existencia de procesos de demetilacion como
posible explicacion 0s procesos de revigorizacién, pero estes procesos non son ben
cofiecidos, xa que, ainda que hai evidencias do mecanismo (Zktval,a2001), non
se identificou ningunha enzima de demetilacion do ADN (Olszeweskal, 1997,
Finnegaret al, 1998). A demetilacion poderia ser resultado dunha replicacion do ADN
gue non fose seguida pola accion de metiltransferasas nas novas cadeas sintetizadas, ou,
como foi demostrado en animais, poderia tratarse dun proceso enzimatico activo que
non depende da replicacién do ADN (Zhu et 2000).

Algo innegable é que, sexa cal sexa o factor de interaccién patron-pla que
modifica o estado ontoxenético do material adulto, este debe ser transmitido dende o
patron a parte aérea. Na ultima década estableceuse que, non soamente poden ser
consideradas como substancias sinal dirixidas a puntos distantes da planta as pequenas
moléculas coma hormonas ou metabolitos, senén tamén macromoléculas coma
proteinas ou ARNs (Ruiz-Medraet al,, 1999).
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Enlazando a idea dos factores de rexuvenecemento cos procesos de
silenciamento xénico, un sinal capaz de silenciar os xenes poderia transmitirse a través
do enxerto. En certos experimentos, o silenciamento de xenes transmitiuse dende un
patrén que tifia un xene inactivo a unha pla que o tifia activo (Patuail1997).

Hai moitos estudos que verifican a transmision de moléculas de ARNm dende o patron
a pua, principalmente en traballos con plantas horticolas (Ruiz-Medtaalg 1999;
Xoconostle-Céazarest al, 1999; Kimet al, 2001; Haywoodet al, 2005; Kudo e
Harada, 2007), e gran parte da evidencia de que a translocacion de ARNi (ARN de
interferencia) induce o silenciamento de xenes baseouse en experimentos nos que se
empregou o enxerto (Brosnahal, 2007; Haquest al, 2007; Harada, 2010; Kaset

al., 2011). De todolos xeitos, o0 mecanismo polo que o silenciamento se inicia en tecidos
especificos e posteriormente se expande a toda a planta, asi como o sinal que o

transmite, € ainda obxecto de debate (Liang.e2@l1).

Estudos recentes propofien a posibilidade de que pequenas moléculas mébiles de
ARN poderian ter a funcién de transporte dunha mensaxe de modificacion epixenética
dentro da estrutura da planta (Dunogeral., 2010; Molnaret al, 2010). De feito,
analises moleculares de plantas transxénicas revelaron unha relacion moi alta entre a
metilacion de ADN do transxene e o silenciamento mediante ARN (Ingellataht
1994), suxerindo que a metilacién do ADN poderia ter un papel no desencadeamento ou

no mantemento da ruta de silenciamento por ARN.

O mecanismo polo cal un patron modifica o desenvolvemento que teria o
material da pua medrando independentemente non se cofiece ainda, incluso no caso de

patrons enanizantes, utilizados con frecuencia en fruticultura (Webster, 1994).

O mantemento do silenciamento mediante ARN, despois de que a fonte esdxena
do sinal € eliminada, depende da natureza da secuencia diana. Isto indica que a
degradacion do ARN mediante o sistema de silenciamento pode ter lugar ainda en
ausencia da capacidade de perpetuar o sinal, sendo entdn independente da producion da

mesma (Palauqui e Vaucheret, 1998).

Os estudos mencionados permiten formular a hipotese de que un patron pode
transmitir un sinal que modifique a expresion xénica a nivel da pua, actuando a nivel da
represion-activacion de xenes, que desemboca nun proceso de rexuvenecemento do

material adulto enxertado sobre patrons xuvenis.
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II - OBXECTIVOS

O obxectivo xeral deste traballo € desenvolver estratexias de mellora do
establecemento in vitro e da micropropagacion de material adulto de Quercuk.rebur

Castanea sativa Mill. a partir de xemas axilares.

Os obxectivos especificos son os seguintes:

e Estudar as repercusiéns do uso do calo basal na multiplicacigitro de
Quercus roburL. e Castanea sativa Mill., avaliando a sua incidencia sobre os

coeficientes de multiplicacion.

« Estudar o efecto do microenxerto in vitro de material adulto de carballo e

castifieiro sobre patrons xuvenis (ou de comportamento xuvenil).

« Estudar o efecto do microenxerto en s@arieivo, en ciclos curtos, de material

adulto de Quercus robur. e Castanea sativa Mill. sobre patrons xuvenis.
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Il - MATERIAL E METODOS

1 - Material vexetal

1.1- Material vexetal de QuercusroburL.
1.1.1 - Ensaios de recultivo do calo basal

Nos ensaios de recultivo de calo basaRemrcus robutilizaronse dous clons
adultos e un clon ‘adolescente’ (4 anos). Os clons adultos son TROBO e MUINOS
(Figura 6), establecidos a partir de arbores cunha boa aptitude forestal, basedndose na
rectitude do fuste e na escasa ramificacion do tronco dende a base. O material foi
establecidoin vitro en 1998 e subcultivado ata a actualidade. As condicions de

establecemento e multiplicacion in vitro citanse no traballo de Fernande2€(04l).

O material ‘adolescente’ procede da semente dunha arbore adulta de habito
fastixiado. Esta semente xerminou en camara de crecemento e estableceuse no campo
co fin de avaliar o seu posible habito fastixiado. Os 4 anos verificouse o habito
fastixiado, e procedeuse a realizar unha introdu@drvitro do material. O clon
establecido denominouse QRF73. Podese considerar que o clon presenta un elevado
grao de xuvenilidade, polo que se fara referencia a el como xuvenil, para diferencialo

dos clons adultos.

Figura 6. Plantas nai do clon “TROBO” (esquerda) e “MUINOS” (dereita).
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1.1.2 - Ensaios de microenxerto

Nos ensaios de microenxerto utilizouse igualmente material adulto e xuvenil. O
material adulto obtivose: 1) dunha &rbore de habito fastixiado de mais de 100 anos
(Figura 7), situada en Arzua (A Corufia) e seleccionada pola sua aptitude ornamental, a
que denominamos clon QRFa. 2) Os clons TROBO e MUINOS, descritos no apartado
precedente, 3) un clon adulto non seleccionado, 6 que denominamos clon MINO,

procedente dunha arbore situada en Castro de Rei (Lugo).

Como material xuvenil (que foi usado de patron no microenxerto), utilizaronse
plantulas de carballo obtidas de sementes recollidas nos meses de outubro e novembro,

estratificadas en frio previamente a sementeira e postas a xerminar en camara de cultivo.

Na Taboa 7 resimense as caracteristicas dos clons de carballo utilizados en cada

ensaio e indicase o seu estado ontoxenético.

by pre

—

Figura 7 . Planta nai do clon d®. robur ‘fastigiata’ (QRFa), ubicada no Pazo de Santa Cruz (Arzla - A

Corufia).
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Taboa 7.Clons deQuercus roburutilizados neste traballo. Indicase a sua condicién ontoxenética (A:

adulto; X: xuvenil; AD: adolescente) e o tipo de ensaios 6 que foron sometidos.

Clon Condicion Ensaios calo basal . Ensaios
microenxerto
TROBO A + +
MUINOS A + +
QRF73 AD + -
QRFa A - +
MINO A - +
SEMENTES i +
XERMINADAS

1.2 - Material vexetal de Castanea sativa Mill.
1.2.1 - Ensaios de recultivo do calo basal

O material vexetal de castifieiro procede de dous clons denominados EPS e
SISTO, pertencente a arbores adultas. O material do clon EPS foi recollido en Lugo, nas
inmediacions da Escola Politécnica Superior, e o0 do clon SISTO en Castro de Rei

(Lugo).

Estableceusm vitro material da copa dos dous xenotipos, asi como material de

rebentos basais do clon EPS (no ano 2008).
1.2.2 - Ensaios de microenxerto

O material adulto de castifieiro utilizado nos ensaios de microenxerto procede
da copa dos clons EPS (en adiante §BSe SISTO, asi coma doutros dous clons
adultos seleccionados por ser variedades tradicionais de producion de castafia en
Galicia, cofiecidos como LOURA e PAREDE, e establecidositro en traballos

previos no noso laboratorio no ano 1994.

Como patrons xuvenis para 0s microenxeitosvivo utilizaronse plantulas
procedentes de sementes, colleitadas en Castro de Rei (Lugo), e postas a xerminar en

camara de crecemento.
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Para os microenxertas vitro utilizouse material establecido vitro a partir de
rebentos basais do clon EPS (en adiantg,E¥& dun clon xuvenil establecido no ano
1995 a partir dunha semente (clon XUV9).

Na Taboa 8 resimense as caracteristicas dos clons de castifeiro utilizados en

cada ensaio, e indicase o seu estado ontoxenético.

Taboa 8.Clons deCastanea sativaitilizados neste traballo. Indicase a sta condicién ontoxenética (A:

adulto; X: xuvenil; A: adulto con caracteristicas xuvenis) e o tipo de ensaios 6 que foron sometidos.

Clon Condicion Ensaios calo basal migg:ﬁi?(:rto
EPSopa A ¥ ¥
EPSase Ax + *
SISTO A g *
LOURA A - *

PAREDE A - k

XUV 9 X - *

XEFEMEVNATDEES X \ "
2 - Métodos

2.1 - Condicions xerais de cultivo

Os medios de cultivo utilizados, cos que se levaron a cabo 0s ensyits,
foron o medio GD (Gresshof e Doy, 1972) , constituido polos sales e vitaminas de GD,
3 % de sacarosa e 0,7 % de Difco-Bacto agar como axente xelificante; e o0 medio WPM,
constituido polos sales e vitaminas de WPM (Lloyd e McCown, 1981), e a mesma

concentracion de sacarosa e agatr.

O medio WPM utilizouse na multiplicacion dos clons QRFa, MINO, LOURA,
PAREDE, EPS e SISTO, mentres que o medio GD se utilizou nos clons TROBO e
MUINOS.
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O pH do medio de cultivo axustouse a 5,5-5,6 con HCl ou NaOH 1 N, segundo o
caso, antes da esterilizacion en autoclave, que se realizou a 121 °C e 1 atm durante 20
minutos.

Todos os ensaios foron establecidos en camara de crecemento (Figura 8) coas
seguintes condiciéns ambientais: D.F.R. (densidade de fluxo radiante)d@ami? s?,
con tubos fluorescentes OSRAML. 40 W de luz branca fria, un fotoperiodo de 16

horas de luz a 25 °C e 8 horas de escuridade a 20 °C e unha humidade relativa superior 6
70%.

Como recipientes utilizaronse tubos (160 mm de altura x 25 mm de diametro) e
botes (90 mm de altura x 100 mm de diametro) de vidro, contendo cada tubo un

explanto e cada bote oito explantos. O intervalo entre subcultivos foi de 30-35 dias.

Figura 8. Ubicacion dos ensaios na camara de crecemento.
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2.2 - Introducién in vitro do material vexetal
2.2.1 - Material vexetal introducido in vitro

Para levar a cabo os distintos ensaios propostos neste traballo foi necesario
introducir in vitro por primeira vez material vexetal dos clons de carballo QRFa e
MINO, e dos clons de castifieiro EPS (material da copa e de rebentos basais) e SISTO.

O material vexetal do resto de clons utilizados fora establecidatro en
traballos precedentes, dos cales se dispuiia dun stock no laboratorio de

micropropagacion.

O material vexetal procedente dos ensaios de microenxesivo tamén foi

introducido in vitro. Deste aspecto falarase mais adiante.
2.2.2 - Obtencién de brotes
O material vexetal para introducir in vitro foi obtido por duas vias:

- Directa: a partir da recollida de brotes da arbore no periodo de crecemento

vexetativo (clon EPS).

- Por forzado: a partir de segmentos de rama (seguindo a metodoloxia de Viéitez
et al, 1994), obtidos no periodo de repouso vexetativo, que foron forzados a

brotar en camara de crecemento (clons QRFa, MINO e SISTO).
Para obter brotes de forzado de segmentos de rama séguese 0 proceso mostrado
na Figura 9 (ver asemade Figuras 10 e 11).
No caso do clon QRFa diferenciaronse tres tipos de varas para o forzado (Figura
12):
* Procedentes de ramas de mais de un ano (0,5-1 cm grosor).

* Procedentes de ramas de mais de un ano con partes de ramas do ultimo

ano de crecemento (0,5-1 cm grosor).

* Procedentes de madeira do ultimo ano de crecemento (<0,5 cm grosor).
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0,5-3 cm de grosor

15-30 om de longo

3

Lavar con auga

e deterxents

JL >/
//

j |

Metgul lar a base
en auga e introducion
en camara dea cul Tivo

[Figura 103

5 05 novos brotas servan
de explantos para
introducir in vitre
[Figura 113

Figura 9. Pasos de forzado de segmentos de rama para a obtencién de explantos.

Figura 10. Segmentos de rama de castifieiro en fase de ‘forzado’ da brotacion.
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Figura 11. Brotes de forzado en (a) carballo e (b) castifieiro.

Figura 12. Tipos de varas utilizadas no forzado do clon QRFa. (a) Procedentes de ramas de mais de un
ano (0,5-1 cm grosor); (b) Procedentes de ramas de mais de un ano con partes de ramas do Ultimo ano de

crecemento (0,5-1 cm grosor); (c) Procedentes de madeira do Ultimo ano de crecemento (<0,5 cm grosor).
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2.2.3 - Proceso de desinfeccion

Ambas vias de introduciom vitro (directa e mediante forzado) precisan dun
proceso previo de desinfeccién superficial dos explantos, para eliminar os posibles
microorganismos que os brotes leven na superficie. O proceso de desinfeccion que se

levou a cabo neste traballo represéntase esquematicamente na Figura 13.

ﬂ Lavar os brotes con 22 Inftroducilos en etancl (0%
guga e deferxente durante 30 s

L CETERXENTE]

3 Lavalos con auda destilada Zl Introducilos en ixivia
0.8-1% Cl qgctivo
durante 15 min

ETANOL
707

ester | durante 1 min

H20 LIXIVIA

ESTERIL

o e

Ei Lavalos fres veces sequidas, E;COFTGF o5 brotes en explantog
durante 1 min cada unhd, de 1-2.5 cm e infroduci |los
con auga destilada esteri| en medio de cultivo

X3

H20
ESTERIL

Figura 13. Proceso de desinfeccion de explantos na introdusigitro.
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2.2.4 - Medio de cultivo utilizado

O medio de cultivo utilizado no momento da introducién, ben fose GD ou WPM,
levou unha concentracién de BA de 1 m{-para estimular que as xemas agromasen.
Os explantos permaneceron nese medio durante 20-30 dias, pasandose mais tarde a
medio fresco cunhas concentraciéns de BA de 0,1 thqid caso do castifieiro, e de
0,2 mg-* no caso do carballo, sendo estas dltimas as usadas posteriormente na fase de

multiplicacion.
2.2.5 - Ensaios realizados

Os ensaios realizados nas fases de obtencién de explantos e de intraducion

vitro foron os seguintes:

1. Caracterizacion da producién de brotes a partir de forzado de segmentos de rama

no clon QRFa, en funcion do tipo de rama (Figura 12).

2. Determinacién da porcentaxe de contaminacion e reactividade dos explantos 6s
30 dias da introducioim vitro, nos clons QRFa, MINO, SISTO e EPS. No clon
QRFa fixéronse tres introduciéns consecutivas, utilizando dous tratamentos de
desinfeccién diferentes. En duas delas utilizouse o procedemento de
desinfeccién xeral (30 s en etanol 6 70 % e 15 minutos en lixivia 6 0,8 % de ClI
activo) e na outra un tratamento mais feble (10 s en etanol 6 50 % e 10 minutos

en lixivia 6 0,8 % de CI activo).

3. Avaliacion da taxa de multiplicacion no clon QRFa en funcién do medio base,
GD ou WPM.
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2.3 - Ensaios de recultivo do calo basal
2.3.1 - Tipos de explantos con calo

Para os ensaios feitos eearballo, nos clons TROBO e MUINOS,
diferencidronse tres tipos de explantos con calo basal en funcion da sta morfoloxia

externa (Figura 14):
* Tipo 1: calos nos que non se aprecian visualmente nin xemas nin brotes.
» Tipo 2: calos nos que se aprecian xemas axilares.

» Tipo 3: calos nos que se aprecian brotes menores de 1 cm de lonxitude (e

as veces tamén xemas axilares).

Tomouse como referencia a lonxitude minima de 1 cm para poder subcultivar un

brote, polo que os calos tipo 3 se recultivan sen retirarselles os brotes.

Debe aclararse que un calo dun determinado tipo pode clasificarse dentro de

outro tipo diferente cando é recultivado de novo.

No caso do castifieiro, nos clons SISTO e EPS (copa e base), non se

diferenciaron tipos de calo.

Figura 14. Calo tipo 1, non se aprecian xemas nin brotes. Calo tipo 2, con xemas axilares visibles . Calo

tipo 3, con brotes menores de 1 cm (e xemas axilares).
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2.3.2 - Descricién do recultivo do calo basal

A técnica estandar de micropropagacion a partir de xemas preexistentes consiste
en aproveitar os microbrotes que proceden dun explanto orixinal como fonte de novos

explantos nodais e apicais, obtendo asi unha multiplicacion progresiva do material.

O recultivo do calo basal consiste en volver a introducir en medio de cultivo o
conxunto formado polo calo basal e pola parte do microbrote que non acada o tamafo
minimo para ser subcultivada, co obxectivo de que as xemas axilares ou brotes (<1cm)
gue posue se desenvolvan e produzan novos microbrotes. Na Figura 15 mdstrase un
esquema da microrpropagacion a partir de xemas preexistentes que inclie o recultivo do

calo basal.
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Figura 15.Descricion da micropropagacion incluindo o recultivo do calo basal.
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2.3.3 - Variables estudadas
Nos ensaios de recultivo de calos medironse as seguintes variables:

- Taxa de multiplicacion: é o cociente entre o niumero de explantos obtidos nun

subcultivo e o numero de explantos dos que proceden (expl. finais/expl. iniciais).

- Nimero de brotes maiores de 1 cm por explanto subcultivadgeonsiste en
determinar o nimero de brotes mais longos de 1 cm que produce cada tipo de explanto
(nodal, apical e calo). Cando un calo tefia sO brotes vitrificados ou necrosados, este dato

tomara o valor 0, xa que a efectos de multiplicaciéon non son Uutiles.

- Lonxitude do brote mais longo:do mesmo xeito que no caso anterior, este
dato toma o valor O se os brotes estén vitrificados ou necrosados. Se o brote mais longo
ten necrosado soamente unha parte, a lonxitude midese ata que empeza a zona

necrosada.

- Porcentaxe de calos que se obtefien de cada timste dato representa a
porcentaxe de calos de cada tipo que hai nun determinado recultivo, é dicir, qué
porcentaxe de calos de cada tipo dan os microbrotes no recultivo 1, qué porcentaxe de

calos de cada tipo dan os calos do recultivo 1 no recultivo 2 e asi sucesivamente.

- Porcentaxe de calos que se desbotaepresenta a porcentaxe de calos que se
desbotan en cada recultivo, de forma global ou para cada tipo de calo (tipo 1, 2 ou 3).

Transcorridos 30-35 dias dende o recultivo, hai duas posibilidades:

* Que o calo produza brotes: neste caso os brotes subcultivanse pasando a

un novo medio de multiplicacién e o calo vélvese a recultivar.

* Que o calo non produza brotes, entén eliminase, xa que ou ben non
portaba xemas ou as que levaba non se desenvolveron, considerandose que

perdeu a capacidade de producir brotes.
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2.3.4 - Ensaios realizados

1. En toédolos clons utilizados nos ensaios de recultivo de calos, recultivaronse os
calos sucesivas veces, ata que deixaron de producir novos microbrotes. Nos
clons de carballo avaliaronse, nos sucesivos recultivos do calo, as taxas de
multiplicacion, o numero de brotes maiores de 1 cm, a lonxitude do brote mais
longo, a porcentaxe de calos que se obtefien de cada tipo e a porcentaxe de calos
gue se desbotan en cada recultivo. Nos clons de castifieiro, tomaronse datos das
taxas de multiplicacion e da porcentaxe de calos que se desbotan en cada
recultivo. Nos clons TROBO, MUINOS e SISTO fixéronse varias repeticions de
cada recultivo, mentres que no material da baseyEfPSda copa (ERg, do
clon EPS, partiuse de tres repeticions de 8 calos que se foron recultivando

progresivamente.

2. Hai certos casos nos que o0s microbrotes procedentes do recultivo de calos
parecen xurdir do interior do calo, sobre todo nos calos tipo 1, o cal fai dubidar
se proceden de xemas axilares que quedaron envoltas polo calo, ou se pode
tratarse de brotes adventicios, 0 que representaria un risco de variacion
somaclonal. Para resolver a dubida, no material procedente dos clons QRFa e
EPSpase) recultivaronse 3 grupos de 8 calos procedentes de explantos que non
tinan xemas 06 longo de 1 cm dende a parte basal, e a stua evolucidbn comparouse
con outros 3 grupos de 8 calos que procedian de microbrotes que si posuian
xemas na parte basal (Figura 16). Desta forma preténdese determinar se 0s
microbrotes que emerxen a través do tecido do calo ¢ final do ciclo de

multiplicacion proceden, ou non, de xemas preexistentes.

A toma de datos realizouse 6s 30-35 dias dende o momento de subcultivar.
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Figura 16. Esquema do ensaio realizado para determinar a procedencia axilar ou adventicia dos microbrotes que emerxen a través do tecido do calo basal.
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2.4 - Ensaios de microenxerto
2.4.1 - Obtencion de plantulas in vitro
2.4.1.1 - Obtencién de plantulas de carballo in vitro

Para a obtencion de plantulas de carballo in vitro faise unha introdooidn
de landras e, unha vez que estas xerminan, son utilizadas como patréns. O proceso

detéllase a continuacion:
v" Desinfeccion das sementes

Unha vez colleitadas as sementes foi necesario un proceso de desinfeccién
superficial das mesmas previamente a introdudidrvitro. Para levar a cabo a
desinfeccion, inicialmente eliminouse a cuberta externa da semente (exocarpo) e,
posteriormente, baixo a camara de fluxo laminar, realizouse a desinfeccion (ensaiaronse
dous tratamentos) seguindo 0S mesmos pasos que nha posta en cultivo do material

vexetal dos diferentes clons (ver apartado 2.2.3).

v Introducién in vitro das sementes, xerminacion e preparacién das plantulas

para o uso como patréns

Despois da desinfeccion procédese a eliminaciéon parcial dos cotiledéns (Figura
17) (deixando unha parte dos mesmos sen cortar, Xxunto co eixo embrionario) para que a
semente tefia 0 tamafo axeitado para introducila nun tubo de vidro de 25 x 150 mm,
contendo 15 mL de medio de cultivo. Unha vez feita a introduni&itro, os ensaios

dispo6fiense na camara de crecemento.

Cando a semente xermina (na primeira semana da sUa introdiuoiiro),
produce unha raiz pivotante moi vigorosa, que cando acada o fondo do tubo “empurra”
a plantula cara arriba, alonxandoa do medio de cultivo (Figura 17a). Para evitar isto,
procedeuse a poda da raiz principal (Figura 17b). A poda, ou “repicado” favorece a
emisién de raices secundarias (Figura 18a), obténdose un sistema radical mais
ramificado. As novas raices, 6 chegar 6 fondo do tubo, tenden a enrolarse (Figura 18b),

non acadando o vigor suficiente para sacar de novo a plantula do medio.
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» Ensaios realizadosia obtencion de plantulas vitro de carballo, levaronse a

cabo dous tratamentos de desinfeccion, en funcién do tempo de permanencia nas

solucions desinfectantes:

- 1° tratamento: 30 segundos en 70 % etanol e 15 minutos en lixivia (0,8 % ClI
activo).

- 2° tratamento: 120 segundos en 70 % etanol e 20 minutos en (xi%aCl

activo).

Os 30 dias da introducidn vitro, tomaronse datos da porcentaxe de landras
contaminadas e non contaminadas. Sobre as non contaminadas tomaronse datos

da porcentaxe de xerminacion. Realizaronse 10 repeticions de 24 landras por

cada tratamento.

Figura 17. Introduciénin vitro de landras. (a) Apréciase o corte dos cotiledéns e a tendencia da plantula a
sairse do medio a medida que medra a raiz principal. (b) Aspecto das plantulas tras a poda da raiz

principal.
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Figura 18. (a) Emision de raices secundarias despois do repicado e (b) posterior enrolamento no fondo do
tubo.

2.4.1.2 - Obtencion de plantulas de castifieiro in vitro

Nos microenxerton vitro de castifieiro utilizaronse dous tipos de patrons con
comportamento xuvenil, que proceden do establecenmenityo de rebentos basais do
clon EPS (EPSs9 € do clon XUV 9 (ambos con taxas de enraizamentatro por
encima do 90 %):

. Plantulas obtidas por enraizamento in vitro de microbrotes de material xuvenil.

. Explantos con calo basal, sen raices: neste caso o patron esta conformado por un
segmento de caule do mesmo material xuvenil, que, en lugar de raices, ten un calo
basal. Outros autores tamén tefien usado patrons sen raices no micraoeneao

por exemplo Rache-Carderetl al (2008) nun estudo en oliveira, coa diferenza de
gue estes autores eliminan o calo e realizan o microenxerto directamente sobre o

microbrote.

Para enraizar os microbrotes que serviron como patréns, mergullouse a stua base
nunha disolucién acuosa de 1 mg-tde AIB durante 2 minutos, sendo transferidos de
inmediato a medio GD 1/3 (cun terzo da concentracion de macronutrientes).
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Os microbrotes enraizados utilizaronse para enxertar 6s 30-35 dias da inducién 6
enraizamento. Os patrons sen raices (con calo basal) utilizaronse 30-35 dias despois do

subcultivo en medio de multiplicacion dos microbrotes dos que proceden.
2.4.2 - Obtencioén de plantulas in vivo

Para a obtencion de plantulas vivo fixéronse sementeiras en bandexas con
alveolos troncocénicos de plastico termoconformado de 36@emapacidade, recheos
cun substrato constituido por unha mestura turba:perlita (3:1). Empregaronse sementes
estratificadas previamente en area e conservadas en frio, moitas das cales xa tifian
prexerminado (emitindo a radicula) no momento da sementeira, o cal permitiu unha
xerminacion rapida e uniforme. A xerminacion tivo lugar nunha camara de crecemento

coas condicions citadas previamente (ver apartado 2.1).

Considerouse 0 momento 6ptimo para utilizar os patrons aquel no que as
plantulas rematan o primeiro crecemento, antes de que o grao de lignificacion dificulte a
introducion da pua. Isto sucede as 2-3 semanas dende a xerminacién, no caso do

carballo, e as 3-4 semanas, no caso do castifieiro.
2.4.3 - Obtencion de puas de material adulto para o microenxerto in vitro

Como puas para 0s microenxerios/itro empregaronse microbrotes cultivados
in vitro de 1,5-2,5 cm de lonxitude. Estes brotes foron obtidos ¢ final dun ciclo de

multiplicacion (30-35 dias dende o ultimo subcultivo).

No caso do carballo utilizaronse puas de microbrotes obtidos de explantos

nodais e apicais e de calos basais recultivados dos clons TROBO e MUINOS.

No castifieiro utilizaronse microbrotes procedentes da multiplicatiditro de

explantos nodais e apicais dos clons SISTO e EPS (copa).
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2.4.4 - Obtencion de puas de material adulto para 0 microenxerto in vivo

Para os microenxertan vivo, utilizaronse como puas brotes de 1,5-2,5 cm de

longo, obtidos das seguintes fontes (Figura 19):
» Microbrotes procedentes de cultivo in vitro.

» Brotes procedentes de forzado de segmentos de rama en camara de

crecemento.

» Brotes en repouso vexetativo procedentes de madeira dun ano, recollidos

das ramas da arbore nai uns dias antes de realizar os microenxertos.

» Brotes procedentes de microenxertos precedentes que prenderon (cando

se realizan microenxertos en serie, a partir do 2° microenxerto, este

incluido).

Figura 19. (a) Puas de microenxert@s vivo procedentes de microbrotes cultivadosvitro, (b) de
forzado de segmentos de rama e (c) de brotes en repouso vexetativo, (1) en carballo e (2) castifieiro.

Pddese observar a utilizacion de parafilm para protexer e manter firme a zona do microenxerto.

1



Material e métodos

2.4.5 - Realizacién de microenxertos in vitro

Unha vez que a plantula que serda utilizada como patrén se encontra no momento
optimo (3-4 semanas despois da introdudioritro, no caso das landras; 6 final dun
ciclo de multiplicacién, no caso dos microbrotes enraizategro) e os microbrotes
cultivadosin vitro dos que se obteran as puas se encontran 0 final dun ciclo de
multiplicacion, procédese a realizacidbn do microenxerto. Para levalo a cabo utilizanse
(baixo cadmara de fluxo laminar) unha lupa binocular e escalpelos moi afiados, que son

desinfectados superficialmente con etanol 96°.

O tipo de enxerto empregado € como un enxerto de fendedura a pequena escala.
Consiste na preparacion da base da pua en forma de cufia ou V, a cal se introduce nunha

fendedura vertical realizada lonxitudinalmente no patron (Figura 20).

O patron seccionase transversalmente a unha altura de 5-15 mm por encima do
colo da raiz e posteriormente realizase a fendedura, a cal se debe facer no centro do
patron, afondando 3-5 mm na vertical dende a superficie seccionada. O microbrote
cultivadoin vitro extraese do recipiente de cultivo, preparase a pua en forma de cufia, e
a sla base introducese o mais rapidamente posible na fendedura do patrén, co fin de
diminuir o risco de desecamento da mesma. No caso do carballo, para manter a unién
do microenxerto emprégase un aro de silicona (Figura 21), mentres que nos
microenxertos de castifieiro non se utiliza ningin elemento de union. Despois de
realizar o microenxerto, a plantula microenxertada vélvese a introducir nun recipiente
con medio de cultivo, asegurandose de que o sistema radicular quede ben introducido
no medio. Os medios de cultivo utilizados para os microenxertos foron os mesmos que
para a multiplicacién (WPM + 0,1 mg*LBA en castifieiro e GD + 0,2 mg*IBA en

carballo).

Nos clons de castifieiro fixéronse 4 microenxertos en serie. O microenxerto en
serie consiste en microenxertar consecutivamente, cada certo tempo, o mesmo material
vexetal sobre un novo patrén. Unha vez que se desenvolve un novo crecemento a partir
da pua microenxertada, obtéfiense novas pluas que se enxertan sobre outro patrén.

Como xa se indicou, os microenxertosvitro realizados en castifieiro fanse

sobre microbrotes enraizados ou sobre microbrotes con calo basal (Figura 22).
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O longo do proceso de prendemento do microenxerto eliminanse os brotes que
as veces emerxen das xemas axilares do patrdon, para evitar a competencia coa pua
(Figura 21). A necesidade desta operacion xa foi mencionada noutros estudos de

microenxerto (Katoh et 312004).

O numero de microenxertos feitos por clon, tipo de pua e tipo de patron
resumense na Taboa 9. Nas distintas probas de microenmevitro avaliouse a
porcentaxe de contaminacion e a porcentaxe de prendemento 6s 30 dias da realizaciéon

dos microenxertos.
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[MICRO}BROTE LISTD PARA SER EMXERTADRQ

PREMODEMENTO E DESENVOLVEMENTO OO MICROEMKERTO

S

REALTZacIAN DO MICROENXERTO ;Ei Ei;
PLANTUL A/MICROBROTE ENRAIZADO E
PREPARACIGN DO PATREN —
FENDEDURA 30-35 Glrs

PATRON

PLA 1-2.5 om PREPARACIUN DA PUA CORTE EN CURA

o

0 MICROEMXERTO RE&LIZASE
SOBRE O EFICOTILO D4 PLANTULA

3—4 mm WOS MICROENXERTD "IN VITRDY

G- mm MOS MICROEMXERTOS “IN WIyn”

L

MO CASO DA INTRODUCION “IN VITRO™ CE LAMDRAS

B NECESARID LN REFILADD DA RAIZ PRINCIPAL Figura 20. Microenxerto de fendedura utilizado no estudo
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Figura 21. (a) Microenxertoin vitro de carballo onde se observa o aro de silicona utilizado como
suxeicion (S). (b e c) Brotes procedentes de xemas remanentes nos ipatitasen carballo (b) e

castifieiro (c), que seran eliminados.

Figura 22. Microenxertosn vitro de castifieiro feitos sobre microbrotes con (a) calo basal e (b) sobre

microbrotes enraizados.
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Taboa 9.Condicions dos ensaios de microenxegin)in vitro realizados 6 longo do estudo.

_ Paa Patrén . . Series de N°
Especie - . Medio de cultivo ; : . N
Clon Orixe Clon Orixe microenxerto | microenxertos
TROBO
Quercus Varios Semente GD + 0,1 mgt BA - 3x12
robur
MUINOS
1° renx: 19
Microbrotesin vitro 6 final Microbrotes 2> penx: 13
dun ciclo de multiplicacion enraizadosn vitro 3% penx: 18
EP 4° penx: 19
Sase Microbrotes con 1° enx: 19
EPS calo basal 6 final 2° penx: 13
opa dun ciclo de 3 penx: 15
Castanea multiplicacion WPM + 0,1 mg-[* 4 4° penx: 12
sativa BA 1° enx: 39
Microbrotes 2° uenx: 24
XUV'9 enraizadosn vitro 3 penx: 24
4° penx: 22
1° enx: 32
Microbrotes 2° penx: 12
SISTO EPSase enraizado$n vitro 3P penx: 5
4° penx: 9
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2.4.6 - Realizacién de microenxertos in vivo

Definimos 0s microenxertan vivo coma aqueles que se realizan sobre plantulas
procedentes de sementes xerminadas en substrato vexetal, ubicadas na camara de

crecemento, non utilizando condiciéns ambientais estériles.

O proceso € moi semellante 6 descrito para 0 microenkestitro: cértase a
base da pua en forma de V (Figura 23) e introducese nunha fendedura vertical feita no
patron a uns 2-3 cm de altura dende o epicotilo da plantula (Figura 24). Neste caso, a
zona da unién protéxese con parafilm (Figura 19), tratando de evitar o desecamento da
zona do microenxerto e de facilitar o prendemento. Ademais, col6case sobre a planta
enxertada un recipiente de plastico boca abaixo, para manter unha alta humidade

relativa e reducir a transpiracion, diminuindo o risco de desecamento.

Logo de realizar os microenxertos no laboratorio, as plantas lévanse a camara de
crecemento. Do mesmo xeito que no caso dos microenxentitso, débense eliminar

regularmente os brotes procedentes das xemas axilares que quedan no patron.

Realizaronse diversos ensaios de microenxertos en serie, segundo o
procedemento esquematizado na Figura 25. O numero de microenxertos feitos por clon,

e o tipo de pula e tipo de patron empregados resumense na Taboa 10.
Nos microenxertos realizados in vivo avaliouse:
1. A porcentaxe de prendemento.

2. A influencia da idade do patron (1 ou 2 semanas dende a xerminacién da
semente) no prendemento dos microenxartogvo no clon TROBO. As puas
empregadas foron microbrotes apicais procedentes do recultivo do calo basal.

Fixéronse 3 repeticiéns de 8 microenxertos en funcion da idade do patron.

3. O efecto da aplicacion de GAo desenvolvemento das puas tras o microenxerto
in vivo de castifieiro. Nos clons LOURA e PAREDE, a unha parte dos
microenxertos que prenderon aplicouselles un tratamento cgnuBkzando
unha disolucién acuosa cunha concentracién 0,1 my.BA;. O tratamento
con GA; consistiu en aplicar (2-4 veces) no apice da pua en crecemento unha
gota da disolucién. Mediuse a lonxitude dos novos crecementos a partir dos
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microenxertos prendidos, tratados ou non con,®A 30 dias dende o inicio do

agromo das xemas da pua.

v

Figura 23. Preparacion da base da pua en forma de “V” para a realizacion dos micrognxéwas

Figura 24.(1-3) Preparacién do patrén e (4) introducién da pla nun microerxesit®m de castifieiro.
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MATERIAL ADULTD

MATERIAL ADULTO

MICRDENXERTADOD "IN vIvOD” MICRDENXERTADO “IN wIvVO"
UNHA VEZ DUAS VECES TRES VECES
INTRODUCION “IN VITRO" INTRODUCION “IN VITRO” INTRODUCION “IN VITRODY INTRODUCION “IN VITRO"
EXPLANTOS EXPLANTOS EXPLANTOS EXPLANTOS
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Figura 25 Proceso de microenxerto en sémi&ivo realizado no estudo.

85



Material e métodos

Taboa 10.Resumo dos diferentes ensaios de microenxgeiaxjin vivo realizados 6 longo do estudo.

. Pua Patron Series de o .
Especie microenxerto N° de microenxertos
Clon Orixe Clon Orixe

1 uenx: microbrotes procedentes do recultivo do calo basal ¢
TROBO | final dun ciclo de multiplicacién 4
20-4° yenx: nés e apices dos microenxertos precedentes

1° penx: 39 2° penx: 11
3° uenx: 14 4° penx: 15

3 1 penx: microbrotes procedentes do recultivo do calo basal 6
MUINOS | final dun ciclo de multiplicacion 4
2°-4° penx: nds e apices dos microenxertos precedentes

1° penx: 39 2° penx: 23
3° penx: 28 4° nenx: 24

1° penx(1): 16

%{tj)irrcus 1° penx(2): 3x24
1° penx: brotes procedentes de forzado (1) e brotes en repouso 2°-4° penx: 3x12
QRFa vexetativo (2) 12 59 penx: 21 9° penx: 3x8
2-12°: penx: nés e apices dos microenxertos precedentes 6° penx: 10  10°uenx: 3x10
7° penx: 16 11°enx: 3x12
8° penx: 21  12°enx: 3x8
< 1° penx: brotes procedentes de forzado Varios | Semente 1° penx: 3x8
MINO o L . 2 o :
2° uenx: nés do microenxerto precedente 2° penx: 3x12
1° penx: microbrotes procedentes de cullivwitro 60 dias 1° penx: 22
LOURA | despois de ser subcultivados 2 2° penx: 18
2° uenx: nés e apices do microenxerto precedente 3° penx: 18
1° penx: microbrotes procedentes de cullivwitro 60 dias 1° penx: 23
PAREDE | despois de ser subcultivados 2 2° penx: 18
Castanea 2° penx: nés e apices do microenxerto precedente 3° penx: 18
sativa EPSopn 1° penx: brotes procedentes de forzado 4 1°penx: 3x8  2° penx: 11

20-4° yenx: nés dos microenxertos precedentes 3° penx: 2 4° penx: 6

1° penx(1): 3x8
1° penx(2): 3x8
2° penx: 18

3° yenx: 6

1° penx: brotes procedentes de forzado (1) e brotes en repouso
SISTO | vexetativo (2) 3
2° uenx: nés e apices do microenxerto precedente
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2.4.7 - Multiplicacion in vitro dos explantos procedentes dos microenxertos
2.4.7.1 - Desenvolvemento dos microenxertos e reaillamento de explantos

No caso dos microenxertos realizadiosvitro, cando o enxerto prende, a pua
desenvolvese e deixase medrar ata uns 3-4 cm de longo. Posteriormente dividese en

explantos apicais e nodais de 1-2 cm, que se subcultivan de xeito convencional.

Respecto 6s microenxertas vivo, unha vez que prenden e se desenvolven as
puas, é preciso facer unha introducidm vitro dos explantos obtidos destas.
Previamente & reintroducidim vitro, os brotes procedentes das puas dividense en
fragmentos que son desinfectados superficialmente seguindo 0 mesmo esquema

indicado no apartado 2.2.3.

Unha vez acabado o proceso de desinfeccién, os fragmentos dividense en

explantos con unha ou duas xemas axilares, cunha lonxitude de 1-2,5 cm.

No medio de introducién emprégase unha concentracion de BA de I'mg-L
Unha vez que as xemas dos explantos comezan a agromar (Figura 26a), o que ten lugar
0s 20-30 dias dende a introducion no medio de cultivo, faise unha transferencia a medio
de multiplicacién convencional (ver apartado 2.2.4), e 6s 30-35 dias realizase o primeiro
subcultivo (Figura 26b).

2.4.7.2- Ensaios realizados in vitro sobre explantos reaillados

No caso do carballo, nos ensaios de introdudmwitro, tbmanse datos da
porcentaxe de contaminacion e reactividade, unha vez que se realiza a transferencia 6

medio de multiplicacion.

Unha vez que o material microenxertado se establece e multiplicéro,
avalianse as taxas de multiplicacion do material microenxertadoitiavitoo comoin
vivo, asi como as do material que non foi sometido a microenxerto. Compre destacar
gue os valores das taxas de multiplicacion do material procedente dos microanxertos
vivo son comparados cos do material control dende a suUa introdaoitno (SC1-
SCn) xa que ambos pasan de condiciéxgitro ain vitro. No entanto, no caso dos
microenxertosin vitro, as puas obtidas do material control obtivéronse cando dito
material xa acadou un certo grao de estabiliza@gitro, polo que os valores

compararonse a partir do momento de realizar os microenxartasro (SCx-Scy,

87



Material e métodos

sendo SCx o subcultivo no que se encontra o material control no momento de realizar 0s
microenxertosin vitro, e SCy o subcultivo ata o que se toman datos da taxa de
multiplicacion, sendo os subcultivos neste caso coetaneos).

En cada subcultivo tdbmanse datos de 3 repeticiéns de 8 ou 12 microbrotes por
cada tipo de material e por cada clon. Cando non houbo material dabondo (nos

primeiros subcultivos) non se fixeron repeticions, toméandose datos absolutos.

Figura 26. (a) Aspecto de explantos de carballo procedentes de puas enxertadas in vivo 6s 20-30 dias
tras a posta en cultivo, en medio con 1 nigde BA, e (b) 6s 28-35 dias da transferencia a medio con 0,2
mg- L* de BA, no momento previo 6 primeiro subcultivo.
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2.4.8 - Avaliacion do enraizamento in vitro

Para avaliar o enraizamerntovitro fanse ensaios comparativos entre o material

procedente dos microenxertos e o material que non se microenxertou.

Para facer os ensaios de enraizamento utilizanse microestacas procedentes de
microbrotes obtidos ¢ final dun ciclo de multiplicacién. As microestacas tefien unha
lonxitude entre 5 e 30 mm e poden ter, ou non, unha xema apical.

As variables analizadas nos ensaios de enraizamento son a porcentaxe de
enraizamento, o0 niumero de raices por micropUa enraizada e a lonxitude da raiz mais
longa por micropla enraizada. Estas variables midense 6s 7, 14, 21, 28 e 35 dias da

inducién do enraizamento.

A inducién do enraizamento consistiu nunha inmersion basal (Figura 27) durante
un periodo de tempo variable (45-120 s), nunha disolucién acuosa de 1 hue flB

e a posterior introducion en medio GD 1/3 (medio de expresion).

Na Taboa 11 resimense as probas de enraizamento realizadas.

Figura 27. Inmersién basal dun microbrote de carballo nunha disolucién 1 niglenAlB, antes de ser

establecido en medio de enraizamento.

89



Material e métodos

Taboa 11.Ensaios de enraizamento realizados no estudo (EPS base raiz: microbrotes enraizadgg @PERRBse calo: explantos con calo basal dg.EPS

A: apical; N: nodal; penx: microenxerto).

Material empregado no ensaio

Microestaquilla

Especie Clon pua Clon patrén Series pensin vitro | Series penxin vivo Tempo inmersion (s) Tipo Lonxitude N° penx
explanto (mm)
TROBO 1° 10, 20 120 A 15-30 3x8
MUINOS 1° 1° 120 A 15-30 3x8
120 A 15-30 3x12
Quercus robur QRFa —— - 10, 3°, 59, 8°, 12°
Varios - semente 45 N <10 312
B A 15-30 3x12
MINO - 10, 2¢ 120
N 15-30 3x12
EPScopa| Varios - semente - 19, 29, 4° 120 N <10 3x12
EPS base raiz 19, 39, 4°
EPScopa - 60 A 15-30 3x10
EPS base calo 40
XUV 9 raiz 1-2°, 30, 4°
EPScopa - 60 A 15-30 3x8
Castanea sativg XUV 9 calo 10
SISTO Varios - semente - 10, 2¢ 45e 120 N 15-30 3x12
EPS base raiz 1°
SISTO - 120 N/A 15-30 3x12
EPS base calo 10
SISTO EPS base raiz 19, 39, 4° - 60 A 15-30 3x8
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2.5 - Tratamento estatistico

No caso dos tratamentos que se fixeron en tres repeticibns, os datos
establecéronse en blogues 6 azar. Os datos foron tratados estatisticamente mediante
analise de varianza e tests de comparacion de medias (t de Student ou LSD), utilizando

0 paguete estatistico SPSS.

Os valores en porcentaxes transformaronse para a sua analise mediante

transformacion angular ou arcoseno, do xeito que se relata a continuacion:

Chamemosy 6 numero de micropuas enraizadas, microenxertos prendidos,
microbrotes contaminados, etp.a expresion das porcentaxes en tanto por oroe

namero de observaciéns realizadas por repeticion. Enton:

« Sey=0 » p=1/4n

+ Sely<nl——» p=yn

«+ Sey=n » p = (h—-1/4)/0,98n
A férmula do arcoseno empregada na transformacién sera:

Valor transformado = arcseyip

En tdboas e graficas exprésanse os valores sen transformar.
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IV - RESULTADOS
1 - Introducién in vitro do material vexetal
1.1 - Clons introducidos in vitro

Para levar a cabo os distintos ensaios propostos neste traballo foi necesario
establecer in vitro alguns clons de carballo (MINO e QRFa) e castifieiro (SISTO e EPS).
Os clons TROBO, MUINOS e QRF7Q4ercus robuy, e XUV 9, LOURA e PAREDE
(Castanea sativa) xa foran introducidos en traballos previos e dispufiase deirstocks

vitro en fase de multiplicacion.
1.2 - Introducion in vitro dos clons MINO, SISTO e EPS

Na Figura 28 mostranse os resultados da porcentaxe de contaminacion e da
reactividaden vitro do material procedente de forzado dos clons MINO e SISTO, e da

introducion directa de brotes procedentes da arbore do clon EPS.

Comprobase que a porcentaxe de contaminacion é moito mais elevada cando
introducimos material directamente do exterior que cando se realiza forzado de
segmentos de rama. No primeiro caso contaminaronse preto do 90 % dos explantos,

mentres que no material procedente de forzado non se supera o0 10 %.

Por outra banda, o material procedente de forzado ten unha reactividade inicial

elevada, encontrandose arredor do 86 % no clon MINO e do 97 % no clon SISTO.

100 A

90 A I

80 - M reactividade
70 contaminacion
60 -

% 50

40 A
30

20

gl N Fa

MINO (Q.robur) SISTO (C.sativa) EPS (C.sativa)
Figura 28. Contaminacion e reactividade (en %) dos explantos procedentes de forzado dos clons MINO e

SISTO, e contaminacion dos explantos tomados da arbore do clon EPS. s.d.: sen datos.
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1.3 - Introducién in vitro do clon QRFa

No forzado do clon QRFa utilizaronse tres tipos de varas (Figura 12). As varas
procedentes de madeira do Ultimo ano de crecemento non produciron brotes

aproveitables, mentres que as que tinian madeira de mais de un ano si.

As varas produciron unha media de 3-4 brotes aproveitables como explantos
para introducirin vitro. Os brotes foron agromando progresivamente, saindo 0s
primeiros 0s 15 dias de introducir as varas en auga, producindose un maximo arredor
dos 25 dias e descendendo logo progresivamente, non saindo mais brotes despois de 35-
40 dias.

Na Figura 29 pdédense apreciar os resultados da porcentaxe de contaminacion e
da reactividadén vitro do material procedente do forzado do clon QRFa. Como se pode
comprobar, a reactividade € maior cando se emprega o proceso de desinfeccion mais

suave que cando se emprega o mais forte.

Usando o tratamento mais suave, a porcentaxe de contaminacién non aumenta,
ou faino lixeiramente, polo que parece o tratamento mais axeitado para desinfectar os

brotes procedentes de forzado antes da sla introducion in vitro.

100

a
90 A
80 - ab
M reactividade
70 A L
contaminacion
" 60 -
0
50 A b
40 1 Condicidns desinfeccion
30 A ) _ 30 s en etanol 6 70 %
12 introducion . L .
20 A 15 min en lixivia 0,8 % Cl activo
10 4 22e 32 10 s en etanol 6 50 %
0% 0% introducion 10 min en lixivia 0,8 % Cl activo
0 A T T
12Introducion 22 Introducién 32|ntroducion

Figura 29. Contaminacién e reactividade (en %) dos explantos procedentes de forzado do clon QRFa,
para as tres introducioms vitro. Letras diferentes indican diferenzas significativas segundo o test LSD (P
<0,01).
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1.4 - Ensaio de medio base no clon QRFa

Na Figura 30 pddese apreciar a evolucion das taxas de multiplicaciéon no clon
QRFa, 6 longo dos 11 primeiros subcultivos, empregando os medios GD ou WPM.
Obsérvase como sempre acada maiores valores de multiplicaciéon o material cultivado
en medio WPM; asemade, o material cultivado en medio GD perdeuse no noveno
subcultivo, mentres que o material cultivado en WPM se mantivo ata a actualidade.
Deste xeito, podese concluir que, para este clon, o medio mais axeitado é o WPM, polo

que foi o utilizado en posteriores ensaios.

Os valores de multiplicacion son, en todo caso, bastante baixos, xa que en
moitos subcultivos toman valores por debaixo de 1, que se considera o minimo valor
para que exista unha multiplicacion efectiva. Esta baixa taxa de multiplicacion esta
relacionada, con toda seguridade, co alto grao de madurez deste clon, o que adoita ter
unha relaciébn negativa coa micropropagacion en xeral, e coa facilidade de

multiplicacion en particular (Bonga e Von Aderkas, 1982).

3,0

—— WPM
——GD

Limite de
multiplicacion
efectiva

0,0 T T T T T T T T T T
SC1 SC2 SC3 sC4  SC5 sC6  SC7 SC8 SC9 SC10 SCi1

Figura 30. Evolucion da taxa de multiplicacion (TM), 6 longo de 11 subcultivos (SC1-SC11), do material
do clon QRFa procedente de forzado, empregando os medios WPM e GD. Letras diferentes indican

diferenzas significativas segundo a proba t de Student mediante observacién por pares (P < 0,01).
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2 - Recultivo do calo basal
2.1 - Recultivo do calo eQuercusrobur L.
2.1.1 - Taxa de multiplicacion

Represéntanse a continuacion, para os clons TROBO, MUINOS e QRF73, os
resultados da taxa de multiplicacién dos distintos tipos de calos en cada recultivo, en
comparacion coas taxas de multiplicacion dos explantos nodais e apicais. Compre
recordar que denominamos ‘calo’ 6 conxunto formado polo explanto nodal, cun tamafio
demasiado pequeno para ser subcultivado independentemente, e polo calo que se forma
na sua base. Asi, distinguimos calos tipo 1: agueles nos que non se aprecian visualmente
xemas nin brotes; calos tipo 2: aqueles nos que se aprecian visualmente xemas axilares;

calos tipo 3: aqueles nos que se aprecian visualmente brotes < 1 cm (e xemas axilares).

Clon TROBO

Taboa 12.Taxa de multiplicacion dos tres tipos de calos (fronte 6 n° de recultivo - N° REC) e dos nos e
apices no clon TROBO. Letras diferentes (mailsculas en cada fila e mintsculas en cada columna) indican

diferenzas significativas segundo o test LSD (P < 0,05).

N° REC TIPO 1 TIPO 2 TIPO 3 NOS E APICES
1 1,18 £ 0,31D-a 2,24 +0,25B-a 2,79 + 0,43A-a 1,79+0,13C
2 0,69 £ 0,19C-b 0,88 £ 0,04BC-b 1,30 + 0,46B-b 1,79 +0,13A
3 0,33 +0,22C-b 0,82 £ 0,06B-b 0,89 £0,27B-b 1,79 +0,13A
4 0,57 0,70+ 0,17B-b 0,25 1,79+0,13A

Na Taboa 12 pddese observar como, no primeiro recultivo, os calos tipo 2 e 3
mostran unha taxa de multiplicacion significativamente maior a taxa de multiplicacion
dos nés e apices, mentres que a partir deste a media € menor. No caso dos calos tipo 1, a

taxa de multiplicacion é menor ca dos ndés e apices dende o primeiro recultivo.

Tamén se poden observar diferenzas na taxa de multiplicaciéon entre tipos de
calos para un mesmo recultivo (0o maior valor obsérvase nos tipo 3 e 0 menor nos tipo
1), méais marcado no primeiro recultivo que nos seguintes. Todos os tipos de calo perden

a sua produtividade progresivamente con sucesivos recultivos.
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A vista dos resultados, s6 achegaria unha taxa de multiplicacion maior ca dos

nds e apices o primeiro recultivo dos calos tipo 2 e 3.

Os datos pédense observar de forma gréafica na Figura 31.

NOS E
APICES
3,5+
—@©-T1PO1
3,0 - w
¢ TIPO2
25+ —&—TPO 3
2,04
™
1,5 4
1,0 H
0,54
0’0 I I I I
REC1 REC2 REC3 REC4
NC° recultivo

Figura 31. Taxa de multiplicaciéon (TM) dos diferentes tipos de calo (TIPO 1, TIPO 2, TIPO3), 6 longo
dos sucesivos recultivos (REC1, REC2, REC3, REC4), e dos nés e apices no clon TROBO. As barras
verticais representan a desviacion tipica das medias calculadas nas sucesivas repeticions. Cando non se

representa a desviacion tipica, os datos proceden dunha soa repeticion.

No noso traballo verificouse que 6 aumentar o namero de recultivo non so6
diminte a taxa de multiplicacion, sendn que tamén diminlde a calidade xeral dos nos e
apices obtidos do calo, facéndose mais grosos, con aspecto hiperhidrico e amosando con

maior frecuencia necrose apical.
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Clon MUINOS

Taboa 13. Taxa de multiplicacion dos tres tipos de calos (fronte 6 n° de recultivo - N° REC) e dos nés e
apices no clo MUINOS. Letras diferentes (maitsculas en cada fila e mindsculas en cada columna)

indican diferenzas significativas segundo o test LSD (P < 0,05).

N° REC TIPO 1 TIPO 2 TIPO 3 NOS E APICES
1 0,99 + 0,26C-a 2,34+020A-a  2,34+0,083A-a  1,49+0,26B
2 0,50 + 0,058B-b 0,81+0,19B-b 1,20 +0,055A-b 1,49%0,26A
3 0,43+0,27C-b  0,68+0,14BC-b  0,85+0,38B-c 1:49%0,26A
4 0,13 0,58 + 0,10B-b 0,70 1,49 £ 0,26A

Neste clon, igual que no anterior, os calos recultivaronse ata catro veces.

Os resultados obtidos neste clon son moi semellantes 6s do clon anterior en
canto a evolucion da taxa de multiplicacion. Os valores das taxas de multiplicacién son,
en xeral, mais baixas que no clon TROBO, o que pon de manifesto (ainda procedendo

de plantas nai de idade semellante) a diferente resposta en funcién do xenotipo.

A vista dos resultados amosados na Taboa 13, e expresados graficamente na
Figura 32, podese observar que, de novo, no primeiro recultivo, os calos tipo 2 (Figura
33) e 3 son mais produtivos que 0s nés e apices. Agora ben, neste clon, os calos tipo 2 e

3 non amosan diferenzas significativas entre eles.

O primeiro recultivo € o mais produtivo para os tres tipos de calos, diminuindo
significativamente a taxa de multiplicacién no segundo recultivo. Nos recultivos 3 e 4 0

descenso atenuase.
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Figura 32. Taxa de multiplicaciéon (TM) dos diferentes tipos de calo (TIPO 1, TIPO 2, TIPO3), 6 longo
dos sucesivos recultivos (REC1, REC2, REC3, REC4), e dos nés e apices no clon MUINOS. As barras
verticais representan a desviacién tipica das medias calculadas nas sucesivas repeticions. Cando non se

representa a desviacion tipica, os datos proceden dunha soa repeticion.

Figura 33. (a) Brotes procedentes de calos tipo 2 (6s 30 dias de recultivar por primeira vez) e (b) de
explantos nodais e apicais (6s 30 dias de subcultivar), no clon MUINOS. Obsérvese o maior crecemento

dos primeiros.
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Clon QRF73

A continuacion preséntanse os resultados obtidos no clon xuvenil de carballo.
Na Taboa 14 represéntanse o0s resultados da taxa de multiplicacion (expresados

graficamente na Figura 34), cos correspondentes resultados da andlise estatistica.

Taboa 14.Taxa de multiplicaciéon dos tres tipos de calos (fronte 6 n° de recultivo - N° REC) e dos nés e
apices no clon QRF73. Letras diferentes (mailsculas en cada fila e minGsculas en cada columna) indican

diferenzas significativas segundo o test LSD (P < 0,05).

N° REC TIPO 1 TIPO 2 TIPO 3 NOS E APICES
1 1,29 +0,51D 3,66 + 0,055B-a 4,67 £ 0,41A-a 2,62 +0,32C
2 1,37 2,45 + 0,25B-b 3,31 +0,22A-b 2,62 +0,32B
3 0,00 2,31 + 0,46A-b 2,44 + 0,46A-c 2,62 £0,32A
4 0,14 2,21 £ 0,31A-b 2,17 2,62 +0,32A
5 - 1,47 +0,45B-c 1,77 2,62 £0,32A
6 0,33 1,08 1,25

Podese observar claramente que no primeiro recultivo os calos tipo 3 amosan
unha taxa de multiplicacion significativamente superior & dos calos tipo 2, e ambolos
dous superior a taxa de multiplicacion dos ndés e apices.

Os calos tipo 1 presentan xa no primeiro recultivo unha taxa de multiplicaciéon

significativamente inferior a dos nos e apices.

Os valores de multiplicacién dos calos tipo 2 e 3 descenden paulatinamente cos
sucesivos recultivos (Figura 35), pero, a diferenza dos clons adultos, a taxa de
multiplicacion dos calos tipo 2 e 3 do clon xuvenil mantense durante un maior niamero
de recultivos 6 mesmo nivel ou superior que a dos nés e apices, pois nos adultos, a
partir do segundo recultivo, os calos xa mostran valores significativamente inferiores 6s

dos noés e apices.

A perda da capacidade para producir brotes, a medida que se incrementa o
namero de veces que se recultiva un calo, pode estar relacionada con un aumento da
necrose do tecido que forma o calo basal, o que se aprecia visiblemente porque o calo
vai tornando dunha cor clara a unha cor escura e perdendo consistencia (faise mais

‘friable”) 6 recultivalo sucesivamente (Figura 36).
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Figura 34. Taxa de multiplicacion (TM) dos diferentes tipos de calo (TIPO 1, TIPO 2, TIPO3), 6 longo
dos sucesivos recultivos (REC1, REC2, REC3, REC4, REC 5, REC 6), e dos nds e &pices no clon
QRF73. As barras verticais representan a desviacion tipica das medias calculadas nas sucesivas

repeticions. Cando non se representa a desviacion tipica, os datos proceden dunha soa repeticion.

2y

Brotes Recultivol Recultivo?2 RBkvo3 Recultivo4 Recultivo 5
novos

Figura 35. Aspecto dos microbrotes procedentes de calos, en funcidon do niamero de recultivo, no clon
xuvenil QRF73.

101



Resultados

Rec 1 Rec 2 Rec3 Rec4

Figura 36. Seccion de calos do clon xuvenil QRF73 en diferentes recultivos, onde se aprecia a progresion

da necrose.

2.1.2 - NUmero de brotes maiores de 1 cm

Na Taboa 15 preséntanse os datos, para os diferentes clons, do numero de brotes

maiores de 1 cm que achegan os diferentes tipos de calo nos diferentes recultivos, 6

final dun ciclo de multiplicacién, asi coma o valor medio que achegan nés e apices.

Taboa 15.Numero de brotes maiores de 1 cm para os tres tipos de calos (TIPO 1, TIPO 2 e TIPO 3), en
cada recultivo (N° REC), e para os nos e apices, nos clons de carballo TROBO, MUINOS e QRF73.

Letras diferentes (mailUsculas en cada fila e minlsculas en cada columna, dentro de cada clon) indican

diferenzas significativas segundo o test LSD (P < 0,05).

CLON R,\IéoC TIPO 1 TIPO 2 TIPO 3 ANPCI)C?EES
1 1,51 + 0,56A-a 1,85 + 0,04A-a 1,68 +£0,20A-a 1,51 +£0,09A
0,91 +0,20B-b 0,88+0,12B-b 1,06 £ 0,58AB-b 1,51 +0,09A
TROBO 3 0,53+0,21B-b 0,80+0,031B-b 0,76 +0,25B-b 1,51 + 0,09A
4 0,77 0,64 +0,16B-b 0,25 1,51 + 0,09A
1 1,64+0,77AB-a 1,97 +0,042A-a 1,62+0,17AB-a 1,20+0,22B
. 2 0,59+0,07B-b 0,86 +0,11AB-b 1,04 +0,03AB-b 1,20 +0,22A
MUINOS 3 0,59 + 0,29B-b 0,63 + 0,05B-b 0,72+0,24B-b 1,20 £0,22A
4 0,50 0,67 +0,16B-b 0,50 1,20 £ 0,22A
1 2,35+0,70BC 2,97+0,29AB-a 3,57 +0,37A-a 1,66 +0,37C
2 2,71 2,20+ 0,32AB-b 2,79+0,24A-b 1,66+0,37B
3 0,00 2,28 + 0,60A-b 2,23+0,20A-b 1,66 +0,37A
QRF73 4 1,00 1,99 + 0,39A-bc 2,07 1,66 +0,37A
5 - 1,31 +0,37A-Cc 1,55 1,66 +0,37A
6 0,33 1,08 1,25 1,66 £ 0,37
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Como se pode observar, o ndmero de brotes maiores de 1 cm diminde
significativamente do primeiro 0s seguintes recultivos, para os tres tipos de calo, nos
tres clons estudados. A partir do segundo recultivo, os valores tamén baixan, pero de
forma mais progresiva.

Nos clons adultos os valores dos calos soamente chegan a superar 6s dos
explantos convencionais no primeiro recultivo, mentres que nos posteriores son
menores ou non difiren significativamente con eles. Pola contra, non clon xuvenil, os
valores dos calos acadan valores semellantes 6s dos nés e apices durante mais recultivos
(ata 0 5° nos calos tipo 2), o que indica a maior capacidade deste clon para desenvolver
as xemas remanentes no calo. De feito, no clon xuvenil, a diferenza no numero de
brotes > 1 cm dos calos (Figura 37) con respecto 0s nos e apices foi moi marcada nos

primeiros recultivos, polo que, neste caso, este parametro é, polo menos en parte,
responsable do elevado valor das taxas de multiplicacion.

Comparando os distintos tipos de calo, os valores non amosan grandes
diferenzas entre eles, polo que se pode deducir que o numero de brotes maiores de 1 cm

non se ve influido de xeito determinante polo tipo de calo que se recultiva.

Figura 37. Aprécianse, no clon xuvenil QRF73, cinco brotes maiores de 1 cm sobre un calo recultivado
unha vez.
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2.1.3 - Lonxitude do brote mais longo

Este dato corresponde 6s valores da lonxitude do brote mais longo para cada tipo
de explanto 6 final dun ciclo de multiplicacion. Os valores mdstranse na Taboa 16, para
os diferentes clons, en sucesivos recultivos. Tamén se mostra o valor medio de varios

subcultivos de nos e apices.

Taboa 16.Lonxitude do brote mais longo (en cm) para os tres tipos de calos (TIPO 1, TIPO 2 e TIPO 3),
en cada recultivo (N° REC), e a media dos nos e apices, para os clons de carballo TROBO, MUINOS e
QRF73. Letras diferentes (mailsculas en cada fila e minGsculas en cada columna, dentro de cada clon)

indican diferenzas significativas segundo o test LSD (P < 0,05).

CLON Rl\ll;: TIPO 1 TIPO 2 TIPO 3 ANP?SEES
1 2,06 +0,39B-a 2,57 +0,05B-a 3,65+0,49A-a 2,63+0,19B
2 1,64 +0,28B-ab 1,57 £ 0,20B-b 1,80 +0,55B-b 2,63 +0,19A
TROBO 3 1,33 +£0,35B-b 1,39 +0,19B-b 152+0,59B-b 2,63+0,19A
4 1,53 1,22 +0,47B-b 0,40 2,63 +0,19A
1 2,10 +0,37B-a 2,72 +0,17A-a 3,17 +0,28A-a 2,18 +0,28B
. 2 1,17+0,36C-b  1,45+0,26BC-b 1,78 +0,10AB-b 2,18 +£0,28A
MUINOS 3 1,17 £ 0,25B-b 1,16 + 0,08B-b 153+0,59B-b 2,18 +0,28A
4 0,75 1,09 £ 0,32B-b 1,10 2,18 + 0,28A
1 2,42 +0,53B 2,73 +0,29B-a 3,41+0,31A-a 3,21 +0,18A
2 2,77 2,24 + 0,15B-b 2,79 +0,34A-b 3,21 +0,18A
3 0,00 2,18 £0,13B-b 2,26 +0,20B-c 3,21 +0,18A
QRFFS 4 15 2,32 £0,25B-ab 2,25 3,21 +0,18A
5 - 1,94 +0,14B-b 1,86 3,21+0,18A
6 1,06 1,52 1,42 3,21+0,18

Do mesmo xeito que o parametro do epigrafe anterior, os valores da lonxitude
do brote mais longo diminden de forma brusca no segundo recultivo, producindose

posteriormente unha diminucién menos acusada.

No primeiro recultivo, os explantos que presentan os brotes mais longos son
sempre os calos tipo 3. A diferenza de lonxitude entre os microbrotes procedentes dos
calos tipo 3 e os que achegan ndés e apices, no clon TROBO, podese apreciar na Figura
38.
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Nos seguintes recultivos, as diferenzas entre tipos de calos tenden a desaparecer,

presentando os nés e pices os valores mais elevados.

A diferenza neste parametro seguramente se debe a que, no caso dos explantos
convencionais, o desenvolvemento visible comeza 6s 10-15 dias dende o momento de
realizar o subcultivo, mentres que no caso dos calos o crecemento comeza 6 pouco
tempo da introducion en medio fresco, producindose unha diferenza moi notable no
desenvolvemento dos explantos 0s 15 dias de subcultivar (Figura 39).

Figura 38. Diferenza de lonxitude entre os microbrotes producidos por (b) explantos nodais e apicais e

(a) os producidos polo primeiro recultivo de calos tipo 3, no clon TROBO, és 30 dias de subcultivar.

Figura 39. Diferenza de crecemento entre os microbrotes producidos por (a) un calo recultivado unha vez

e (b) un explanto apical, 6s 15 dias de realizar o subcultivo, no clon MUINOS.
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2.1.4 - Porcentaxe de calos que se obtefien de cada tipo

Este dato representa a porcentaxe media de calos de cada tipo (1, 2 ou 3) que hai
nun determinado recultivo. Os valores obtidos méstranse na Taboa 17.

Taboa 17.Porcentaxe dos tres tipos de calos (TIPO 1, TIPO 2 e TIPO 3), en cada recultivo (N° REC),
para os clons de carballo TROBO, MUINOS e QRF73. Letras diferentes (mailsculas en cada fila e
mindsculas en cada columna, dentro de cada clon) indican diferenzas significativas segundo o test LSD (P
< 0,05).

CLON i TIPO 1 TIPO 2 TIPO 3
1 9,38 + 1,83C-a 49,86+ 3,47Ab  40,74+531B-a
2 16,00+ 1,81B-a  66,54+711A-a  16,91+7,53B-b
TROBO 1364+033B-a  67,91+570A-a 18,43 +536B-b
4 20,89 73,13 5,08
1 9,82 + 3,00C-a 59,16 +590A-a 30,99 + 1,99B-a
N 2 1281+554B-a  67,88+7,71Aa  19,30+217B-a
MUINOS 5 1457+9,01B-a  67,28+9,65A-a 18,14+ 0,64B-a
4 10,52 76,31 13,17
1 1333+6,33C-a  3462+088Bd  52,04+504Aa
2 832+515C-ab 52,10+ 11,16A-c 39,57 + 1,75B-b
3 4,08 +334C-ab  6422+263Ab  31,69+071B-bc
QRFTS 7.85+587C-ab  5578+0,31A-bc 36,37 +6,18B-b
5 0,00 + 0,00C-b 76,19+6,73A-a 23,81 +6,73B-C
6 15,79 63,16 21,05

De forma xeral, obsérvase que os calos tipo 1 son sempre 0s que se obtefien en
menor proporcion, non existindo diferenzas entre recultivos nos clons adultos, e sendo
estas pouco marcadas no clon xuvenil. Respecto 0s calos tipo 2 e 3, os valores mais
elevados correspondenlles 6s tipo 2 (salvo no primeiro recultivo do clon QRF73), os
cales tenden a aumentar nos sucesivos recultivos, a costa de diminuir os calos tipo 3.

Podese considerar normal que a porcentaxe de calos tipo 3 diminda despois do
primeiro recultivo, xa que se o numero de brotes maiores de 1 cm se reduce con cada
recultivo, é 16xico pensar que o numero de brotes menores de 1 cm tamén o faga, e con
eles o numero de calos tipo 3. Esta reducion expresaria a perda da capacidade de

multiplicacion dos calos 6 avanzar o numero de recultivos.

106



Resultados

2.1.5 - Porcentaxe de calos que se deixan de recultivar

Cando un calo non produce explantos nodais ou apicais 0 final dun ciclo de
multiplicacion, este non volve a recultivarse, considerandose que perde a capacidade de
producion de novos explantos. Na Taboa 18 modstranse os resultados deste parametro

para os diferentes tipos de calo, nos sucesivos recultivos, nos tres clons estudados.

Taboa 18.Porcentaxe de calos que se deixan de recultivar, en funcién do calo do que proceden (TIPO 1,
TIPO 2 e TIPO 3), en cada recultivo (N° REC), para os clons de carballo TROBO, MUINOS e QRF73.
Letras diferentes (mailsculas en cada fila e mindsculas en cada columna, dentro de cada clon) indican

diferenzas significativas segundo o test LSD (P < 0,01).

NO

CLON o TIPO 1 TIPO 2 TIPO 3
1 23,07 + 15,38A-a 2,05 + 3,55B-a 0,00 + 0,00B-a
2 33,33 + 0,00A-a 3,15 + 2,76B-a 0,00 + 0,00B-a
TROBO
3 47,61 + 8,25A-b 3,26 + 5,64B-a 0,00 + 0,00B-a
4 35,71 1,93 + 0,35a 0,00
1 44,73 +7,77A-a 2,65 + 2,64B-a 0,00 + 0,00B-a
N 2 24,60 + 11,02A-b 1,71 + 2,96B-a 0,00 + 0,00B-a
MUINOS
3 36,57 + 13,91A-a 2,78 + 4,81B-a 0,00 + 0,00B-a
4 75,00 7,32 £7,15a 0,00
1 42,13 + 11,81A 1,85 + 3,21B-a 0,00 + 0,00B-a
2 56,25 1,19 + 2,06A-a 1,85 + 3,21A-a
3 100 7,9+ 0,37A-a 0,00 + 0,00A-a
QRF73
4 85,71 2,08 + 3,61a 0,00
5 - 3,03 £5,25a 0,00
6 0,00 0,00 0,00

A porcentaxe de calos que se deixan de recultivar no caso dos calos tipo 1 é
sempre significativamente maior que no caso dos tipo 2 e 3. Entre os calos tipo 2 e 3

non se encontran diferenzas significativas.

A porcentaxe de calos tipo 2 e 3 que non se reaproveitan € sempre moi baixa,
non variando nos sucesivos recultivos. Estes valores son de esperar, xa que os calos tipo
2 e 3 se recultivan con xemas ou brotes menores de 1 cm, polo que sempre portan

puntos meristematicos que se poden desenvolver.
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2.2 - Recultivo do calo en Castanea sativa Mill.
2.2.1 - Taxa de multiplicaciéon

Na Figura 40 podense observar os valores da taxa de multiplicacion dos calos,
para os clons EPS (copa e base) e SISTO, nos sucesivos recultivos, comparados co
valor medio da taxa de multiplicacion dos nds e apices.

Os datos revelan diferentes comportamentos en funcion do material ensaiado.
No material EP&pa en todolos recultivos a taxa de multiplicacion dos calos € menor
que a taxa de multiplicacion media de nds e apices, a excepcion do primeiro recultivo,
no que as diferenzas non son significativas. Os valores maximos nos diferentes
recultivos encontranse en torno a 0,5. Todos os calos térnanse improdutivos no quinto

recultivo.

Pola contra, no caso do material ERsSos resultados son totalmente diferentes.
As taxas de multiplicacion nos sucesivos recultivos de calos mantéfiense en valores
proximos 0s valores de multiplicacion dos nés e apices durante moitos recultivos, sendo
significativamente superiores no primeiro recultivo. Os calos producen novos explantos
nos 17 recultivos analizados. Unha contaminacion microbiana dos cultivos no recultivo

18 impediu recultivos posteriores (nese momento quedaban 7 calos dos 24 iniciais).

Esta diferenza tan notable co material ER$on de manifesto que o estado
ontoxenético inflie decisivamente na capacidade produtiva dos explantos con calo, dun

xeito semellante a como o fai na multiplicacion dos nés e apices.

Respecto do clon SISTO, a taxa de multiplicacion dos nos e apices €, igual que
no clon EP§ypa significativamente superior a taxa de multiplicacion dos calos. No
entanto, salvo no segundo e terceiro recultivos, os valores das taxas de producion
encontranse, case de forma constante, por encima de 1. O numero de recultivos no que
os calos son produtivos tamén € moito maior que no material dg,EPl$egandose ata

o recultivo nimero 24, en que, a causa da contaminaciéon do material se detivo o ensaio.

Nos clons de castifieiro, unha diferenza moi importante a ter en conta respecto 0s
de carballo € que a calidade dos microbrotes non descende a medida que avanzan o0s

recultivos de calo (Figura 41).

108



Resultados

I EPScopa(N/A)

EE EPS base(N/A)
SISTO(N/A)

——calos EPScopa

—&— calos EPSbase

calosSISTO

N/A R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10R11R12R13R14R15R16 R17R18 R19 R20 R21 R22 R23 R24

Tipo de explanto
Figura 40. Taxa de multiplicacién (TM) dos calos, para os diferentes tipos de material de castifieigp,(EBBase € SISTO), 6 longo dos sucesivos recultivos (Rn).
Represéntase a media da taxa de multiplicacion (TM) dos nés e apices (N/A) durante o periodo de recultivo de calos. As barras verticais representan a desviacion tipica de

medias calculadas en sucesivas repeticions. Letras diferentes, mindsculas no clon EPS e mailsculas no clon SISTO, indican diferenzas significativas segundo o test LS|

(P<0,05).
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Figura 41. Microbrotes do recultivo (a) n° 15 no clon SISTO e (b) n°® 12 no clog.EPS

2.2.2 - Porcentaxe de calos que se deixan de recultivar

Na Taboa 19 incliense os resultados da porcentaxe de calos que se desbotan, en
cada recultivo, para cada un dos clons de castifieiro estudados.

Neste aspecto, tamén se observa como o estado ontoxenético inflie
decisivamente, xa que a diferenza entre o0 material procedente da copa e da base do clon
EPS é patente. Partindo de 24 calos en cada caso, 0s que proceden da copa soamente
producen brotes ata o 4° recultivo, non producindo nada no 5° recultivo, polo que son
desbotados. No caso do material procedente da base, a porcentaxe de calos que se tiran
€ sempre menor, chegando a producir brotes ata o 17° recultivo.

No caso do clon SISTO, a porcentaxe de calos que se desbotan oscila entre 0 0
% e 0 36 % 6 longo dos diferentes recultivos. Esta porcentaxe é significativamente mais
elevada nos primeiros recultivos, e a partir do 4° recultivo diminde notablemente.

Chegaronse a recultivar calos 24 veces consecutivas.
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Taboa 19.Porcentaxe de calos que se desbotan (fronte 6 n° de recultivo - N° REC) nos clons de castifieiro
EPS (copa e base) e SISTO. Letras diferentes na mesma columna indican diferenzas significativas
segundo o test LSD (P<0,05).

N° REC EPS copa EPS base SISTO
1 16,67 + 14,43 417 +7,21 15,22 + 12,25 ab
2 35,00 4,35 27,98 £ 8,94 bc
3 15,38 5,00 36,40+ 7,88¢C
4 45,45 0,00 13,92 + 10,90 ab
5 100* 26,32 5,00 £ 10,00 a
6 7,14 10,66 + 13,24 a
7 7,69 6,25+ 12,50 a
8 0,00 417+7,22 a
9 8,33 4,17+7,22 a
10 9,09 13,04
11 0,00 5,26
12 0,00 0,00
13 0,00 4,76
14 0,00 10,00
15 10,00 0,00
16 11,11 11,11
17 12,50* 0
18 13,33
19 7,69
20 18,18
21 12,50
22 0
23 0
24 50*

* Remate do ensaio

Na Figura 42 podese apreciar o grao de diminucion do numero de calos no
material EP{pae EP&ase tendo en conta que se parte inicialmente de 24 calos por cada
tipo de material, e como o faria (extrapolacién tedrica) no clon SISTO se se comezase a

recultivar co mesmo numero de calos.
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Obsérvase como no material de caracteristicas adultas se produce un importante
descenso inicial do niumero de calos produtivos, mentres que no de caracteristicas
xuvenis (EP&s9 0 descenso é mais suave. Pola contra, mentres que @ppaEPS
material se perde rapidamente, no clon SISTO permanece moitos mais recultivos,
pofiendo de manifesto unha vez mais as diferenzas interclonais na micropropagacion en
xeral (San José@t al, 1988; Juncker e Favre, 1989), e no recultivo de calos en

particular.

25 -

Ne calos ===EPScopa

= EPShase

SISTO

1 23456 7 8 91011121314151617 1819 2021222324

N¢ recultivo

Figura 42. Numero de calos que se recultivan para os diferentes tipos de material de castifigigg (ESP

EPSasc€ SISTO), 6 longo de sucesivos recultivos, partindo de 24 calos iniciais.
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2.3 - Natureza (axilar ou adventicia) dos brotes que emerxen a través do calo

Cando se recultivan calos tipo 1 (sen semas axilares visibles), e producen
microbrotes, estes parecen ter a sUa orixe, en moitas ocasions, no propio tecido do calo
(Figura 43). Nestes casos, xorde a dubida de se estes brotes proceden de xemas axilares
preexistentes, que emerxen dende a fraccion de caule do interior do calo, ou de
meristemas neoformados a partir do tecido do calo. Neste ultimo caso, aumentaria o

risco de perda da fidelidade clonal por mutacion somaclonal.

Unha vez realizado o ensaio proposto na Figura 16 (Material e métodos), nos
calos que procedian de fragmentos de caule sen xemas axilares visibles, non apareceron
microbrotes en ningun caso. Pola contra, cando a parte do caule que queda no interior
do calo levaba xemas axilares, unha certa porcentaxe destes calos tipo 1 produciron
microbrotes, un 55 % no clon de castifieiro EREFigura 44) e un 38 % no clon de
carballo QRFa.

Estes resultados inducen a pensar, loxicamente, que os microbrotes que emerxen
a través dos calos, proceden de xemas preexistentes sobre o caule, que quedaron ocultas
polo desenvolvemento do calo, e non son produto dun fenGmeno organoxenético, polo

que o risco de variacion somaclonal practicamente desaparece.

Figura 43. Brote que xorde do calo no clon QRFa.
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ce® 8
D o9s

Figura 44. (a) Grupo de calos procedentes de fragmentos de caule sen xemas axilares ou (b) con xemas

axilares, no clon ERS 6 final dun ciclo de multiplicacién.

2.4 - Célculo de producion estimada
2.4.1 - Taxa de multiplicacion utilizando o recultivo do calo basal

Para calcular as taxas de multiplicacion cando se utiliza o recultivo do calo basal

cOmpre utilizar a seguinte expresion:

a, +b,

™M=
an—l-l_bn—l

Sendo, a.: numero de nés e apices no subcultivo n
b,: numero de calos no subcultivo n

Por outra banda, se se desexa planificar a produciéon de ndés e apices para
enraizar 0 final dun determinado subcultivo, compre excluir os calos da ecuacion, pois
non se poden enraizar directamente. Definimos entén unha taxa de multiplicacion TM",
gue sera diferente a taxa de multiplicacién se s6 se subcultivaran nés e apices. Dita TM’
definese como o cociente entre 0s nés e apices que se producen nun subcultivo dado
(procedentes tanto de nds e apices como de calos) entre 0s nos e apices obtidos no

subcultivo precedente.

114



Resultados

Deste xeito, TM= B
an—1
Sendo,a,,: numero de nds e apices no subcultivo n

Ainda asi, comprébase experimentalmente que o0s valores da taxa de

multiplicacion tenden a acadar o mesmo valor incluindo ou non os calos no cociente.
O numero de nés e apices que se obtefien nun subcultivo ‘n’ son:
- Subcultivo convencional: a,, = a,_4 X TM
-Conrecultivodocalo: a, =a,_;XTM_+b,_, *xTM,
Sendo, TM taxa de multiplicacion de nés e apices
TMy: taxa de multiplicacion dos calos

b,.1: nimero de calos nun determinado subcultivo, incluindo calos
recultivados varias veces, tendo cada recultivo a sta correspondente taxa

de multiplicacién. Este ultimo termo incluiria:

bl,1= anox Cq, calos de primeiro recultivo no subcultivo n-1
b2.,1 = an3x C1x C,, calos de segundo recultivo no subcultivo n-1

b3..1 = an.ax C1x C,x Cj, calos de terceiro recultivo no subcultivo n-1

Din.i = apis1 X Cix Cyx Csz x Cj, calos recultivados i veces no

subcultivo n-1

Ci: porcentaxe de calos que non se desbotan no recultivo i

O valor de TM” dependera, loxicamente, do niumero de veces que se recultive un
calo. A continuacién mostrase o calculo tedrico de TM™ recultivando os calos dende 1

ata ‘n’ veces.
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Recultivando os calos 1 vez

Como xa se apuntou anteriormente:

a, =a, XTM_+b,_,XTM, = a,_, XTM_+a,_, XC; XTM,

Se, TM =_n
a'n—l
Entén, M= = 3 XTM* 8, %G XTM, ) B s e,
A A A
Se chamamos, = lim __a,
n-oca,,

Ese valora, permitiranos cofiecer o valor de TM" unha vez que se estabilice a

proporcion de cada tipo de explanto no sistema.

lim a,;
n-oa,,

Consideramos entoa,_; =

. . L b , 1
A férmula anterior podese escribir: TM'=a, =TM,_ + C xXTM, xa—

n-1
Os valores de,, e an.1 pddense considerar iguais, xa que ‘n’ tende a infinito:

&, = TM, + G xTM, x = = a, —TM, = G, xTM, x = =
a a

= a’-a,xTM, -C, xTM, =0

Queda, polo tanto, unha ecuacién de segundo grao, cuxa resolucién é a seguinte:

_TM, £/TM,2 +4xC,xTM,
" 2

Comprébase experimentalmente que o signo da ecuacion € positivo, xa que co
signo negativo os valores da taxa de multiplicacion son menores que 0, o cal non ten
sentido. Tal como se definiu TM", podese deducir a partir desa férmula que o seu valor

aumentara recultivando calquera tipo de calo con calquera valor de TP e C.
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Recultivando os calos 2 veces

Neste caso:

an = aAn1X TM + apnox C1x TPy + a,3XC1xCoxTP2

Se, TM =
an—l

Enton, TM =20 = _Ra* TMF 8, Gx TR+ 3 ;X Gx G, xTh, _
an—l an—l

=TM +hx C xTR +hx C,x C,xTPR,
g Ay

Considerando de novo os valorg®a,.;, cando n tende a infinita, ;= a,3 x a’

Entén,

a, =TM +ix CleFi +i2>< Clx C2><TF>2
a a

n n
Desenvolvendo a ecuacion anterior, obtemos unha nova ecuacién de terceiro grao:
al—alXTM—a X CyXTP,—Cy XC, X TP;=0

Dita ecuacion soamente ten unha solucion real e positiva, a cal sera a solucién para o
valor de TM".

Seguindo o razoamento anterior:

Recultivando os calos 3 veces:

ar — a2 XTM—aZXCyXTP,—a, XCyXCy, XTP,— C; X C, XCq XTP; =0

n_
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Recultivando os calos “i” veces:

a;fl - CIZTM - a,l:l_lclTpl - a,l:l_ZC:lCZTPZ - a,il_3C1C2C3TP3 — e
T “721 .G, C,TP_; —a,CC, C1TP_; — CiC, GTP, =0

A solucion da ecuacion que proporciona o valor de TM™ é a Unica raiz real e

positiva.

2.4.2 - Produciéon anual estimada

Coa axuda das formulas anteriores calculouse o efecto do recultivo do calo basal
sobre o rendemento da micropropagacion. Na analise considérase, a efectos de
simplificar os calculos, que se parte dun microbrote inicial, comparandose a producion
mediante subcultivo convencional (utilizando soamente nés e apices) coa producion
utilizando o recultivo do calo (Taboa 20). Distinguese a posibilidade de recultivar os
calos unha ou varias veces. Se desexasemos cofiecer a producion anual, e a principios
de ano tivésemos un numero“A” de brotes, deberia calcularse o produto dos valores da

Taboa 20 polo valor “A”.

Como se observa, nos clons TROBO e MUINOS prodlcese, cando se utiliza o
recultivo do calo basal, e ata o cuarto recultivo, un aumento de producion anual respecto
da técnica convencional, de 144 e 388 veces respectivamente. A taxa de multiplicacién
aumenta un punto ou mais en ambos clons. Como se pode observar, a taxa de
multiplicacion TM” tende a estabilizarse a medida que aumenta o niumero de veces que
recultivamos os calos, debido a que a proporcién de calos a partir dun certo numero de
recultivos, con respecto 0 total de explantos, € tan pequena que ten unha influencia

minima sobre as taxas de multiplicacion do conxunto.

No clon xuvenil QRF73 a producion aumenta, respecto do subcultivo
convencional, ata 70 veces ou mais a partir do 3° recultivo. A taxa de multiplicacion
pasa de 2,62 a 3,84.
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No clon SISTO, de castifieiro, sucede algo parecido 6s clons de carballo, o valor
de TM™ é practicamente o mesmo con 5 que con 10 recultivos, e pasase de obter 34

microbrotes a finais de ano a cerca de 3500 empregando o calo basal.

No material da base do clon EPS, a taxa de multiplicacion co recultivo do calo

estabilizase co 5° recultivo, incrementando a producion mais de 100 veces.

No material de ERga€ no que mais incidencia ten o uso do recultivo do calo
de todos os clons ensaiados, xa que mentres que a taxa de multiplicaciéon do subcultivo
convencional é préxima a 1, co que practicamente non haberia multiplicacion efectiva,
utilizando o recultivo do calo obtense un valor proximo a 1,58. Se se partise de 10 nés e
apices a primeiros de ano, utilizando o subcultivo convencional chegariase a finais de
ano con pouco mais de 14, mentres que utilizando o recultivo do calo obterianse cerca

de 1566 nds e apices, 0 que da unha idea clara do interese en recultivar os calos.
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Taboa 20.Producion de noés e apices 6 final dun ano de multiplicacion, nos clons TROBO, MUINOS, QRF73, SISEQe HIS,a partindo dun unico explanto,
comparando o subcultivo sen recultivo e con recultivo do calo basal, recultivando os calos unha (recl) ou mais veces (rec2-rec10). TM": taxa de multiplicacién utilizando o

recultivo do caloA: nimero de veces que se incrementa a producion, recultivando os calos, respecto 6 subcultivo de nds e apices. Represéntase o nimero de nos e apices
final dun ano de producion.

Con recultivo do calo basal

Especie Clon Variable  Subcultivo convencionat recl —— rec3 -y rech = recl0
Quercus NOs e apices 1082 100483 141473 153198 156163
robur TROBO ™ 1,79 2,67 2,76 2,78 2,79
A - 92,87 130,75 141,58 144,33
NOs e apices 120 27367 40956 45294 46488
MUINOS ™ 1,49 2,41 2,5 2,53 2,53
A - 228,55 342,04 378,27 388,24
NOs e apices 104620 4690836 6888320 7354067 7444549 7459128 7461214
QRF73 ™ 2,62 3,67 3,81 3,84 3,84 3,84 3,84
A - 44,84 65,84 70,29 71,16 71,30 71,32
Castanea NOs e apices 34 1387 2554 3100 3339 3439 3475 3498
sativa SISTO ™ 1,34 1,87 1,98 2,02 2,03 2,04 2,04 2,05
A - 41,38 76,21 92,52 99,65 102,64 103,7 104,39
NOs e apices 6189 316527 596429 682568 706692 711776 712848 713271
EPSase ™ 2,07 2,94 3,12 3,16 3,17 3,18 3,18 3,18
A - 51,14 96,36 110,28 114,18 115,00 115,17 115,24
Nés e apices 1,43 60 120,6 133,4 156,6
EPSopa ™ 1,03 1,44 1,53 1,55 1,58
A - 41,96 84,34 93,29 109,51
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Utilizando o recultivo do calo basal, a taxa de multiplicacion (TM”) tarda en
estabilizarse varios subcultivos. Isto débese a que se introducen progresivamente novos
calos, con distintas capacidades produtivas segundo o numero de veces que foron
recultivados, mentres que no cultivo de nds e apices a proporcion relativa de ambos
tipos de explanto se estabiliza rapidamente, e ademais presentan taxas de multiplicacion

mais homoxéneas 6 longo dos subcultivos.

Supofiendo que os calos fosen recultivados unha soa vez, a TM" dos clons

estudados evolucionaria segundo se representa na Figura 45.

Os valores de TM™ no primeiro subcultivo coinciden coa taxa de multiplicacion
dos nds e apices, xa que previamente non existen calos basais. Os valores de TM’
tenden a estabilizarse arredor do 5° subcultivo, cando se estabiliza a proporcion relativa

de cada tipo de explanto no sistema.

4,5 A
4,0 A
3,5 1
TROBO
3,0 1 .
—— MUINOS
2,5 1 QRF73
TM 20 A —SISTO
EPSbase
1,5 1
—EPScopa
1,0 1
0,5 A
0,0 1 T T T 1 1 1 T T 1 1 1

=
N
w
H
w
)]
~N
oo
o

10 11 12

n? Subcultivo

Figura 45. Taxa de multiplicacién 6 longo de 12 subcultivos incluindo o recultivo do calo basal (TM"),

para os diferentes clons estudados, considerando que os calos basais se recultivan unha soa vez.
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Como se observa na Taboa 18, canto mais se recultivan os calos, maior € o valor
de TM’, tendendo este a aproximarse a un valor estable. A evolucion do valor de TM”
recultivando os calos ata dez veces maostrase na Figura 46. Na maioria dos clons, cando
os calos se recultivan 4-5 veces acadase un valor moi préximo 6 de estabilizacion, xa
qgue é arredor dese numero de recultivo cando se acada unha proporcion fixa de cada
tipo de explanto (nés e apices, e calos basais). Entén, de xeito intuitivo, en termos de
maxima producion non mereceria a pena recultivar os calos mais de 4-5 veces, pois 0

valor de TM” non aumenta de forma significativa.

4,5 7
4,0
3,5 1
TROBO
3,0 .
= MUINOS
i 2,5 7 - QRF73
™
2,0 - —SISTO
EPSbase
1,5
——EPScopa
1,0 +
0,5 ~
0,0 T T T T T T T T T 1

N2 Recultivos

Figura 46. Valor de estabilizacién da taxa de multiplicacién incluindo o recultivo do calo basal (TM"),

para os diferentes clons estudados, recultivando os calos dende unha ata dez veces.
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2.4.3 - Estudo de rendibilidade

Se nun sistema de micropropagacion pretendemos obter a maxima producion 6
menor custo posible, compre determinar qué tipo de explantos se deben utilizar, pois a
rendibilidade pode variar en funcidon dos valores de multiplicacion que aporte cada un.
Como o calo basal non deixa de ser un explanto mais, a continuacion faise unha
pequena andlise da sua influencia nos custos e producién, ben sexa recultivando

diferentes tipos de calo ou recultivando varias veces un mesmo calo.

Xa que os diferentes tipos de calo soamente se distinguiron nos clons de
carballo, analizarase nestes qué tipos de calo € mais rendible recultivar. Debido a que
nos clons adultos s6 o primeiro recultivo achega elevadas taxas de multiplicacion, con
brotes de calidade, a analise farase para o primeiro recultivo. Nos clons de castifieiro

analizarase cantas veces se deben recultivar os calos.

De forma estandar farase un estudio de producion dun ano de duracién partindo
dun so6 explanto inicial. A producién medirase en explantos enraizables (n6s e apices) a

finais de ano.

Se chamamosy" 6 custo de subcultivar e manter un explanto en cultivo, para
obter o custo total na producion anual, habera que sumar tédolos explantos (nés, apices

e calos) que durante o ano estiveron en cultivo e multiplicalo por eseyalor “

Para saber o prezo 6 que nos sae cada explanto enraizable, habera que dividir a

suma anterior entre 0 numero de nos e apices obtidos a finais de ano.

A relacion seria a seguinte:

> axy

- Subcultivo convencional—=———
a3

- Con recultivo do calo bas , sendo:

a3y
a;

a: numero de nés e apices 0 inicio do subcultivo i
bi: nimero de calos 6 inicio do subcultivo i

a3 humero de nos e apices (explantos enraizables) 6 final do subcultivo nimero 12.
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Os calculos coas expresions anteriores, para cada un dos clons de carballo
(TROBO, MUINOS e QRF73), pédense observar na Taboa 21.

Comprébase que a mellor opcion para acadar a maior producién a un menor
custo unitario conséguese recultivando soamente os calos tipo 2 e 3. Isto sucede nos tres

clons estudados.

Taboa 21. Custo unitario de cada explanto a finais de ano recultivando distintas combinacions
de calos tipo 1, 2 e 3, para os clons TROBO, MUINOS e QRF73.

CUSTO UNITARIO

TIPO DE CALO TROBO MUINOS QRF73
Sen recultivo do calo 1,265<y 2,024x y 0,617y
Tipo 1 1,236x y 1,914x y 0,623y
Tipo 2 0,952xy 1,122<y 0,547y
Tipo 3 0,917x y 1,32%y 0,492y
Tipo1,3 0,919y 1,320< y 0,49% y
Tipo 1,2 0,952x y 1,126xy 0,554« y
Tipo 2,3 0,819y 1,001x y 0,470x y
Tipo 1,2,3 0,823x y 1,005« y 0,476xy

Por outra banda, nos clons de castifieiro analizase como varia o custo unitario

recultivando os calos unha ou varias veces (Taboa 22).

Segundo a analise da Taboa 22 o custo unitario tamén tende a acadar un valor
estable a medida que aumenta o numero de veces que se recultiva un mesmo calo. No
entanto, non sempre €& aconsellable recultivalos moitas veces, pois en EPScopa
soamente seria recomendable, dende o punto de vista econdmico, recultivar os calos
duas veces. No resto do material, o custo unitario € practicamente 0 mesmo nos ultimos
recultivos (ata o décimo), polo que o mais aconsellable é recultivar todos os calos, pois

obteremos a maxima producion.
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A evolucién do custo unitario, recultivando os calos unha ou varias veces, varia
de forma inversamente proporcional & evolucion da taxa de multiplicacion do sistema,
segundo se observa na Figura 47. Comprobase, polo tanto, que o custo unitario de cada
explanto producido depende altamente da taxa de multiplicacion do sistema, polo que o

recultivo do calo basal seré unha via de obter méis producién a menor custo

Taboa 22. Custo unitario de cada explanto a finais de ano recultivando os calos dende 1 ata 10

veces, para os clons EPS (copa e base) e SISTO.

CUSTO UNITARIO

NUmero recultivos

EP&opa EPSyase SISTO
Sen recultivo do calo 9,954 x y 0,934 xy 2,853 xy
1 3,834 xy 0,693 x y 1,763 x y
2 3,729 x y 0,671 xy 1,763 x y
3 3,859 x y 0,667 xy 1,751 xy
4 3,750 x y 0,666 xy 1,735 xy
5 0,666 xy 1,728 x y
6 0,666 x y 1,726 x y
7 0,666 x y 1,724 x y
8 0,666 x y 1,723 xy
9 0,666 x y 1,723 xy
10 0,666 x y 1,723 xy
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Figura 47. Taxa de multiplicacion (TM) e custo unitario (C.U.), nos clons SISTO e EPS (copa e base),

sen recultivar os calos basais (s/c) e recultivando os calos dende unha ata dez veces.
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3 - Ensaios de microenxerto
3.1 - Desinfeccion de landras (patréns) e xerminacion

Como se apuntou en ‘Material e métodos’, para preparar 0s patroOns necesarios
para realizar os microenxertds vitro dos clons TROBO e MUINOS, foi preciso a
introducionin vitro de landras cos cotiledons parcialmente seccionados e desprovistas

das cubertas externas.
Resumidamente, os tratamentos para o proceso de desinfeccion foron:
- Desinfecciéon 1: 30 s en 70 % etanol e 15 min en lixivia (0,8 % ClI activo).

- Desinfeccion 2: 120 s en 70 % etanol e 20 min en lixivia (1 % CI activo).

Taboa 23.Porcentaxe de contaminacion, landras Utiles e landras non xerminadas logo do proceso de
desinfeccion mediante dous tratamentos diferentes (ver texto) e posterior intradugitio. Letras
diferentes nas columnas indican diferenzas significativas segundo o test t de Student cunha significacién

P < 0,05. Mdstrase o valor de P para cada andlise.

Parametro Desinfecciéon 1 Desinfeccion 2 P
% Contaminacion 36 a 41 a 0,3
% Landras utiles 53a 37b 0,002
% Lapdras non 10 a 29 b 04
xerminadas '

Os resultados pédense observar na Taboa 23, onde se pode comprobar que unhas
condicions de desinfeccion mais estritas (22 tratamento) non provocaron un descenso da
porcentaxe de contaminacion. A maior parte da contaminacion microbiana foi patente
0s poucos dias de introducir as semeimt@gro (Figura 48). A xerminacion das landras

tivo lugar entre 7 e 15 dias tras a introducion in vitro.

Outro dato que resulta interesante é a porcentaxe de landras que non xermina.
Este valor foi maior no segundo tratamento. Isto pode ser debido a que as condicions de
desinfeccion, 6 ser mais fortes, produzan danos no embrion. Segundo Benson (1999) hai
certos tecidos, coma Ovulos inmaturos ou embridons, que tenden a ser facilmente

danados polos desinfectantes.
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O uso de patréns de 3-4 semanas implica un risco de que apareza contaminacion
tras a realizacion dos microenxertos (Figura 49), mesmo se estes se fan en condicions de
esterilidade, pois nun periodo tan curto de tempo non se pode asegurar que non haxa

esporas presentes nos patrons xerminados, podendo estas permanecer latentes sobre o
patron (Leifert e Cassells, 2001).

Figura 48. Contaminacion de landras 6s 7 dias dende a introdircigtro.

Figura 49. Microenxertoin vitro no que o patron esta contaminado por fungos.
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3.2 - Prendemento dos microenxertos
3.2.1 - Clons de Quercusrobu(TROBO, MUINOS, QRFa e MINO)
Clons TROBO e MUINOS
Na Figura 50 mdstranse os resultados do prendemento dos microenxertos nos

clons TROBO e MUINOS.

100 -

B TROBO

n=11 = MUINOS

% prend

ptuaSC ptuaRC 12 penx 22 penx 32 penx 42 penx

)L
T T

12 microenxertoinvitro Microenxertosin vivo

Figura 50. Porcentaxe de prendemento (% prend) dos microenxertos realizados nos clons TROBO e
MUINOS. Nos microenxertom vitro diferénciase o clon e o tipo de pta empregada: SC (procedente do
subcultivo convencional), RC (procedente de recultivo do calo basal). Dentro dos microanxértos
diferéncianse os distintos microenxertos en serie para cada clon, indicando na parte superior das barras o
namero (n) de microenxertos realizados en cada serie. As barras con liflas de dispersion representan a
desviacion tipica de 3 repeticions. Letras diferentes dentro dun mesmo clon indican diferenzas

significativas segundo o test t de Student, cunha significacion P < 0,05.

A porcentaxe de prendemento dos microenxertos varia, en xeral, entre un 25 e

un 55 %, non apreciandose grandes diferenzas entre os microenxertos in vitro e in vivo.

Nos microenxertosn vitro, o prendemento non varia significativamente, para

ningun dos dous clons, en funcién do tipo de pua empregada. Ainda asi, o prendemento
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medio € maior, para ambos clons, utilizando puas procedentes de microbrotes de calos
basais recultivados.

Tamén se tomaron datos da porcentaxe de contaminacién unha vez realizados os
microenxertosn vitro. Fixéronse 144 microenxertos dos que 13 se contaminaron (en

torno a un 9 %).

Nos microenxertosin vivo, a porcentaxe de prendemento non depende,
aparentemente, do numero de serie do microenxerto. Ainda asi, parece aumentar
lixeiramente do primeiro 0s seguintes microenxertos. No primeiro microenxerto, 0s
brotes utilizados como puas (microbrotes procedentes de citwitro, en concreto,
do recultivo do calo basal) foron diferentes 6s utilizados nos seguintes microenxertos da

serie (brotes procedentes do prendemento dos microenxertos precedentes).

No primeiro microenxerto utilizaronse microbrotes procedentes do recultivo do
calo basal, e non do subcultivo convencional de nds e apices, xa que se comprobou
previamente que o microenxerto é mais efectivo empregando ese material e non 0s
microbrotes convencionais, que tefien unha consistencia mais herbacea, que fai mais

dificil a insercidn da pua no patron.

O cuarto microenxertan vivo do clon TROBO amosa unha porcentaxe de
prendemento moi baixa. Isto pode ser debido, entre outras cousas, a que no momento de
realizalo, as xemas da pua que se desenvolveu logo do terceiro microenxerto comezaban
a agromar por segunda vez. O estado de crecemento activo da pua fixo que, ante a alta
demanda de nutrientes, o periodo transcorrido ata o prendemento resultara critico, pois
0 patron non estaba en condicions de proporcionarllos. Isto fixo que gran parte das

xemas secasen tras a realizacién do microenxerto.

O prendemento efectivo dos microenxertos detéctase claramente pola presenza
de calo de cicatrizacion a nivel da fendedura (Figura 51) e polo desenvolvemento da
pua (Figura 52). Asemade, as puas que non prenden, deseguida se necrosan. Nos
microenxertos realizados con brotes apicais, non sempre € a xema apical a que brota,

senodn que as veces € unha das xemas axilares da pua (Figura 52).

Ainda que non se fixo ningun ensaio especifico para avaliar o tempo de
prendemento, podese dicir de forma xeral que entre 1-3 semanas despois de

microenxertar se produce o prendemento, denotado polo agromo das xemas e o
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crecemento da pua; e aproximadamente entre 30-45 dias dende o momento do enxerto
remata a elongacion dos entren0s. Este € o momento escollido para proceder a

reenxertar ou a introducir in vitro o material da pua.

Figura 51. Calo de cicatrizacion a nivel da fendedura realizada no patron.

Figura 52. Desenvolvemento da plua en dous microenxerntostro que prenderon, no clon TROBO,
utilizando landras xerminad@s vitro como patron. No microenxerto da dereita € unha xema axilar a que

brota, ainda que a pUa proceda dun explanto apical.
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Clons QRFa e MINO

Na Figura 53 pddense observar os resultados da porcentaxe de prendemento dos
microenxertos in vivo realizados nos clons de carballo QRFa e MINO.

100

n=16 I
g0 || “QRFa }
= MINO n=21
80 A
n=10
70 A
n=16
60 A

6° 7° 8° 9° 100 110 120

%prend 50 A n=10
40 1 -
30 1 I
20 A
10 1
° | | | 3° | 4° | 5o |

1orp 1°fz 20

Numero de microenxerto en serie

Figura 53. Porcentaxe de prendemento (% prend) dos sucesivos ciclos de microenyermaos clons

QRFa (1°-12°) e MINO (1°-3°). No caso do primeiro microenxerto do clon QRFa diferéncianse os
realizados con puas procedentes de repouso (1°rp) dos realizados con puas procedentes de forzado (1° fz).
Nos casos nos que se realizou unha soa repeticion, indicase na parte superior das barras o nimero (n) de
microenxertos realizados.

Os datos de prendemento do clon QRFa permiten comprobar, como era de
esperar, que o éxito do primeiro ciclo de microenxertos realizado con puas procedentes
de brotes en repouso vexetativo foi menor ca nos enxertos realizados con brotes
procedentes de forzado. Agora ben, compre indicar que o 26 % de prendemento obtido
utilizando como puas brotes en repouso vexetativo € un resultado aceptable se soamente

se dispon deste tipo de material.

A porcentaxe media de prendemento, a partir do segundo microenxerto, €
sempre elevada (69-94%), o cal se pode considerar un resultado moi positivo,
semellante 6 obtido noutros estudos (Kothestc., 2001). A partir do 1° microenxerto

non existen diferenzas de prendemento entre os sucesivos ciclos da serie.
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De forma xeral, os ciclos de enxerto realizaronse a intervalos de 40 dias (o que
corresponde a uns 9 ciclos anuais. O final de cada ciclo, a partir do desenvolvemento da
pua (Figura 54), foi posible dispofier de 4,22 + 1,25 segmentos apicais e nodais, que
poden ser usados ben como puas para reenxertar ou ben como explantos para introducir

in vitro.

No clon MINO, a porcentaxe de prendemento é menor que no QRFa,
encontrdndose en valores comprendidos entre o 40 e o 50 %. Non se observan
diferenzas entre o 1° microenxerto, utilizando como puas brotes de forzado, e o segundo

e terceiro microenxertos da serie.

Nos microenxertofn vivo realizados neste traballo non se aprecian fenOmenos
de incompatibilidade, producindose na zona de enxerto unha union limpa, sen

proliferacion excesiva de calo (Figura 55).

Figura 54. Desenvolvemento da pUa unha vez prende un microenmesiteo do clon QRFa.
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Figura 55. Seccién da zona de enxerto nun microenxartavo no clon QRFa, onde se aprecia a unién

entre pUa e patrén, sen existir excesiva proliferacion de calo.

3.2.2 - Clons de Castanea sativa (EPS, SISTO, LOURA e PAREDE)
Clons EPS e SISTO

Nas Figuras 56 e 57 médstranse os resultados da porcentaxe de prendemento dos

microenxertos realizados nos clons EPS e SISTO.

Segundo se pode observar, o prendemento dos microenxertosnfeitins foi
netamente maior que o dos realizanoogivo, pasando de valores superiores 6 80 % no
clon EPS e 6 65 % no clon SISTO, a practicamente non superar o 30 % nos

microenxertos in vivo.

Respecto 0 tipo de patron utilizado nos microenxent@itro, non parece haber
diferenza en canto as taxas de prendemento entre utilizar segmentos de caule con calo

basal ou microbrotes enraizados.
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Unha vez realizados, os microenxertasvitro prenderon rapidamente e as
primeiras xemas xa se puideron ver agromando 6s 7 dias, chegandose a reaillar os
primeiros explantos 6s 30-35 dias (Figura 58), ainda que nalgun caso houbo que

cambiar os microenxertos a medio fresco e esperar outros 30-35 dias.

Nos microenxertos vivo, os valores de prendemento do 1° microenxerto son 0os
mais baixos, tanto utilizando como fonte de puas brotes de forzado ou brotes en repouso

vexetativo.

A duracién dos ciclos de microenxerto en serie foi, nos casos de menor duracion,
duns 60 dias. Debido & baixa porcentaxe de prendemento, nalgun caso non foi posible
obter unha cantidade de material suficiente para reenxertar e introducir in vitro 6 mesmo
tempo, polo que os primeiros brotes illados foron utilizados para facer o seguinte
microenxerto da serie, e esperouse 0 rebrote do fragmento de pua remanente sobre o
patron no microenxerto para poder introducir matenalitro, co que a duracién do
ciclo se alongou ainda mais. Nestes dous clons o microelxert@ foi menos exitoso
que nos clons de carballo, principalmente polo reducido desenvolvemento da pua

(Figura 59), que ralentiza o proceso de microenxerto en serie.
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Microenxertos utilizando o material EPScopa como puia sobre diferentes patrons
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Figura 56. Porcentaxe de prendemento (%Prend) dos microenxertos en serie realizados utilizando como pua mategjal s &Es das barras diferencian o tipo de
patrén (Plantulas: plantulas procedentes de semente de 3 semanas de idadeaiE P8 otes enraizados de ERSEP$.scCalo: calos basais de ERS XUV9 raiz: brotes

enraizados do clon XUV9). Na parte superior de cada barra méstrase o nimero de microenxertos realizados en cada un dos pasos da serie.
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Microenxertos utilizando o clon SISTO como pua sobre diferentes patrons

n=3
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Figura 57. Porcentaxe de prendemento (%Prend) dos microenxertos en serie realizados utilizando como pua material do clon SISTO. As cores das barras diferencian o tipo
de patrén (Plantulas: plantulas procedentes de semente de 3 semanas de igagdeiERBotes enraizados de ERSEPS.s.Calo: calos basais de ERS XUV9 raiz:
brotes enraizados do clon XUV9). Na parte superior de cada barra méstrase o nimero de microenxertos realizados en cada un dos pasos da serie. NoAfivoicroenxerto

do clon SISTO diferéncianse os que se fixeron con puas procedentes de brotes de forzado (1°fz) e de brotes en repouso vexetativo (1°rp).
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Figura 58. Desenvolvemento de dous microenxertosvitro 6s 35 dias da sta realizacion. Un

microenxerto realizado sobre (a) un brote enraizado e outro (b) sobre un calo basal.

Figura 59. Crecemento da pua 60 dias despois da realizacién dos microenmevies (a) no clon
EPSopae (b) SISTO.
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Clons LOURA e PAREDE

As porcentaxes de prendemento dos microenxdrtosivo dos clons de
castifieiro LOURA e PAREDE aparecen reflectidas na Figura 60.
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Figura 60. Porcentaxe de prendemento (% prend) dos sucesivos microenxertos an\geoidos clons
LOURA e PAREDE sobre patréns xuvenis. Indicase na parte superior das barras o nimero de
microenxertos realizados. No primeiro microenxerto da serie utilizaronse como plas microbrotes

cultivadosin vitro.

Respecto 6 1° microenxerto, antes de seren utilizados como material para obter
puas, os microbrotes vitro permaneceron no mesmo medio durante un periodo
correspondente a dous ciclos de multiplicacién (60 dias fronte 6s 30 convencionais).
Isto permitiu que os microbrotes acadasen un maior grao de lignificacion que no

subcultivo convencional, o que facilitou a insercidon das puas nos patrons in vivo.

A porcentaxe de prendemento movese en torno a un 60 %, que se pode
considerar un valor alto comparado cos resultados obtidos nos clons EPS e SISTO,
tamén de castifieiro. O prendemento do 3° microenxerto no clon LOURA foi baixo se

temos en conta o resto dos valores. Puido existir algan factor que influise neste
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parametro, probablemente unha falta de homoxeneidade no estado de lignificacién do
patron e da pua.

Ainda que non foi avaliado directamente neste traballo, un factor que ten
influencia no prendemento é a compatibilidade entre o grao de lignificacién dos brotes
gue se utilizan como puas e o dos patrons. Neste sentido, unha vez que un microenxerto
in vivo de castifieiro prende, ainda que o primeiro fluxo de desenvolvemento da pua
remata sobre os 20-35 dias (Figura 61), son necesarios 2-3 meses para que se acade 0

momento Optimo para obter novas puas e facer o seguinte microenxerto da serie.

Figura 61. Evolucion do crecemento dun microenxearnovivo do clon LOURA, dende o0 momento en
que a pua inicia a brotacién (1) ata que remata o primeiro crecemento en altura (5). (2): 5 dias, (3): 10
dias, (4): 15 dias, (5): 20 dias. Neste caso aplicousen@Aema apical para estimular a elongacion dos

entrends.

O crecemento dos microenxertos unha vez que prenderon foi reducido, do
mesmo Xeito que nos clons EPS e SISTO. Asi, aplicouse&AMaterial e métodos)
coa intencion de que os brotes desenvolvidos acadasen unha lonxitude suficiente para
realizar os microenxertos da serie en intervalos mais curtos. A aplicacion;®BA
a pua tivo un notable efecto sobre o crecemento (Figura 62). Na Taboa 24 exprésase o
efecto do GA no crecemento dos microenxertos e no numero de puas que se poden

obter de cada un.
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O feito de aplicar GA permite aumentar, tanto no clon LOURA como no
PAREDE, a lonxitude media do crecemento das puas en mais de 10 cm. Isto débese
principalmente 6 alongamento dos entrends, o que facilita a preparacion das novas puas

e 0 aproveitamento de todos os nos obtidos.

= b
=

Figura 62. Diferenza de crecemento entre dous microenxémt@s/o, no clon PAREDE, en funcién da

(a) aplicacién ou (b) non de GAGs 40 dias da realizacion dos microenxertos.

Taboa 24.Lonxitude das puas (L) e nimero de novas puas obtidas (N), aplicando ou non un tratamento

con GA, para os microenxertos vivo realizados nos clons LOURA e PAREDE, 6s 40 dias da

realizacion dos microenxertos.

CLON GA; L (cm) N

+ 17,06 + 5,88 6,20 + 1,40

LOURA
- 5,67 + 3,13 4,50 +£1,29

+ 17,61 +5,82 591+1,22

PAREDE
- 6,35 + 3,07 3,67 +£1,97
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3.3 - Efecto do microenxerto sobre a multiplicacion in vitro
3.3.1 - Introducién in vitro dos explantos procedentes de microenxertos in vivo

Na Figura 63 e 64 represéntanse, respectivamente, os resultados da
porcentaxe de contaminacién e da reactividade dos explantos introdircidt® a

partir dos microenxertas vivo dos clons de carballo.
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Figura 63. Contaminacién (% cont), 6s 35 dias da introdud@witro, dos explantos obtidos das puas

que se desenvolveron a partir dos microenxértasvo dos clons QRFa (1°-12° microenxertos) e MINO

(1° e 2° microenxertos). Nos explantos do 1° microenxerto do clon QRFa diferéncianse os explantos
procedentes de microenxertos feitos con puas obtidas de brotes de forzado (1°fz) dos de microenxertos

feitos con puas obtidas de brotes en repouso (1°rp). s.d.: sen datos.

A porcentaxe de contaminacion foi, no peor dos casos, dun 25 %, e en varias
ocasions foi nula, o que se pode considerar un resultado positivo, tendo en conta que se
introducen explantos procedentes de brotes que se desenvolveron en camara de

crecemento, onde non existen condicidns de esterilidade.

As condicidns de desinfeccidn resultan igualmente axeitadas en canto a que non

afectaron a viabilidade dos explantos.
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Figura 64. Reactividade (% react), 6s 35 dias da introduiorntro, dos explantos obtidos de puas que

se desenvolveron a partir dos microenxeinogvo dos clons QRFa (1°-12° microenxertos) e MINO (1° e

2° microenxertos). Nos explantos do 1° microenxerto do clon QRFa diferéncianse os explantos
procedentes de microenxertos feitos con puas obtidas de brotes de forzado (1°fz) dos de microenxertos

feitos con puas obtidas de brotes en repouso (1°rp). s.d.: sen datos.

A reactividade dos explantas vitro foi elevada, superando sempre o 80 %. No
caso do clon QRFa, os explantos procedentes dos microenxertos presentaron unha
reactividade superior 6s brotes procedentes de forzado de segmentos de rama, que se
introduciron como material control (ver apartado Q)contrario do que sucede cos
brotes procedentes de forzado, que debe introdutirsiro en estado herbéaceo, 6
material enxertado pddeselle deixar acadar un certo grao de lignificacion antes de
introducilo in vitro, o que permite que os explantos soporten mellor as condicions de

desinfeccion.
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3.3.2 - Taxa de multiplicacion in vitro do material procedente de microenxerto
3.3.2.1 - Clons de Quercusrobur
Clons TROBO e MUINOS

Na Figura 65 pddese observar que os explantos procedentes do material dos
clons TROBO e MUINOS microenxertado in vitro unha vez sobre un patrén procedente
de semente non melloran significativamente as taxas de multiplicacion respecto 0s
explantos procedentes de material sen enxertar (control). O mesmo sucede cos
explantos que proceden de material microenxertado 4 veces in vivo.

2,0

15

ETROBO

™™ 1,0 -
=MUINOS

0,5

0,0

control penxin vitro 4° yenxin vivo

Figura 65. Taxa de multiplicacion media de 7 subcultivos, para os clons TROBO e MUINOS, do
material control (sen enxertar), do procedente de microerixevitso (penxin vitro) e do procedente do
4° microenxerto en seria vivo (4° penxin vivo). Letras iguais, dentro de cada clon, indican que non

existen diferenzas significativas segundo o test LSD (P<0,05).
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Clons QRFa e MINO

Na Figura 66 obsérvase que a taxa de multiplicacién media (tras 27 subgultivos)
no clon QRFa, dos explantos control (procedentes de material sen enxertar) é
significativamente menor que a dos explantos procedentes de material microenxertado
de 3 a 12 veces. No entanto, isto non sucede cos explantos do material microenxertado

unha vez, nos que os valores non difiren significativamente respecto do control.

Se agrupamos as medias da taxa de multiplicacion en grupos de 9 subcultivos
(Figura 67) pbdese observar que as diferenzas co material control proddcense
principalmente nos 18 primeiros subcultivos, mentres que nos 9 Ultimos tenden a
desaparecer. Ainda asi, os valores medios dos explantos control e dos procedentes do
material microenxertado unha soa vez son sempre iguais ou menores que o0s dos

explantos procedentes do material microenxertado de 3 a 12 veces.

Estes resultados parecen amosar un efecto de revigorizacion mediado polo
microenxerto, que se manifesta, principalmente, nos 18 primeiros subcultivos,
atenuandose nos 9 seguintes subcultivos, de xeito que na maior parte dos casos xa non
hai diferenzas significativas co material control. Considérase que dita revigorizacion ten

polo tanto caracter temporal, ainda que o seu efecto perdura durante un longo periodo.

2,0 b b
b b
L5 1 a a
T™M 1,0 A
0,5 o
0,0
control 1%uenx 32uenx 52uenx 82uenx 12°%uenx

Figura 66. Taxa de multiplicacién media, para o clon QRFa, dos explantos procedentes do material
control (sen enxertar) e dos procedentes do material microenxarteido 1, 3, 5, 8 e 12 veces, para 0s
27 primeiros subcultivos tras a introducidm vitro. Letras diferentes indican que existen diferenzas

significativas segundo o test LSD (P<0,05).
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0,0

sc1-9 sc10-18 sc19-27
Figura 67. Taxa de multiplicacién media, para o clon QRFa, dos explantos procedentes do material

control (sen enxertar) e dos procedente do material microenxémtsto 1, 3, 5, 8 e 12 veces, para tres
grupos de 9 subcultivos (1-9, 10-18 e 19-27) tras a introduciditro. Letras diferentes indican que

existen diferenzas significativas segundo o test LSD (P<0,05).

No clon MINO, os valores da taxa de multiplicacion, para os 11 primeiros
subcultivos, dos explantos procedentes do material sen enxertar e do material
microenxertado in vivo unha e duas veces, non difiren significativamente (Figura 68).

16 -
14 4
1,2 -
1,0 -

™ 038 -

0,6 A

0,4 A

0,2 ~

0,0 - T T 1

control 1°uenxinvivo 22penxin vivo
Figura 68. Taxa de multiplicacion media, para o clon MINO, dos explantos procedentes do material
control (sen enxertar) e dos procedentes do 1° e 2° microeixeit® (Lenx), para os 11 primeiros
subcultivos tras a introducidim vitro. Letras iguais indican non que existen diferenzas significativas
segundo o test LSD (P<0,05).

146



Resultados

3.3.2.2 - Clons de Castanea sativa
3.3.2.2.1 - Microenxertos in vivo

O material de castifieiro no que se avaliou a taxa de multiplicacion corresponde
0s clons EPS e SISTO. En ambos clons realizaronse microenixevige ein vitro, e
comparouse a taxa de multiplicacibn dos explantos procedentes do material

microenxertado coa dos explantos control (de material sen enxertar).

Na Figura 69 mostranse os resultados das taxas de multiplicacion no clon EPS.
En primeiro lugar, compre facer referencia a que a taxa de multiplicacion do material
obtido de rebentos basais no clon EPS (ERSamosa un valor significativamente
maior que o do material da copa (o valor medio case se duplica), o que pon de
manifesto o efecto da topofise. Estes resultados son parecidos 0s obtidos por Sanchez e
Vieitez (1991), que compararon 0 comportamento de material da base e da copa de

cinco clons de castifieiro.

Se atendemos 06s valores da taxa de multiplicacion dos explantos obtidos do
material que foi microenxertado vivo, obsérvase que non hai efecto do microenxerto
sobre a taxa de multiplicacion durante os 14 primeiros subcultivos. No entanto, para os
subcultivos 21-26, a taxa de multiplicacion media é significativamente superior no
material microenxertado 3 veces que no control e no material microenxertado 1 vez, que

non presentan diferenzas entre eles (Figura 70).

Ainda asi, a taxa de multiplicacibn mantense en valores significativamente

menores que os do material da base.

No caso do clon SISTO (Figura 71), ainda que o valor da taxa de multiplicacién
aumenta nos explantos procedentes de material microenxertad@ duas veces, as
diferenzas non son significativas con respecto 0s explantos control, polo que non se

observan sintomas de revigorizacion no que respecta a este parametro.
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Figura 69. Taxa de multiplicacion media de explantos procedentes do material da copa e da base do clon
EPS (copa, base) e dos procedentes do material da copa sometido a 1-4 microenxertoi etveerie
(1°-4° penx), durante os 14 primeiros subcultivos. Letras iguais indican que non existen diferenzas

significativas segundo o test LSD (P<0,05).

2,0 A

™ 15

0,5

0,0 .
base copa 1°penx 3%uenx
Tipo de material
Figura 70. Taxa de multiplicacion media do material procedente da copa e da base do clon EPS (copa,
base) e do material da copa sometido a 1 e 3 microenxertos einséxe (1°-3° penx), durante os
subcultivos 21-29. Letras diferentes indican que existen diferenzas significativas segundo o test LSD
(P<0,001).
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2,0 ~
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control 1°penx 22penx
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Figura 71. Taxa de multiplicacion media, no clon SISTO, de explantos procedentes de material da copa
(control) e dos procedentes de material sometido a 1-2 microenixevigs (1° e 2° penx), durante os 15
primeiros subcultivos. Letras iguais indican que non existen diferenzas significativas segundo o test LSD
(P<0,05).

3.3.2.2.2 - Microenxertos in vitro
3.3.2.2.2.1 - Microenxerto in vitro de EPGpa sobre EP$ase

No que atinxe as taxas de multiplicacién dos explantos procedentes de material
microenxertado en seria vitro de EP§pa sobre EP&se (Figura 72), se os valores se
agrupan de dous en dous subcultivos, obsérvase un incremento temporal das taxas de
multiplicacion dos explantos procedentes de material microenxertado respecto do
material control, prolongandose este efecto tan s6 dous subcultivos tras o reaillamento
do material microenxertado. O efecto de revigorizacion faise mais patente agrupando os
valores de todo o material microenxertado (Figura 73). Este aumento puntual da taxa de
multiplicacion non parece depender de que o patrOn posua raices, xa que non existen
diferenzas entre explantos procedentes de material microenxertado sobre patrons
enraizados e os procedentes de material microenxertado sobre patréns con calo basal.
Tampouco se observan diferenzas significativas en funcion do nimero de microenxertos
0 que se someteu o material, polo que, neste caso, 0 microenxerto en serie non tivo

efecto positivo algun.
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A razén da mellora transitoria das taxas de multiplicacion nos dous primeiros
subcultivos poderia explicarse pola transmision puntual de nutrientes e/ou reguladores
do crecemento por parte do patron xuvenil mentres que o microenxerto se desenvolve, o
que permitiria mellorar temporalmente o estado fisioloxico do material adulto. O
separar 0 patron e a pua, estas substancias permanecerian no material adulto pouco
tempo, desaparecendo o seu efecto tras dous subcultivos.

En calguera caso, incluso nos primeiros subcultivos, a taxa de multiplicacién dos
explantos procedentes do material microenxertado esta moi por baixo da do material
EPSase.
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Tipo de material
Figura 72. Taxa de multiplicacion media dos explantos procedentes do material da copa e da base do
clon EPS (EP&pae EP$asd, dos procedentes do material de ER3nicroenxertado de 1 a 4 vedes
vitro sobre patrons enraizados de EREPScopa-1°uenxr-EPScopa-4°uenxr) e dos procedentes do
material de EPg,.microenxertadan vitro 4 veces sobre patrons con calo de FR&EPScopa-4°uenxc),
durante os 8 primeiros subcultivos (SC) tras o reaillamento, agrupados de 2 en 2 (indicados no interior

das barras). Letras diferentes indican que existen diferenzas significativas segundo o test LSD (P<0,05).
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Figura 73. Taxa de multiplicacion media dos explantos procedentes de material da copa e da base do clon
EPS (EPSpa€ EPSasd, € dos explantos procedentes de material microenxertado (agrupando o material
procedente do 1°, 2°, 3° e 4° microenxeiosgitro de EP§,s0bre patrons enraizados de ER® o
material procedente do 4° microenxdrtovitro de EP &, Sobre patréns con calo de ER$ durante os
8 primeiros subcultivos (SC) tras o reaillamento, agrupados de 2 en 2. Letras diferentes indican que

existen diferenzas significativas segundo o test LSD (P<0,05).

3.3.2.2.2.2 - Microenxerto in vitro de ERgy,a sobre XUV9

Respecto 6 material procedente dos microenxertos en serie ggaBBBre o
clon XUV9 (Figura 74), obsérvase un comportamento semellante ¢ do material
procedente de microenxertos utilizando como patrén material dgsERB5efecto de
revigorizacion obsérvase durante dous subcultivos tras o reaillamento, non aprecidndose

diferenzas en funcién do nimero de microenxertos realizados en serie.

Agrupando de novo os valores da taxa de multiplicacién de todos os explantos
procedentes do material microenxertado, de dous en dous subcultivos (Figura 75), a
distribucion € moi parecida a que se aprecia na Figura 73, desaparecendo o efecto do

microenxerto tras dous subcultivos.
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EPSbase EPScopa EPScopa-22uenxr EPScopa-32penxr EPScopa-42penxr
Tipo de material
Figura 74. Taxa de multiplicacion media dos explantos procedentes do material da copa e da base do
clon EPS (EP&pa € EPSasd € dos procedentes do material de ER®nicroenxertado de 2 a 4 veces
sobre patréns enraizados do clon XUV9 (EPScopa-2°uenxr-EPScopa-4°uenxr) durante os 8 primeiros
subcultivos (SC) agrupados de 2 en 2 (indicados no interior das barras). Letras diferentes indican que

existen diferenzas significativas segundo o test LSD (P<0,05).
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Tipo de material
Figura 75. Taxa de multiplicacion media dos explantos procedentes de material da copa e da base do clon
EPS (EP&pa€ EPS.sd € dos procedentes de material microenxertado (agrupando o material procedente
do 2°, 3° e 4° microenxertds vitro de EP§,p.s0bre patrons enraizados do clon XUV9), durante os 8
primeiros subcultivos (SC) agrupados de 2 en 2. Letras diferentes indican que existen diferenzas

significativas segundo o test LSD (P<0,05).
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3.3.2.2.2.3 - Microenxerto in vitro de SISTO sobre ERSe

Finalmente, no clon SISTO, o microenxentovitro non produciu mellora con
respecto a taxa de multiplicacion do material control, nin sequera nos primeiros
subcultivos (Figura 76). De feito, sorprendentemente, excepto para 0s explantos
procedentes de material microenxertado 1 vez, a taxa de multiplicacion dos explantos
obtidos de material microenxertado 2, 3 e 4 veces é significativamente menor que a do
material control. Neste caso, o feito de enxertar sucesivamente o material adulto sobre o
patrén xuvenil produciu un empeoramento nas taxas de multiplicacion. Descofiecemos
cal puido ser o factor que provocou esta resposta negativa do material microenxertado
varias veces.
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Figura 76. Taxa de multiplicacion media dos explantos procedentes do material sen enxertar do clon
SISTO (SISTO control), dos procedentes de material microenxéntaitoo de 1 a 4 veces (1°-4°uenxr)

e do material microenxetado vitro 1 vez sobre patrons con calo de RR$1°uenxc), durante os 8
subcultivos que seguen 6 reaillamento, agrupados de 2 en 2. Letras distintas indican que existen

diferenzas significativas segundo o test LSD (P<0,05).
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3.4 - Enraizamento in vitro do material procedente de microenxerto
3.4.1 - Clons de Quercusrobur
Clons TROBO e MUINOS

Na Taboa 25 mostranse os resultados da porcentaxe de enraizametrty
namero de raices por brote enraizado e lonxitude da raiz mais longa de microestacas de
material adulto dos clons TROBO e MUINOS (control), comparandoos cos de

microestacas obtidas de material microenxertaditro e in vivo dos mesmos clons.

Segundo se observa, a porcentaxe de enraizamento do material control do clon
TROBO non difire significativamente da das microestacas procedentes do material
microenxertadan vitro ouin vivo dudas veces. De forma global, obtéfiense uns valores
medios de enraizamento, 0s 28 dias, que varian entre un 17 % e un 37,5 %. Os brotes

non amosaron raices ata os 21 dias dende o estimulo auxinico.

O nuamero de raices por brote enraizado varia dende 1,50 ata 2,77, e a lonxitude
da raiz mais longa dende 1,53 ata 2,17 cm, tomandose ambos valores 0s 28 dias do

tratamento de enraizamento.

No clon MUINOS tampouco existen diferenzas significativas entre as
microestacas control e as procedentes do material microenxertado. Neste clon, as
primeiras raices detéctanse dende os 14 dias tras o tratamento de inducion do

enraizamento.

En canto 6 niumero de raices por brote enraizado e & lonxitude da raiz mais
longa, o primeiro varia entre 1,11 e 1,74, e a media da raiz mais longa varia, 0s 28 dias,
entre 3,69 e 4,65 cm.
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Taboa 25 Porcentaxe de enraizamento (E), nimero de raices por brote enraizado (N) e lonxitude da raiz
mais longa (L), 6s 7, 14, 21, 28 e 35 dias (D) dende o tratamento de inducién do enraizamento, nos clons
TROBO e MUINOS. Compéaranse microestacas de material sen enxertar (control) con microestacas de
material microenxertadm vivo e in vitro. A inducion do enraizamento realizouse mediante inmersion
basal durante 120 s nunha disolucién de 1 mg/mL de AIB, e posterior introduciéon en medio GD 1/3.
Utilizaronse microestacas apicais de 1,5-3 cm de longo. Indicase o nimero de subcultivo (SC) para cada
tipo de material no momento de realizar o ensaio de enraizamento. Letras iguais, dentro da mesma
columna e do mesmo clon, indican que non existen diferenzas significativas segundo o test LSD
(P<0,01).

Clon Material SC D E (%) N L (cm)
7 0 - -
14 0 - -
Control n 21 33,33 2,10 1,03
28 37,5a 2,22 2,17
7 0 - -
1° penxin 10 14 0 - -
vitro 21 16,66 1,66 0,71
TROBO 28 16,66a 1,50 2,03
7 0 - -
1° penxin 4 14 0 - -
Vivo 21 29,16 2,44 1,00
28 29,16a 2,77 1,66
7 0 - -
2° penxin 4 14 0 - -
Vivo 21 4,16 0,77 1,20
28 16,66a 1,93 1,53
7 0 - -
14 54,16 1,75 1,09
Control 70 21 60,83 1,84 2,56
28 66,66 1,77 4,65
35 70,83a 1,74 6,57
7 0 - -
B 10 penxin 14 62,5 1,49 0,78
MUINOS vitro 10 21 70,83 1,45 2,41
28 70,83 1,51 4,13
35 70,83a 1,55 6,02
7 0 - -
10 penxin 14 20,83 1,16 0,78
\ivO 4 21 25 1,16 2,62
28 33,33 1,11 3,69
35 33,33a 1,11 5,39
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Clons QRFa e MINO

Nas Taboas 26 e 27 amosanse o0s resultados dos distintos ensaios de

enraizamento realizados no clon QRFa.

De forma xeral, compre resaltar a baixa porcentaxe de enraizamento que se
obtén nas diferentes probas realizadas (sempre por debaixo do 25%), tanto para o
material control, coma para o material procedente dos microenxertos en serie.

No ensaio cuxos resultados se mostran na Taboa 26 utilizadronse microestacas
apicais de 1,5-3 cm de longo (Figura 77a), mentres que no ensaio cuxos resultados se
mostran na Taboa 27 utilizaronse microestacas nodais de < 1 cm de longo (Figura 77b).
En ningun dos dous casos se detectan diferenzas significativas en funcion do namero de
microenxertos realizados, nin en funcion do niumero de subcultivo, dentro do mesmo
tipo de material.

Respecto 6 nimero de raices por brote enraizado, os valores varian, 6s 35 dias,
entre 1 e 2, e a lonxitude da raiz mais longa toma valores, de forma xeral, entre 3 e 5

cm.

Figura 77. Microestacas enraizadas do clon QRFa, (a) procedentes de microestacas apicais de 1,5-3 cm

de longo, e (b) de microestacas nodais menores de un cm, 6s 35 dias da inducion do enraizamento.
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Taboa 26 Porcentaxe de enraizamento (E), nimero de raices por brote enraizado (N) e lonxitude da raiz mais longa
(L), 6s 14, 21, 28 e 35 dias (D) dende a inducién do enraizamento, no clon QRFa. Comparanse microestacas de
material sen enxertar (control) con microestacas do material microenxertado ém\dgd€1°, 3°, 5° e 12° penn

vivo). A inducién do enraizamento realizouse mediante inmersidn basal di2@nseunha disolucion de 1 mg/mL

de AIB, e posterior introducién en medio GD 1/3. Utilizaromseroestacas apicais de 1,5-3 cm de longadicase

0 numero de subcultivo (SC) para cada tipo de material no momento de realizar o ensaio de enraizamento. Letras

iguais, dentro da mesma columna, indican que non existen diferenzas significativas segundo o test LSD (P<0,01).

Material SC D E (%) N L (cm)
14 8,33 1,25 0,72
21 11,11 1,50 2,15
Control 26 28 13,89 1,41 3,99
35 13,89a 1,41 5,03
14 8,33 1,50 1,00
1° penxin 23 21 8,33 1,50 2,65
Vivo 28 8,33 1,50 4,55
35 8,33a 1,50 5,00
14 8,33 1,00 0,25
15 21 13,89 1,25 1,71
28 16,67 1,40 3,05
3° penxin 35 16,67a 1,50 4,18
Vivo 14 2,77 1,00 0,40
20 21 13,89 1,00 1,55
28 13,89 1,00 3,51
35 13,89a 1,00 4,05
14 0 - -
11 21 5,55 1,00 1,15
28 5,55 1,00 3,00
5° penxin 35 5,55a 1,00 4,75
Vivo 14 2,77 1,00 0,60
15 21 2,77 1,00 3,10
28 2,77 1,00 4,80
35 2,77a 1,00 7,50
14 2,77 1,00 0,30
7 21 2,77 2,00 2,50
28 5,65 1,50 2,55
8° penxin 35 5,55a 1,50 5,10
Vivo 14 5,55 1,00 0,15
10 21 11,11 1,00 1,66
28 11,11 1,16 3,70
35 13,88a 1,44 3,23
14 8,33 1,00 0,27
3 21 16,67 1,00 2,49
28 16,67 1,00 4,00
35 16,67a 1,00 5,92
14 13,88 1,50 0,64
12° penxin 5 21 16,67 1,80 2,03
Vivo 28 19,44 1,60 2,21
35 22,22a 1,43 3,18
14 2,77 1,00 0,30
10 21 5,55 1,00 0,90
28 11,11 1,00 2,07
35 11,11a 1,00 2,97
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Taboa 27 Porcentaxe de enraizamento (E), nimero de raices por brote enraizado (N) e lonxitude da raiz
mais longa (L), 6s 14, 21, 28 e 35 dias (D) dende a inducién do enraizamento, no clon QRFa.
Comparanse microestacas do material sen enxertar (control) con microestacas do material microenxertado
en seridn vivo (1°, 3°, 5° e 12° penx vivo). A inducién do enraizamento realizouse mediante inmersién
basal durant&l5 snunha disolucién de 1 mg/mL de AIB, e posterior introducion en medio GD 1/3.
Utilizaronsemicroestacas nodais menores de 1 cm de londdicase o nimero de subcultivo (SC) para

cada tipo de material no momento de realizar o ensaio de enraizamento. Letras distintas, dentro da mesma

columna, indican que existen diferenzas significativas segundo o test LSD (P<0,01).

Material SC D E (%) N L (cm)
14 0,00 - -
21 0,00 - -
Control 34 o8 0.00 i i
35 0,00a - -
14 2,77 2,00 1,50
1° penxin 31 21 2,77 2,00 3,20
Vivo 28 2,77 2,00 5,70
35 2,77a 2,00 7,00
14 13,89 1,33 0,60
3° penxin 28 21 13,89 1,58 2,01
Vivo 28 13,89 1,75 4,59
35 16,67a 1,66 5,02
14 5,55 1,50 1,00
5° penxin 26 21 8,33 1,25 1,80
Vivo 28 13,89 1,11 3,07
35 13,89a 1,11 4,24
14 2,77 1,00 1,00
8° penxin 29 21 2,77 1,00 3,10
Vivo 28 2,77 1,00 6,50
35 2,77a 1,00 8,20
14 2,77 1,00 1,30
12° penxin 18 21 2,77 2,00 3,00
Vivo 28 2,77 2,00 4,30
35 2,77a 2,00 7,00
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Na Téaboa 28 mostranse os resultados de enraizamento do clon MINO. A
porcentaxe de enraizamento é menor do 30 % en tédolos casos, e en ningun dos ensaios
se detectaron diferenzas significativas entre as microestacas do material control e as do
material microenxertado, polo que o microenxerto, nas condicions ensaiadas, non

permitiu mellorar a capacidade de enraizamento adventicio do material adulto.

Taboa 28 Porcentaxe de enraizamento (E), nimero de raices por brote enraizado (N) e lonxitude da raiz
mais longa (L), 6s 7, 14, 21, 28 e 35 dias (D) dende a inducién do enraizamento, no clon MINO.
Comparanse microestacas do material sen enxertar (control) con microestacas do material microenxertado
en seriein vivo dlas veces (1° e 2° pemx vivg). A inducién do enraizamento realizouse mediante
inmersion basal durante 120 s nunha disolucién de 1 mg/mL de AIB, e posterior introduciéon en medio
GD 1/3. Utilizaronse microestacas nodais e apicais de 1,5-3 cm de longo. Indicase o numero de
subcultivo (SC) para cada tipo de material no momento de realizar o ensaio de enraizamento. Letras
iguais, dentro da mesma columna, indican que non existen diferenzas significativas segundo o test LSD
(P<0,01).

Microplas  Material SC D E (%) N L (cm)

7 0 - -

14 0 - -
Control 13 21 8,33 1,00 1,50
28 12,50 1,00 2,18
35 12,50a 1,25 4,53

7 0 - -

e 14 0 - -
Nodais t‘/ie\’/gx'” 11 21 16,67 1,00 1,28
28 16,67 1,17 2,05
35 20,83a 1,11 1,76

7 0 - -

20 penxin 1 0 ) A
ol 11 21 20,83 1,17 1,43
28 20,83 1,17 1,97
35 20,83a 1,17 2,27

7 0 - -
14 417 2,00 0,20
Control 16 21 8,33 2,00 0,70
28 12,50 1,67 1,80
35 12,50a 1,67 2,57

7 0 - -
19 e 14 20,83 1,44 0,28
Apicais 552)"” 14 21 25,00 1,83 1,03
28 29,17 1,67 1,24
35 29,17a 2,00 1,40

7 0 - -
20 pemin 14 8,33 1,50 0,30
o 14 21 20,83 1,33 0,70
28 20,83 1,56 0,98
35 20,83a 1,56 1,23
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3.4.2 - Clons de Castanea sativa
Clon EPS

Na Taboa 29 moéstranse os resultados do ensaio de enraizamento realizado no
clon EPS, utilizando microestacas do material control e do material microenxertado en
serie in vivo. Inicialmente, comparando a capacidade de enraizamento do material
control en funcion do estado ontoxenético (ERSS EPSasd, Obsérvase que o material
ontoxeneticamente mais xuvenil (B3 enraiza significativamente mellor que o mais
maduro (EP&,9 (P<0,01).

Unha vez feitos os ensaios con microestacas procedentes de microenxerto, se se
comparan os valores de enraizamento de.fRP8&ontrol co material procedente de
microenxertoin vivo, non se observan diferenzas na porcentaxe de enraizamento,

independentemente do numero de ciclos de microenxerto en serie realizados.

As primeiras raices aparecen, na maior parte dos casos, 0s 14 dias da inducién
do enraizamento. O numero e lonxitude das raices acadan valores relativamente baixos,
incluso para o material de ERS que amosa uns valores moi semellantes 6 material
EPSopa

Por outra banda, no que atinxe 6s ensaios de microenxerto in vitro, na Taboa 30
mostranse os datos do ensaio de enraizamento no que se compara o material control
(EPSopae EP®asg O material de ER§amicroenxertado en serie in vitro sobre RS
Neste novo experimento, a diferenza entre o material da copa e o da base segue a ser
significativa. No entanto, o microenxerto en seite vitro non tivo efecto no
enraizamento adventicio. Tampouco se observaron diferenzas en funcion de se o

microenxerto foi realizado sobre patréns enraizados ou sobre patrons con calo basal.

Neste segundo experimento, os valores dos parametros analizados son algo mais
elevados que os do primeiro experimento, seguramente debido a que se utilizaron
microestacas apicais, mentres que no outro se utilizaron microestacas nodais. Moore
(1984) demostrou que as auxinas son sintetizadas no meristema apical, polo que a

producion de auxina endoxena nos apices puido ter influencia no mellor enraizamento.
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Finalmente, na Taboa 31 pddense observar os resultados comparativos de
enraizamento de microestacas procedentes do material control gg,ERI® material
EPSopamicroenxertado en serie vitro, esta vez sobre o clon XUV9. Do mesmo xeito
gue no experimento anterior, 0 microenxerto en serigtro non produce mellora no
enraizamento. Tampouco se observaron diferenzas en funcién do tipo de patron

empregado (patréns enraizados ou patréns con calo basal).

Taboa 29 Porcentaxe de enraizamento (E), nUmero de raices por brote enraizado (N) e lonxitude da raiz
mais longa (L), 6s 7, 14, 21, 28 e 35 dias (D) dende a inducién do enraizamento, no clon EPS.
Comparanse microestacas do material control (EPS EPS,,) (sen enxertar) con microestacas
procedentes de material de ERamicroenxertado en serie vivo (1°, 2° e 4° peni vivo). A inducion

do enraizamento realizouse mediante inmersion basal dura@tsnunha disolucion de 1 mg/mL de

AIB, e posterior introducién en medio GD 1/3. Utilizaronse microestacdais de 1,5-3 cm de longo.
Indicase o nimero de subcultivo (SC) para cada tipo de material no momento de realizar o ensaio de
enraizamento. Letras distintas, dentro da mesma columna, diferenciando mailsculas (test t de Student) e

minudsculas (test LSD), indican que existen diferenzas significativas (P<0,01).

Material SC D E (%) N L (cm)
7 0,00 - -
14 11,11 1,25 0,40
EPSopa 26 21 16,67 1,83 0,97
28 22,22 1,83 1,66
35 27,78aB 2,18 2,18
7 0,00 - -
14 41,67 2,47 1,08
EPSpase 30 21 63,89 2,83 1,83
28 66,67 2,85 2,34
35 72,22A 2,83 2,48
7 0,00 - -
10 penxin 14 2,78 1,00 0,20
\ivO 17 21 2,78 1,00 1,00
28 5,55 1,00 1,35
35 5,55a 1,00 3,05
7 0,00 - -
20 penxin 14 0,00 _ )
Vivo 5 21 5,55 1,00 0,65
28 16,67 1,50 1,20
35 27,78a 1,36 1,58
7 0,00 - -
49 penxin 14 5,55 1,00 0,40
Vivo 5 21 11,11 2,33 1,70
28 13,89 2,00 3,19
35 16,67a 1,50 3,87
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Taboa 3Q Porcentaxe de enraizamento (E), nimero de raices por brote enraizado (N) e lonxitude da raiz
mais longa (L), 6s 7, 14, 21, 28 e 35 dias (D) dende a inducién do enraizamento, no clon EPS.
Comparanse microestacas do material control (EP& EPS,) (sen enxertar), con microestacas
procedentes do material EBs microenxertado en seria vitro sobre patrons enraizados (1°, 2° e 4°
penxin vitro) e sobre patrons con calo basal (4° penxitro) do material EPSse A inducién do
enraizamento realizouse mediante inmersién basal d@re@unha disoluciéon de 1 mg/mL de AIB, e
posterior introduciéon en medio GD 1/3. Utilizaronse microestapasisde 1,5-3 cm de longo. Indicase

0 nuamero de subcultivo (SC) para cada tipo de material no momento de realizar o ensaio de enraizamento.
Letras distintas, dentro da mesma columna, diferenciando maidsculas e mindsculas, indican que existen

diferenzas significativas segundo o test LSD (P<0,01).

Material Patrén SC D E (%) N L (cm)
7 0,00 - -
14 27,78 4,92 1,09
36 21 41,66 5,20 2,12
28 47,22 5,33 3,05
EPSuopa i 375 470,,2020aB E‘i,78 _3,67
14 20,00 3,94 0,58
45 21 33,33 3,58 1,43
28 36,67 3,87 2,43
35 43,33aB 3,72 3,21
7 0,00 - -
14 70,00 4,50 1,28
EPS)ase - 49 21 100 4,97 2,29
28 100 5,37 3,19
35 100A 5,43 4,20
7 0,00 - -
14 19,45 2,67 1,17
4 21 44,44 2,60 1,71
. . 28 44,44 2,85 2,67
10 yenxin  Micropuas 35 44,443 3,08 3,49
. enraizadas
vitro de EPS, 7 0,00 - -
ase 14 0,00 - -
12 21 12,50 2,00 0,60
28 16,67 2,00 1,32
35 25,00a 3,17 2,05
7 0,00 - -
30 penxin Micrc_)puas 14 13,33 1,67 0,45
vitro enraizadas 4 21 26,67 2,50 1,04
de EPSace 28 33,33 2,30 1,31
35 40,00a 2,19 1,60
7 0,00 - -
49 penxin Micrc_)puas 14 16,67 4,25 1,07
vitro enraizadas 1-2 21 36,67 3,82 1,60
de EPSace 28 36,67 4,15 2,55
35 36,67a 4,02 3,88
7 0,00 - -
. 14 0,00 - -
4 \‘/‘ifrrt‘)x'” CE"JI‘D'OSjaie 4 21 8,33 6,50 1,85
28 16,67 3,50 1,29
35 20,83a 2,88 1,90
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Taboa 31 Porcentaxe de enraizamento (E), nimero de raices por brote enraizado (N) e lonxitude da raiz
mais longa (L), 6s 7, 14, 21, 28 e 35 dias (D) dende a inducién do enraizamento, no clon EPS.
Comparanse microestacas do material control {EP%sen enxertar), con microplas procedentes do
material EP§,, microenxertado en serie vitro sobre patrons enraizados (1°-2°, 3° e 4° |reniro) e

sobre patréns con calo basal (1° penxitro) do clon XUV9. A inducién do enraizamento realizouse
mediante inmersién basal duraé@ snunha disolucién de 1 mg/mL de AIB, e posterior introducién en
medio GD 1/3. Utilizaronse microestacgscaisde 1,5-3 cm de longo. Indicase o numero de subcultivo

(SC) para cada tipo de material no momento de realizar o ensaio de enraizamento. Letras iguais, dentro da

mesma columna, indican que non existen diferenzas significativas segundo o test LSD (P<0,01).

Material Patrén SC D E (%) N L(cm)
7 0,00 - -
14 20,00 3,94 0,58
EPSopa - 45 21 33,33 3,58 1,43
28 36,67 3,87 2,43
35 43,33a 3,72 3,21
7 0,00 - -
10-20 jienx Microptias 14 4,17 1,00 sd
in vitro enraizadas 25-6 21 16,67 1,00 sd
de XUV9 28 25,00 3,28 1,65
35 25,00a 3,94 2,38
7 0,00 - -
30 penxin Micropuas 14 4,17 3,00 sd
Vitro enraizadas 5 21 12,50 2,25 sd
de XUV9 28 16,67 2,17 1,97
35 16,67a 2,17 3,38
7 0,00 - -
49 penxin Micropuas 14 8,33 1,00 sd
Vitro enraizadas 3 21 12,50 1,50 sd
de XUV9 28 16,67 2,00 2,08
35 16,67a 2,00 2,73
7 0,00 - -
. 14 12,50 6,00 sd
1° pemdn C)?L'j’\jgde 25 21 25,00 5.67 sd
28 37,50 3,97 2,23
35 41,67a 4,25 3,14
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Clon SISTO

Na Taboa 32 mostranse os resultados dos ensaios de enraizamento no clon
SISTO, comparando os valores do material control cos do material microenxertado en
seriein vivo duas veces. Nos ensaios de enraizamento analizaronse dous tempos de

inmersion diferentes na disolucidon auxinica.

Dun xeito semellante 6 que sucede no clon EPS, o microernxefitm en serie

non produce mellora na porcentaxe de enraizamento.

Respecto 6 microenxertm vitro do clon SISTO sobre patrons do material
EPSase Nun primeiro experimento (Taboa 33), non se atoparon diferenzas no
enraizamento do material control e do material microenxertado unha vez, tanto nos
microenxertos feitos sobre patréns enraizados coma or realizados sobre patréns con calo

basal.

Nun segundo experimento, realizando microenxerto enisevigro (Taboa 34),
o material procedente do 4° microenxerto en serie amosa unha porcentaxe de
enraizamento significativamente superior & do material control e a4 do material
procedente do 1° microenxeiito vitro. Ainda asi, tratase de valores de enraizamento
que se poden considerar moi baixos, non superandose o0 17% de media no 4°
microenxerto da serie. Esta Ultima proba foi repetida (datos non mostrados), non

atopandose diferenzas significativas entre o material control e o microenxertado.
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Taboa 32.Porcentaxe de enraizamento (E), nimero de raices por brote enraizado (N) e lonxitude da raiz
mais longa (L), 6s 7, 14, 21, 28 e 35 dias (D) dende a inducidon do enraizamento, no clon SISTO.
Comparanse microestacas do material control (sen enxertar) con microplas do material microenxertado
en seriein vivo ddas veces (1° e 2° penxvivg). A inducién do enraizamento realizouse mediante
inmersion basal duran#s e 120 snunha disolucién de 1 mg/mL de AIB, e posterior introducion en
medio GD 1/3. Utilizaronse microestacas nodais de 1,5-3 cm de longo. Indicase o nimero de subcultivo
(SC) para cada tipo de material no momento de realizar o ensaio de enraizamento. Letras iguais, dentro da
mesma columna e de cada tempo de inmersion basal, indican que non existen diferenzas significativas
segundo o test LSD (P<0,01).

Ti Material SC D E (%) N L (cm)
7 0 - -
14 0 - -
Control 9 21 11,11 1,00 1,30
28 11,11 1,00 2,35
35 11,11a 1,00 4,44
7 0 - -
o , 14 0 - -
a5s 1 t‘/ﬁ/’(‘)x'” 5 21 0 ; :
28 0 - -
35 2,78a 1,00 0,70
7 0 - -
o , 14 0 - -
2 L\jﬁ/r;xm 3 21 0 i )
28 0 - -
35 Oa - -
7 0 - -
14 0 - -
Control 16 21 2,78 1,00 2,50
28 8,33 1,00 3,15
35 11,11a 1,00 3,15
7 0 - -
o . 14 4,17 1,00 0,70
120s ! '\“‘/ievgx'” 12 21 4,17 1,00 3,10
28 8,33 1,50 3,85
35 8,33a 1,50 4,85
7 0 - -
o , 14 0 - -
2 t‘/ﬁ/gx'” 10 21 0 - ]
28 0 - -
35 2,78a 1,00 1,50
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Taboa 33.Porcentaxe de enraizamento (E), nimero de raices por brote enraizado (N) e lonxitude da raiz
mais longa (L), 6s 7, 14, 21, 28 e 35 dias (D) dende a inducidon do enraizamento, no clon SISTO.
Comparanse micropuas do material control (sen enxertar), con microptas do material microeinxertado
vitro (uenxin vitro) sobre patréns enraizados enraizadas e sobre patrons con calo basal do material
EPS.ase A inducion do enraizamento realizouse mediante inmersién basal durante 120 s nunha disolucién
de 1 mg/mL de AIB, e posterior introducion en medio GD 1/3. Utilizaronse micropldas nodais e apicais de
1,5-3 cm de longo. Indicase o numero de subcultivo (SC) para cada tipo de material no momento de
realizar o ensaio de enraizamento. Letras iguais, dentro da mesma columna e de cada tempo de inmersion

basal, indican que non existen diferenzas significativas segundo o test LSD (P<0,01).

Microestacas  Material Patron SC D E (%) N L (cm)
7 0 - -
14 0 - -
Control - 16 21 2,78 1,00 2,50
28 8,33 1,00 3,15
35 11,11a 1,00 3,15
7 0 - -
. 10 enx Micrqpt’;as 14 2,78 1,00 0,40
Nodais inVitro enraizadas 3 21 5,56 1,00 1,00
de EPSase 28 13,89 1,67 1,98
35 13,89a 1,67 3,06
7 0 - -
1°penx  Calos de 14 0 p i
in vitro EPS ase 2 2 ’ i i
28 0 - -
35 Oa - -
7 0 - -
14 8,33 1,75 0,60
Control - 18 21 16,67 1,33 1,68
28 19,45 1,28 2,56
35 19,45a 1,28 3,91
7 0 - -
o 10 penx Micrqpl]as 14 16,67 1,50 0,56
Apicais in vitro enraizadas 5 21 16,67 1,78 1,87
de EPSase 28 22,22 1,73 2,78
35 22,22a 1,80 4,76
7 0 - -
o 14 8,33 1,75 0,63
iln e CEaFl,OSfaie 4 21 11,11 1,75 2,18
28 11,11 1,75 4,40
35 11,11a 1,75 5,43
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Taboa 34.Porcentaxe de enraizamento (E), nimero de raices por brote enraizado (N) e lonxitude da raiz
mais longa (L), 6s 7, 14, 21, 28 e 35 dias (D) dende a inducidon do enraizamento, no clon SISTO.
Comparanse microestacas do material control (sen enxertar), con microptas do material microenxertado
en seriein vitro sobre patréns enraizados (1°, 3° e 4° Liem¥itro) do clon EP§s. A inducién do
enraizamento realizouse mediante inmersién basal d@re@unha disoluciéon de 1 mg/mL de AIB, e
posterior introducion en medio GD 1/3. Utilizaronse micrommsais de 1,5-3 cm de longo. Indicase o
namero de subcultivo (SC) para cada tipo de material no momento de realizar o ensaio de enraizamento.
Letras diferentes, dentro da mesma columna, indican que existen diferenzas significativas segundo o test
LSD (P<0,01).

Material SC D E (%) N L (cm)
7 0 - -
14 0 - -
Control 31 21 0 - -
28 0 - -
35 Ob - -
7 0 - -
, 14 0 - -
Fhemin g 21 0 . :
28 0 - -
35 Ob - -
7 0 - -
3° penxin ; 14 C i )
vitro 21 4,17 1,00 1,90
28 4,17 1,00 4,30
35 8,33ab 1,50 3,40
7 0 - -
4° penxin 14 8,33 1,50 0,40
vitro 5 21 12,50 1,50 1,45
28 16,67 1,33 1,28
35 16,67a 1,33 1,48
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3.5 - Utilidade te6rica do microenxerto en serién vivo en ciclos curtos

Independentemente do posible efecto de rexuvenecemento estudado no presente
traballo, o microenxertan vivo en serie en ciclos curtos pode ter outras utilidades
practicas de interese. En primeiro lugar, esta técnica permite aumentar de forma
considerable a dispofiibilidade de material para introdiusiitro con respecto 6 simple
forzado de segmentos de rama. Se tomamos, por exemplo, 0 caso do micraenxerto
vivo en serie do clon de carballo QRFa, tendo en conta que a porcentaxe media de
prendemento dos enxertos, incluindo os feitos con brotes procedentes de forzado, se
encontra arredor dun 80 %, que cada enxerto achega unha media de 4,22 novos
explantos e que cada ciclo de microenxerto se realiza cada 40 dias, poderiase expresar o
namero de explantos (E) obtidos tras ‘n’ ciclos do seguinte xeito:

E=Gx (0,8 x4,22)=G x 3,378

, sendo G o numero de enxertos iniciais cos que partimos.

Por exemplo, se se realizasen 10 enxertos iniciais, € se propuxese a producion
para un ano (n = 9), conseguiriase obter preto de 570.000 explantos. Obter ese numero
de explantos simplemente a partir de forzado esixiria un nimero moi elevado de

segmentos de rama, o0 que implicaria en moitos casos a destrucion total da planta nai.

O numero minimo de ciclos necesario para obter un determinado numero de

explantos calculariase seguindo a seguinte férmula:

7

n= Ln(3376)

Outra utilidade practica € a producién directa de planta enxertada. No caso de
utilizar a técnica para este fin, as plantulas obtidas no ultimo dos ciclos de microenxerto
planificados engadiranse as que se foron obtendo nos sucesivos ciclos, xa que as plantas
que foron enxertadas e que se utilizaron como fonte de plas para 0s seguinte
microenxertos adoitan rebrotar a partir de xemas dos restos remanentes de pua que
quedaron sobre o patron. Incluindo estas plantas que rebrotan, a expresion matematica
que permitiria calcular o nimero total de plantas enxertadas e prendidas no clon QRFa é

a seguinte:

0B+ ©Bx( 88 4p2 O08Rx( 08 42P+ .+ 08<Rx(08x 422" =
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(n-1)+1 _
= omx( 4 3396 ( 3378 + .+(3376"")= 08x Rx((&?gg)?(a—l 1):

= o’8x Rx(?ﬁ7—6]_:l'j [1]

2376

Coa expresion [1] podese calcular o numero de plantas que, teoricamente,
teriamos dispofibles, en funcion do namero de ciclos de enxerto e do namero de
microenxertos iniciais. Na Taboa 35 exemplificase a obtencion de planta enxertada 6

longo de un ano partindo de 10 microenxertos iniciais.

Taboa 35.Numero de plantas enxertadas obtidas en funcién do niumero de ciclos de enxerto, partindo de
10 enxertos iniciais (G).

i N° de plantas totais
N° de ciclos

G=10

8,00

35,01
126,19
434,01
1473,21
4981,55
16825,72
56811,64
191.804,09

© 00 ~NO 0oL WDN B
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V - DISCUSION

1 - Consideraciéns sobre a introduciénn vitro do material vexetal utilizado neste

traballo

Nalguns dos clons utilizados neste estudo foi necesario facer unha intraducién
vitro, pois non se dispuiia dun stock dese material no laboratorio. Nos experimentos
realizados en dita fase, comprobouse que a porcentaxe de contaminacion foi moito mais
elevada cando se introduciu material directamente do exterior que cando se obtivo de
forzado de segmentos de rama. No primeiro caso, contaminaronse preto do 90 % dos
explantos, mentres que no material procedente de forzado a contaminacion non superou
en ningun dos dous casos 0 10 %. Asemade, cando se fixeron introdnoiins de
brotes procedentes de microenxeiitosivo a porcentaxe de contaminacion foi sempre
baixa, non superando en ningun caso 0 25 % dos explantos contaminados. Estes
resultados son de esperar, tendo en conta que os brotes obtidos mediante forzado de
segmentos de rama e mediante microenxervo xorden en condiciéns de camara de
cultivo, onde a concentracion de microorganismos activos ou as suas formas de
resistencia € moito menor que no campo, onde se recolleu o material para introducir
brotes directamente da arbore. Resultados semellantes foron obtidos en castifieiro por
Ferradoret al. (2005) comparando material introducido procedente do campo e de
invernadoiro. Segundo Skirviet al. (1999), unha porcentaxe de contaminacion do 90-

100 % é bastante comuln cando se introduce material directamente do exterior.

Respecto 6 forzado de segmentos de rama, no caso do clon centenario de
carballo QRFa, os segmentos de rama do ultimo ano de crecemento non produciron
brotes aproveitables, mentres que os segmentos de rama de madeira de mais de un ano,
e 0s de madeira de mais de un ano con ramificacions de madeira do Ultimo ano si o
fixeron. Nestes ultimos, a madeira do ultimo ano nunca produciu brotes. Os brotes
procederon sempre de xemas dormentes de anos precedentes ou de xemas epicérmicas,
situadas normalmente nas ramas mais grosas. Isto seguramente sexa asi porque estas
tefien mais reservas de nutrientes, o que favorece un mellor desenvolvemento das xemas
mais proximas, en detrimento das situadas nas ramas mais finas. Noutros estudos en
carballo chegouse mesmo a usar seccidons do tronco para forzar o desenvolvemento de
brotes epicormicos que serviron para obter explantos para intradwiiro (Everset
al., 1996a).
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En canto a reactividade dos explantos en relacién coa desinfeccion, esta foi mais
elevada cando se empregou o proceso de desinfeccibn con menos tempo de inmersion
nos desinfectantes (etanol e lixivia con 0,8 % CI activo). Isto pode deberse, entre outras
razons, a que o material procedente de forzado presenta un baixo grao de lignificacion,
polo que o contacto tanto co etanol como co hipoclorito sddico deteriora de xeito
importante os tecidos, o cal pode afectar a supervivencia dos explantos e, en
consecuencia, a sla reactividade. Usando o tratamento menos agresivo, a porcentaxe de
contaminacion apenas aumentou, polo que parece 0 mais axeitado para desinfectar os
brotes procedentes de forzado antes da sUa introdmcidtro. Dun xeito semellante,
en microbrotes d®inus radiata, Fragat al. (2002a) estudaron a contaminacién e a
necrose de explantos desinfectados con distintas concentracions de NaClO (1; 5; 12,5 e
25 g-L") durante 15 min, obtendo os mellores resultados con . @ancentracions
mais altas aumentaban moito a porcentaxe de explantos necrosados, mentres que coa

concentracién mais baixa aumentaba moito a porcentaxe de explantos contaminados.

Para rematar, no que atinxe 0s experimentos realizados na etapa de introducién
in vitro, no ensaio de medio base, o medio WPM foi claramente mais efectivo que o
GD. Xa noutros estudos se ten indicado a mellor adecuacion do WPM para oigultivo
vitro de clons de carballo (Chalupa, 1993), ainda que se sabe que a resposta 0 tipo de

medio depende, en gran medida, do xenotipo.
2 - O recultivo do calo basal e as suas implicaciéns na multiplicacion in vitro
2.1 - Modificacion dos pardmetros produtivos mediante o recultivo do calo basal

O aumento que se consegue nas taxas de multiplicacion recultivando os
segmentos nodais con calo basal producese, evidentemente, porque se incorpora 6
sistema un tipo de explanto que no subcultivo convencional, e seguindo o costume de
subcultivar soamente explantos nodais e apicais de mais de 1 cm de lonxitude, seria

desbotado.

Por outra banda, a alta produtividade deste tipo de explanto débese,
probablemente, a que as xemas ou brotes que permanecen neste estan recibindo achegas
nutritivas durante mais tempo e en maior cantidade que no caso dos explantos
convencionais. Cando un explanto é introducido nun medio de cultivo, este inicia a

formacion de calo basal como resposta 6 corte. Dito calo exercera a funcion de “raiz”,
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absorbendo os nutrientes do medio con maior eficiencia que se o calo non se tivese
formado. Durante boa parte do periodo entre subcultivos, mentres se forma o calo,
producese un lapso de tempo no que o brote apenas medra, sendo en xeral na segunda
metade deste periodo cando se produce o maior grao de desenvolvemento. No caso dos
explantos con calo basal, as xemas ou brotes son alimentados de forma mais eficaz
dende o inicio do subcultivo, debido a que o calo xa esta presente, achegando unha

superficie de absorcion relativamente elevada (Figura 78).

Isto sucede nos primeiros recultivos dun calo, pero a medida que o numero de
recultivos aumenta, a taxa de multiplicacion descende de forma progresiva,
principalmente nos clons adultos. E posible que este descenso se deba a unha perda
progresiva da capacidade de absorcion da masa de células do calo, a consecuencia do
avance da necrose do tecido que o conforma, 0 que se aprecia visiblemente porque o
calo vai tornando dunha cor clara a unha cor negruzca 6 recultivalo sucesivamente. Este
proceso dexenerativo obsérvase, igualmente, no feito de que 6 aumentar o niumero de
recultivos os calos comezan a desprender progresivamente pequenas porcions

superficiais (é dicir, fanse friables), que se separan facilmente.

No entanto, nos clons xuvenis as taxas de multiplicacion mantéfiense a niveis
altos durante un maior nimero de recultivos. Neste material tamén se produce unha
dexeneracion progresiva, con necrose do calo, pero esta € menos acusada debido,

seguramente, a sua condicién xuvenil.

Figura 78. llustracion esquematica da diferenza na capacidade de absorcién de nutrientes dun calo basal

e dun explanto apical 6 inicio dun ciclo de multiplicacion.

Centrandonos inicialmente nos resultados obtidos nos clons de carballo TROBO,

MUINOS (adultos) e QRF73 (xuvenil), analizaronse nos explantos con calo o nimero
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de brotes maiores de 1 cm, a lonxitude do brote mais longo e a porcentaxe de calos que
se desbotan, como parametros descritivos da producién de microbrotes. En canto 6
namero de brotes maiores de 1 cm, aprécianse valores mais elevados no clon xuvenil
que nos clons adultos, manténdose elevados durante mais subcultivos. Isto permite
pensar que nos explantos con calo do clon xuvenil as xemas remanentes brotan con

maior facilidade, o que pode ser atribuido 6 seu estado ontoxenético.

Adicionalmente, no primeiro recultivo, os brotes mais longos obtéfiense a partir
de calos tipo 3 (con microbrotes menores de 1 cm), o que fai que estes calos presenten
xeralmente taxas de producidon mais elevadas que os outros tipos de calo. Estes
resultados son de esperar, xa que cando un calo deste tipo é introducido no medio de
cultivo, o microbrote presenta un meristemo apical activo, mentres que nos outros calos,

as xemas deben ser inducidas a agromar antes de iniciar o seu desenvolvemento.

Finalmente, outro parametro que resulta relevante na producién de novos
explantos é a porcentaxe de calos que se aproveitan en cada recultivo. O dato mais
importante a extraer da analise deste parametro é que as taxas de producion dos calos
sen xemas visibles (tipo 1) son mais baixas, principalmente, pola elevada porcentaxe de
calos deste tipo que se desbotan por non seren produtivos, e isto é asi tanto nos clons

adultos coma no xuvenil.

De forma xeral, os calos con xemas (tipo 2) aprovéitanse nunha porcentaxe moi
alta e os calos con microbrotes menores de 1 cm (tipo 3) aprovéitanse sempre. Isto
resulta l6xico, xa que os calos con xemas visibles e os calos con microbrotes menores
de 1 cm tefien sempre puntos meristematicos con capacidade de desenvolvérense, polo

que é frecuente que produzan novos explantos.

Como xa se apuntou, nos calos sen xemas visibles, a producion de novos
explantos vencéllase a existencia de xemas axilares remanentes que non son visibles,
polo feito de atoparense na parte do brote rodeada polo tecido do calo. Isto da lugar a
gue neste tipo de calos soamente se produzan brotes se ten lugar a condicion anterior, o
cal reduce a sua capacidade de producion simplemente pola probabilidade de que na
parte do caule oculta polo calo non haxa xemas, ou porque estas vexan diminuida a sta

capacidade de desenvolvemento por estaren rodeadas pola masa de calo.
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No que atinxe 0s resultados obtidos nos clons de castifieiro, nos clons SISTO e
EPSase(material procedente de rebentos basais do clon EPS) a capacidade de producion
de brotes por parte dos explantos con calo parece depender mais da presenza ou non de
xemas que do namero de recultivos, xa que a calidade dos explantos producidos apenas
se resinte nos sucesivos recultivos, 6 contrario do que sucede no material.glg¢ EPS
(como ocurria nos clons de carballo). No material ER% diminucion do nimero de
calos 6 longo dos sucesivos recultivos (sen diferenciar tipos de calo) € practicamente

lineal, cunha pendente moi acusada.

A maior capacidade de recultivo que presentan os explantos con calo en
castifieiro con respecto 6s de carballo foi tamén observada noutros estudos, nos que se
utilizaban explantos recultivados de forma horizontal no medio de cultivo, como
meétodo para aumentar a taxa de multiplicacion, realizandose os recultivos dun xeito
semellante 6 que se practica neste traballo cos calos basais (Sat dbsé988;
Sanchez et al., 1997).

2.2 - Sobre a natureza (axilar ou adventicia) dos brotes que emerxen a través do

calo

No interior do calo dos explantos con calo que non presentan xemas visibles
(tipo 1) poden existir xemas axilares ocultas. Se todos os brotes producidos polos calos
sen xemas visibles procedesen de xemas axilares, enton, se a parte do explanto envolta
polo calo € un entrend (e polo tanto non leva xemas), un calo sen xemas visibles
formado a partir dese fragmento non producird novos brotes. Se o fixese, os brotes
terian que ser de natureza adventicia, co que haberia que considerar o risco de mutacion

somaclonal derivado deste feito.

Os resultados obtidos no ensaio levado a cabo co clon de castifieiro EPS (base) e
co clon de carballo QRFa parecen confirmar que a orixe dos brotes que emerxen a
través do calo é axilar, xa que en todos os casos nos que o calo rodeaba un entrend

nunca se observou producién de microbrotes.

Baseandose nestas observacions, € moi posible que o motivo polo cal no clon
xuvenil de carballo a porcentaxe de calos sen xemas visibles que se aproveitan é menor
ca nos clons adultos, sexa que neste clon os entrendés son mais longos, o que fai que

exista maior probabilidade de que o fragmento de explanto que se introduce no medio
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de cultivo, e 6 redor do cal se desenvolve o calo basal, non leve xemas axilares, e polo

tanto non produza brotes e sexa desbotado.

Podese concluir que os microbrotes que emerxen a través do calo proceden con
unha probabilidade moi alta de xemas de orixe axilar que quedan ocultas dentro do
mesmo, non debendo existir problemas derivados da apariciéon de brotes adventicios,
polo feito de recultivar calos sen xemas visibles. En todo caso, se se decidise prescindir
do recultivo deste tipo de calos, a producion practicamente non se resentiria, xa que
estes calos son 0s menos frecuente e tefien unha taxa de multiplicacion moi reducida.
Por outra parte, nos calos con xemas visibles ou con xemas e brotes menores de 1 cm,

raramente aparecen brotes que emerxen a través do calo.
2.3 - Implicacions produtivas e econdmicas do uso dos explantos con calo basal

O uso de explantos con calo permite, en todolos clons utilizados neste estudo
(tanto de carballo como de castifieiro), aumentar de forma notable a produtividade do
sistema de micropropagacion por cultivovitro, como tamén foi observado noutros

estudos semellantes (Sanchez, 1991).

Para ilustralo dun xeito practico, se considerasemos un periodo de producién de
un ano de duracién, recultivando os calos varias veces, a producion de explantos
enraizables seria, en practicamente tédolos clons estudados, da orde de 100 veces maior
gue usando soamente explantos convencionais. Dende o punto de vista estritamente
produtivo seria aconsellable recultivar os calos basais 0 maximo nimero de veces
posible mentres produzan novos explantos nodais e apicais. Tendo en conta o aspecto
econdmico, o recultivo do calo basal permite obter explantos nodais e apicais a un
menor custo unitario, por canto o custo esta relacionado de forma inversa co numero de
plantas producidas (Pachauri e Dhawan, 1989), ainda que non sempre € aconsellable

recultivar todolos tipos de calo nin todalas veces posible.
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3 - Microenxerto in vitro e in vivo en carballo e castifieiro
3.1 - Contaminacion de patrons procedentes de landras obtidosvitro

Como patrons para o microenxerito vitro dos clons adultos de carballo
utilizaronse landras que foron inicialmente sometidas a un proceso de desinfeccion. Os
resultados mostran que, incluso tras o tratamento de desinfeccion, se contamina unha
porcentaxe relativamente elevada de landras, sendo Utiles pouco mais do 50 % do total.
Estes resultados son parecidos 0s obtidos por CGaran(2006) 6 introducir sementes
de pistacho para utilizar como patrdnsvitro, onde tamén obtiveron porcentaxes de

contaminacion elevadas e de xerminacion relativamente baixas.

O uso de patrong vitro de 3-4 semanas conleva o risco de aparicion de
contaminacion microbiana tras a realizacidbn do microenxerto, mesmo se este se fai en
condiciéns de esterilidade. Noutros estudos tamén se mencionan altos niveis de
contaminacion na realizacién de microenxeritosvitro con material procedente do

exterior tras un proceso de desinfeccion (Amiri, 2006).

O tratamento de desinfeccion de sementes utilizando NaClO (0,5-1% de CI
activo) durante 15-20 minutos para a sua utilizacién na realizacion de microeirxertos
vitro € habitual (Abousalim e Mantell, 1992; Huaetgal., 1992b; Katolet al., 2004).

Noutros casos, a concentracion de NaClO aumenta, chegando ata o 2% de CI activo
durante 20 min (Amiri, 2006) ou incluso 6 5% durante 15 min (Baneeigh, 2006).

En todo caso, compre resaltar que, igual que sucedeu neste traballo, pequenas variacions
nos tipos de desinfectantes e no tempo de permanencia neles conducen a unha notable

variacion nos resultados de contaminacion e/ou xerminacion (Canan et al., 2006).
3.2 - Prendemento dos microenxertos
3.2.1 - Consideracions xerais

De xeito préactico, cando as xemas da pua dun microenxerto comezan a
desenvolverse e dan novos brotes, confirmase o prendemento do mesmo. Previamente
pddese intuir se un microenxerto prende cando se observa na zona de unién a formacion
de calo, pois é a primeira via de subministracion de auga para a pua antes de que se

forme a conexion vascular entre a pua e o patron (Hartetaain 1997).
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As veces as xemas da plUa non se desenvolven, permanecendo sen agromar
durante un tempo mais ou menos prolongado; isto seguramente sucede porque a
conexién vascular entre a pua e o patron € inicialmente débil, o que impide a suficiente
achega de nutrientes para que as xemas se desenvolvan, pero que é dabondo para que a
pua non se deseque. En todo caso, cando un microenxerto non prende, a pua desécase

e/ou necrésase rapidamente.

De forma xeral, neste estudo observouse o inicio do desenvolvemento dos
microenxertos entre 1 e 3 semanas tras a realizacion dos mesmos. Hsina e El Mtili
(2009), traballando coa espedieratonia siliqua, observaron que despois de duas
semanas de realizar microenxelitoyitro os cortes histoloxicos demostran a iniciacion
da union mediante o desenvolvemento de calo de cicatrizacion, a través da division
celular dos tecidos do patrén e da pua. Varios dias mais tarde, a diferenciacion celular
comeza nas ceélulas do parénquima da pua e do patrén, localizadas preto dos tecidos
vasculares danados. A unidon totalmente funcional obsérvase un mes despois de
enxertar, cando as xemas da pua comezan a desenvolverse, momento no que se aprecian
vasos e traqueidas como elementos vasculares forrdado®/o tras o microenxerto. A
dinamica do proceso de prendemento descrito seguramente sexa moi semellante a que
ten lugar no noso estudo, pois o aillamento dos primeiros brotes realizouse 6s 30-45

dias tras a realizacién do microenxerto.

Cando os microenxertos non prenden, isto pode deberse principalmente a un
contacto deficiente entre o cambium da pua e do patrén, ou a un mal manexo do
material & hora de realizar o microenxerto, que afecta principalmente a pua, ainda que
tamén pode ter influencia, nalguns casos, a producion de fenois por parte das superficies
cortadas (Ramanayake e Kovoor, 1999; Dobrarsizéi., 2000). Finalmente, ainda que
non é habitual, tamén se poden producir fenbmenos de incompatibilidade, a cal pode ter
lugar dentro dun mesmo xénero (Caretnal., 2006) ou incluso dentro da mesma

especie (Oraguzie et al., 1999).

De forma global, a porcentaxe de prendemento dos microenxertos realizados
neste traballo pode considerarse elevada. Ainda asi, en certos casos, como no
microenxertoin vivo de castifieiro a partir de brotes de forzado ou de repouso
vexetativo, a porcentaxe de prendemento foi baixa (10-30%). Seguramente, 0 manexo

inadecuado do material & hora de realizar os microenxertos ou un estado fisiol6xico non
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Optimo tefien sido as principais razéns da baixa porcentaxe prendemento observada
nestes casos, pois non se observou excesiva producion de fenois nas superficies
cortadas, e os fendmenos de incompatibilidade intraespecifica non adoitan ser comuns

en castifieiro (Oraguzie et d1999).

3.2.2 - Prendemento dos microenxertosn vitro. Importancia da natureza do

patrén e da pua
3.2.2.1 - Sobre os patrons

Unha observacion importante € que a porcentaxe de prendemento dos
microenxertosn vitro variou notablemente en funcion da especie, pois se no carballo se
obtiveron medias do 25-53 %, no castifieiro foron do 67-100 %. Cdémpre ter en conta
que os patrons utilizados para cada especie foron obtidos de forma diferente, pois en
carballo introducironse directamente landiasvitro e no castifieiro utilizaronse

microbrotes enraizados ou explantos con calo xa establecidos in vitro.

As plantulas de carballo obtidasvitro para servir de patrons son relativamente
grandes e dificiles de manipular na camara de fluxo laminar, ademais de constituir un
material non adaptado plenamente &s condicidnstro. Estes factores puideron ter
influido no menor prendemento dos clons de carballo. Asi mesmo, manipular as
plantulas sen danar o seu sistema radicular require certa destreza, o cal xa mencionou

Monteuuis (1994) na realizacion de microenxertos de Picea.abies

Nos microenxertosn vitro de castifieiro, pola contra, os patréns son mais
pequenos e faciles de manipular, ademais de estar xa adaptados as candiiians
cultivados en condicidons idénticas as do material que se utiliza como pua. Dentro dos
patrénsin vitro, os patrons con calo e sen raices son de mais facil manexo, xa que nos
patréns con raices estas adoitan romper con certa frecuencia durante o proceso de
microenxerto. Debido a isto, nalguns traballos o microenxerto faise en patrons sen
raices, provocandose o enraizamento adventicio cando o microenxerto xa foi realizado
(Huang et al., 1992b; Nunes et,&005).

Na maior parte dos estudos de microenxanovitro utilizanse sementes
introducidasin vitro que, unha vez xerminadas, se empregan como patrén (Pliego-
Alfaro e Murashige, 1987; Monteuuis, 1995b; Luo e Gould, 1999; Thimmapg#h
2002; Katohet al., 2004; Onat al., 2004; Caret al., 2006; Chabukswar e Deodhar,
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2006; Wuet al., 2007; Farahamit al., 2011; Padilla e Encina, 2011, entre outros); nun
menor namero de traballos empréganse microbrotes cultivadasro e enraizados
(Misson e Giot-Wirgot, 1986; Huanet al., 1992b; Frag&t al., 2002a; L&, 2004).
Ainda que os patrons do primeiro tipo aforran o proceso de introducir e multiplicar in
vitro o material xuvenil, no presente traballo, coas especies e técnicas de microenxerto

utilizadas, a segunda opcién proporcionou mellores resultados de prendemento.

Asemade, como xa foi dito, o feito de realizar os microenxertos sobre plantulas
procedentes de semente complica o proceso en canto a que se traballa con material que
ainda pode presentar contaminacion despois do proceso de desinfeccién, mentres que
cando se utiliza material establecimovitro, ese problema practicamente desaparece.

En certos casos, as plantulas requiren uns tratamentos intermedios antes de seren
utilizadas como patrén, como por exemplo a seccion da raiz principal, algo que sucedeu
neste traballo e noutros estudos de microenxertatro (Abousalim e Mantell, 1992;

Huang et al., 1992a; Khalafalla e Daffalla, 2008).

Outra diferenza importante entre utilizar patrons procedentes de semente ou
patréns enraizadoim vitro (estes ultimos xeralmente do mesmo xenotipo) € que no
primeiro caso estamos a utilizar moitos xenotipos diferentes. Tendo en conta que a
capacidade dun patrén xuvenil para rexuvenecer o material adulto poderia estar
relacionada co xenotipo do patron, do mesmo xeito que outros factores inherentes 0
xenotipo, como a capacidade de enraizamento adventicio ou de embrioxénese, as
posibilidades de atopar un patron adecuado para rexuvenecemento son maiores

utilizando moitos clons que uns poucos.

Algo comun a moitos estudos, e que tamén se menciona neste traballo, € que,
unha vez feitos os microenxertos, se deben eliminar os brotes que xorden das xemas do
patron (Huanget al., 1992a e 1992b; Revilket al.1996; Faraharet al., 2011), para

evitar a competencia en crecemento coas xemas da pua.
3.2.2.2 - Sobre as puas

Con respecto as microplas de material adulto, estas obtivéronse de material xa
establecido in vitro, 0 que é comun a maioria dos estudos de microenxerto in vitro.
Ainda asi, en certos estudos téfiense usado brotes recollidos directamente do exterior e

sometidos a un proceso de desinfeccion (Huen@l., 1992b; Monteuuis, 1995b;
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Mneney e Mantell, 2001; Danthet al., 2002; Fraga&t al., 2002a; Padilla e Encina,

2011). Esta soamente seria unha opcién a escoller no caso de que non se poida dispofier
de material establecidm vitro, xa que a porcentaxe de contaminaciéon usando puas
obtidas no exterior aumenta considerablemente (Amiri, 2006) e, en condicions
similares, a porcentaxe de prendemento € maior cando as puas proceden de microbrotes
in vitro que cando estas son obtidas/ivo (Danthuet al., 2004; Nunest al, 2005;

Aazami e Hassanpouraghdam, 2010).

Na maior parte dos estudos que utilizaron unha técnica de microeinxeitro
comparable & deste traballo o prendemento foi elevado, como por exeng#qLena
sempervirengHuanget al., 1992b)Pistacia vera(Abousalim e Mantell, 1992; Onagy
al., 2004), Gossypium hirsutum(Luo e Gould, 1999),Anacardium occidentale
(Thimmappaiahet al., 2002),Ziziphus mauritiana (Danthet al., 2004),Eucalyptus
spp. (Bandeiraet al., 2006),Garcinia indica (Chabukswar e Deodhar, 200Bjptea
cynaroides(Wu et al., 2007) eSterculiasetigera (Nianget al., 2010), entre outros,
obténdose porcentaxes de prendemento superiores 6 80 %. En principio, as condiciéns
ambientais do cultivin vitro, en canto a humidade, temperatura e iluminacion, resultan
adecuadas para unha oOptima formacion do calo de cicatrizacion a nivel da unién, asi

coma para o posterior desenvolvemento da pua.

Nalguns estudos nos que se realizaron microenxertos en isevigro, o
prendemento aumentou co numero de ciclos de microenxerto, mentres que noutros
casos (Dantheet al., 2002) non foi asi. No presente traballo, o nUmero de ciclos de
microenxerto non tivo influencia sobre as porcentaxes de prendemento. A duracién dos
ciclos de microenxerto en seiievitro nos clons de carballo e castifieiro estudados foi
duns 35-40 dias, moi parecida & citada noutros estudos similares (Baathu2002;
Chabukswar e Deodhar, 2006; Niaetal., 2010).

Unha vez que prenden, os microenxerto¥itro poden necesitar, para o seu
correcto desenvolvemento, un suplemento de BA. Isto foi posto de manifesto en estudos
de microenxertoin vitro de pistacho (Onayet al.,, 2004), onde o mellor
desenvolvemento de brotes dos microenxertos se obtivo engadindo BA 6 medio,
mentres que en medio sen hormona non se produciron brotes. Neste traballo,
concentraciéns de 0,1 mg‘le 0,2 mg-[* de BA funcionaron ben en castifieiro e

carballo, respectivamente.
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3.2.3 - Prendemento dos microenxertosn vivo. A orixe das puas, o estado

fisioloxico, a lignificacion e os ciclos de enxerto

O contrario do que sucedia nos microenxeltosvitro, a porcentaxe de
prendemento dos microenxertiosvivo foi maior, en xeral, nos clons de carballo que

nos de castifieiro.

Nalguns clons de carballo, a porcentaxe de prendemento foi moi alta, como no
clon QRFa, superando medias do 80 %, o cal non é doado de obter tendo en conta que o
prendemento en especies lefiosas non adoita ser superior 6 70 % (Dolatiaszki
2000), e que noutros estudos en carballo (Sanchez, 1991) as porcentaxes de

prendemento obtidas foron moito menores (10%).

En castifieiro, soamente se obtiveron bos resultados nos clons LOURA e
PAREDE (65 % de prendemento medio), mentres que nos clons EPS e SISTO a
porcentaxe de prendemento non superou como media o 30 %, sendo este valor moi
similar 6 obtido por Sanchez (1991) nesta mesma especie, con medias do 30-55 %. No
entanto, noutros estudos con castifieiro, utilizando plantulas de mais idade e puas de
maior tamafo (Giovannelli e Giannini, 2000), o prendemento chegou a un 80 % e,
noutras especies, como ekcacia koa (Nelson, 2006), utilizando unha técnica
semellante, a porcentaxe de prendemento acada o 70 %.

NoOs nosos ensaios, a porcentaxe de prendemento variou en funcion de diferentes
factores, coma o tipo e estado de lignificacién dos brotes utilizados como puas, e o

xenotipo da pua.

No presente estudo, 0s patrons utilizados nos microenxiertes/o foron
sempre plantulas procedentes de landras ou castafias, con 3-4 semanas dende a
xerminacion. Os patréns utilizados noutros estudos de (micro)enmerieo con fins
de rexuvenecemento adoitan ter mais idade, entre 6 e 12 meses (Siniscalco e
Pavolettoni, 1988; Monteuuis, 1995b; Giovannelli e Giannini, 2000) ou mais dun ano
(Moon e Yi, 1993).

En canto & orixe da pua, en castifieiro, os brotes de forzado non resultaron
axeitados no noso caso para seren utilizados como puas no primeiro microenxerto, pois
adoitan ter un diametro excesivo e entren0s demasiado curtos. O crecemento dos

microenxertosn vivo de castifieiro foi irregular, acadando lonxitudes de crecemento
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baixas (0 que os fai pouco adecuados para obter novas puas), e necesitdndose periodos
de tempo excesivamente longos para completar os ciclos de microenxerto en serie,
especialmente se se comparan coa duracion do ciclos no microenxerto de carballo neste
mesmo traballo. Parece que foi a inadecuacion dos brotes utilizados como puas a
principal causa do baixo prendemento, méis que fenédmenos de incompatibilidade que
non adoitan darse nin sequera entre diferentes especies do Kastaoea (Pereira-
Lorenzoet al, 2000) e que, cando se dan, non adoitan manifestarse ata pasado certo

tempo tralo enxerto (Rutter et al., 1990).

Como se dixo anteriormente, no castifieiro, 0 microenxartavo soamente
funcionou ben nos clons LOURA e PAREDE, pero hai que ter en conta que a diferenza
dos outros clons da mesma especie, nestes casos, para 0 primeiro microenxerto da serie
se utilizaron microplas procedentes de microbrotes cultivadositro, cunha
morfoloxia que resultaba probablemente mais axeitada para servir de puas que os brotes
de forzado utilizados nos outros clons. Outro factor que puido ter influido no maior
prendemento € que o0 subcultivo continuo dos clons LOURA e PAREDE (que se
prolonga dende o ano 1995) fixese que as suas condicions fisioloxicas favorecesen,
igualmente, o prendemento. Ainda asi, o desenvolvemento dos microeixeris
que prenderon foi, coma no caso dos outros clons de castifieiro, bastante reducido. Con
intencion de solventar este problema aplicouse; Gdbre os apices das puas en
crecemento, xa que un dos efectos cofiecidos das xiberelinas é a elongacion dos
entrends (Métraux, 1987). Isto resultou un éxito, pois no N0so caso permitiu aumentar
significativamente a lonxitude dos entrends, facilitando asi a preparacion de novas puas
para continuar as series de microenxertos e para obter explantos para intmoguoir
Deste xeito, en moitos casos, a aplicacion de disolucions desGAicroenxertom
vivo pode resultar de gran utilidade, como xa ocurriu noutros traballos (Bubéy
2005; Céardenas-Hernandetzal., 2010), Noutros estudos (Rache-Cardemal., 2008)

o GAg utilizouse para facer agromar as xemas da pua, non obténdose diferenzas cos

microenxertos 0s que non se lles aplicou a hormona.

O xenotipo da pua tamén pode afectar 6 éxito dos microenxertos (@aahh
2004; Aazami e Hassanpouraghdam, 2010), o que queda patente observando os
resultados de prendemento dos microenxéntesvo dos clons MINO e QRFa, pois en
condicions idénticas a diferenza de prendemento € notable. Se no primeiro caso nunca

se supera o 50 %, no segundo nunca se descende do 60 %, acadando neste ultimo, case

183



Discusion

sempre, valores por encima do 80 %. Ainda asi, comparar xenotipos pode ser pouco
fiable en plantas de idades diferentes, xa que a idade fisioloxica do material utilizado

como pua pode influir decisivamente no prendemento (Danthu et al., 2002).

O estado fisioldxico e de lignificacion no momento de realizar 0 microenxerto
poden ser cruciais. En canto 0 estado fisioloxico no momento de realizar o
microenxerto, as xemas da pua non deben estar agromando, pois produciriase unha
demanda de nutrientes que o patrén, 6 non ser o prendemento instantaneo, non poderia
cubrir. De feito, en ocasions nas que o prendemento baixou sen cofiecerse as causas (3°
e 4° microenxertosn vivo nos clons LOURA e TROBO, respectivamente) dito

descenso puido ser debido a este feito.

Tamén se observa que a porcentaxe de prendemenfwirdeiro ciclo de
microenxertos, no clon QRFa, realizado con puas procedentes de brotes en repouso
vexetativo foi menor ca nos microenxertos realizados con brotes procedentes de
forzado. O estado fisioloxico dos brotes en repouso vexetativo parece menos axeitado
para o enxerto, mentres que no caso das puas procedentes de forzado (e nas que se
obtefien nos seguintes ciclos), o estado de actividade vexetativa fai que a reaccion a
ferida e a velocidade de cicatrizacion sexan mellores, o que deriva nunha maior
porcentaxe de prendemento. Como excepcion, no caso do primeiro micro@nxamo
do clon SISTO, obtivéronse valores de prendemento nulos ou moi baixos tanto

utilizando brotes de forzado (0 %) como en repouso vexetativo (12 %).

Por outra banda, o grao de lignificacion das puas e dos patréons € un factor a ter en conta
a hora de realizar os microenxertos e ten, seguramente, unha influencia importante no
exito dos mesmos (Nelson, 2006). Se se utilizan puas nun estado moi herbaceo, estas
dobranse 0 introducilas no patrén, e pédense romper, facendo a pua inutilizable. Un
maior grado de lignificacién non so6 facilita a preparacion da pua e a sua insercidon no
patrén, sendén que tamén pode diminuir o proceso de desecamento que se produce
despois do corte e preparaciéon da pua e antes do prendemento do microenxerto. No
entanto, un grao de lignificacion excesivo fai que o corte sexa mais complicado de
facer, que sexa menos preciso, e que os tecidos tendan a quebrar, o que dificulta a

fusion posterior de pua e patrén.

O grao de lignificacion do patrén tamén pode influir no prendemento (Luo e
Gould, 1999), pois un estado 6ptimo permite unha doada preparacion da fendedura e
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unha adecuada suxeccién da pua na mesma. Por exemplo, plantulas con 2 meses de
idade xa se consideran excesivamente lignificadas para realizar microeémx&rtoen
Acacia koa (Nelson, 2006).

No que atinxe a influencia do ciclo de microenxerto sobre o prendemento, como
ocorre no caso do microenxeiito vitro, nalguns estudos de microenxerto en serie
vivo a porcentaxe de prendemento tende a aumentar co nimero de microenxertos
(Siniscalco e Pavolettoni, 1988; Fraga al., 2002a). Noutros casos (Giovannelli e
Giannini, 2000; Danthet al., 2002), esa porcentaxe non varia. No presente estudo, nos
clons TROBO e MUINOS, obsérvase que do primeiro 6s seguintes microerrertos
vivo da serie, a porcentaxe de prendemento tende a aumentar. Débese ter en conta que
as puas do primeiro microenxerto proceden de cullivoritro, mentres que nos
seguintes microenxertos as puas proceden do desenvolvemento das puas de
microenxertos precedentes que medrarowvivo na camara de crecemento. Isto fai
sospeitar que o estado fisioloxico das puas procedentes de oukii@ pode resultar
menos adecuado para 0S microenxeiiogivo que as puas obtidas do crecemento de
microenxertos anteriores. Segundo Bonga (1992), o material procedente deigultivo
vitro é dificil de aclimatar debido a que non posue suficiente cera epicuticular e ten
estomas anormais, o que pode resultar nunha excesiva deshidrataciéon e nun mal control
do intercambio gasoso. Asemade, as plantas cultivadastro son parcialmente
heterétrofas, posuindo unha baixa capacidade de fixacién geE€©s desordes poden
afectar, en certa medida, as puas empregadas no primeiro microenxerto. As puas usadas
nos seguintes microenxertos xa estarian adaptadas as condicions da camara de
crecemento, polo que a sua condicion fisioloxica seria mais adecuada para o

microenxerto.

No noso traballo, a duracién dos ciclos do microenxerto en serie foi variable,
duns 40 dias no caso do carballo, e como minimo de 60 dias no do castifieiro. Nos clons
de castifieiro LOURA e PAREDE a duracion foi moi parecida, pero nos clons EPS e
SISTO, da mesma especie, a duracibn aumentou moito, chegando a necesitarse,
nalgunha ocasién, mais de 6 meses para poder facer o seguinte ciclo. Salvo nestes dous
clons, a duracion dos ciclos de microenxerto € moito mais reducida ca noutros estudos,
onde os periodos entre enxertos sucesivos chegan a ter un ano de duracion (Giovannelli
e Giannini, 2000).
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Podese concluir que, de xeito global, utilizando a metodoloxia proposta neste
estudo, o microenxertion vitro de castifieiro ofrece unhas porcentaxes de prendemento
mais elevadas que vivo, permitindo ademais reducir a duracién dos ciclos de
microenxerto. Resultados parecidos foron obtidos noutras especies, Aania
mangium(Monteuuis, 1995b).

3.3 - ¢Resulta efectivo o microenxerto como técnica de rexuvenecemento no

material ensaiado?
3.3.1 - O efecto do microenxerto sobre a taxa de multiplicacién in vitro
3.3.1.1 - Nos clons de Quercusrobur

A observacion de que nos clons TROBO e MUINOS o microenxariatro e

in vivo, non tefia afectado a taxa de multiplicacion poderia explicarse polo feito de que
estes clons foron introducidosvitro fai mais de dez anos, tendo acadado plenamente a
estabilizacionin vitro, e presentando, posiblemente, antes dos experimentos de
microenxerto, un certo grao de rexuvenecemento debido 6 subcultivo continuo (Hackett
1987; Bonga e Von Aderkas, 1992). Existe a posibilidade de que se o microenxerto se
tivese realizado 6 pouco tempo da introducidnvitro, se observase un efecto de
revigorizacion que no presente estudo non se apreciou porque o0 grao de
rexuvemecemento provocado polo subcultivo continuo foi o suficientemente elevado

como para levar 6 material a un nivel de rexuvenecemento dificil de superar.

Pola contra, no clon QRFa si se aprecia un aumento da taxa de multiplicacion a
medida que aumenta o niumero de microenxertos da serie. Este efecto decae tras os
primeiros subcultivos, tendendo a igualarse a taxa de multiplicacion coa do material
control a medida que transcorre o tempo, o cal parece indicar que 0 proceso de
revigorizacion € transitorio, confirmando os resultados doutros estud@uerncus
robur (Ballester e Meier-Dinkel, 1990; Sanchez, 1991; Ewald e Najouks, 1997; Sdnchez
et al., 1997).

O feito de que no clon MINO o microenxerto tampouco tefia tido efectos sobre a
taxa de multiplicacion tras someter o material a dous microenxertos consegutivos
vivo poderia deberse a que o numero de microenxertos puido ter sido insuficiente para
provocar efectos apreciables, xa que, por exemplo, no clon QRFa a mellora non foi

patente ata o 3° microenxerto e, noutros estudos, os parametros de micropropagacion
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tardan mais ciclos de microenxerto en presentar melloras respecto 6 material control
(Huang et al 1992b).

3.3.1.2 - Nos clons de Castanea sativa

No clon SISTO, como nos clons de carballo, a causa de que non se tefa
producido mellora algunha tras realizar dous microenxertos en serie pode ser debida a
gue o numero de microenxertos resultou insuficiente para conseguir un efecto detectable

sobre a taxa de multiplicacion.

No entanto, no clon EPS (copa), ainda que o0 microenkenavo non tivo
efecto sobre a taxa de multiplicacién durante os 14 primeiros subcultivos, si se observou
qgue, nos subcultivos 21 a 29 a taxa de multiplicacion media do material procedente de
material microenxertado 3 vecesvivo era significativamente superior & do material
control e 6 microenxertado unha vez. Estes resultados son dificiles de atribuir a un
efecto do microenxerto, que normalmente deberia detectarse xa dende o aillamento e
introducionin vitro do material da pua. Quizais, o proceso de estabilizatitro que
segue a introducion (non esquezamos gque neste caso se parte de material infroducido
vitro por primeira vez) puido ter enmascarado o efecto do microenxerto nos primeiros
subcultivos, pois a taxa de multiplicacion adoita flutuar de xeito importante na
estabilizacion (McCown e McCown, 1987), o que dificultaria a deteccién dun posible
efecto de revigorizacién. En todo caso, os valores mais altos da taxa de multiplicacion
dos explantos de ERss. procedentes do material microenxertado distan moito dos
valores medios obtidos no material procedente de rebentos basais do mesmo clon

(EPSasd, polo que a revigorizacion observada seria sé parcial.

De xeito semellante, Giovannelli e Giannini (2000) obtiveron un aumento do
namero de microbrotes por explanto, e da lonxitude dos mesmos, 6 aumentar o nimero
de subcultivos, en material que tifia sido enxertado enisevieo 4 veces, obténdose
os valores maximos de multiplicacion so tras 12 subcultivos no primeiro parametro e 24
no segundo. A partir do subcultivo 36, estes valores volveron diminuir de xeito
significativo. Tanto no estudo mencionado como no noso traballo a taxa de
multiplicacion do material que foi sometido a enxerto non mellorou inmediatamente
despois da sua introduci@m vitro, senon que o fixo despois de transcurrido un certo
namero de subcultivos. Na nosa opinion, o estudo citado previamente presenta aspectos

gue fan discutibles as conclusion s que chegan os autores. Por exemplo, os valores de
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multiplicacion do material que fora sometido a enxerto non se compararon cos do
mesmo material sen enxertar, polo que o aumento dos valores dos parametros de
multiplicacion poderia ser debido en parte ¢ proceso de estabilizatidtro,
acompafado do posible efecto de rexuvenecemento do subcultivo continuo, e non 0
enxerto, como ditos autores afirman. Por outra banda, os autores non mencionan cal
pode ser a causa de que os efectos do enxerto s6 sexan detectables tras ter transcorrido

un bo nimero de subcultivos.

Respecto 6s efectos do microenxent@itro, obsérvase que o microenxerto de
material da copa do clon EPS (ER$ sobre patrons de material da base &RS
enraizadosn vitro provoca un aumento significativo das taxas de multiplicacion nos 2
primeiros subcultivos tras o reaillamento. E dicir, neste caso, 6 contrario do que ocurria
co material microenxertado vivo, o presumible efecto do microenxerto é inmediato.
Agora ben, este efecto desaparece rapidamente, a partir do terceiro subcultivo. Noutros
estudos (Siniscalco e Pavolettoni, 1988), a revigorizacion producida polo enxerto en
serie desapareceu un ano despois de realizar os enxertos, polo que o efecto de
revigorizacion se prolongou por un tempo notablemente mais longo que o conseguido

NO NOSO Caso.

No que atinxe a importancia que a presenza de raices nos patrons pode ter sobre
o posible efecto do microenxerto, neste traballo, de forma xeral, non se encontraron
diferenzas entre o material procedente de microenxertos realizados sobre patrons
enraizados e o de microenxertos realizados sobre patrons con calo basal, o que induce a
pensar que as raices non son responsables do aumento transitorio da taxa de
multiplicacion, sendén que dito efecto seria mais ben consecuencia da influencia dun
factor non producido polas raices do patrén, que permitiria aumentar o vigor de
crecemento durante 6 menos 2 subcultivos. Existen outros estudos onde o microenxerto
sobre patrons xuvenis sen raices (Revdia al, 1996) provocan igualmente

revigorizacion gradual.

Algo semellante sucede cando se realiza microenxerto do material da copa do
clon EPS sobre o clon xuvenil XUV9. Os explantos procedentes de material
microenxertado presentan unha taxa de multiplicacion mais elevada que o control
durante os 2 primeiros subcultivos, que logo volve descender a valores non

significativos en subcultivos posteriores.
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Estes resultados contrastan cos obtidos por Heang. (1992a,b), onde o
microenxerto produciu unha mellora persistente nos pardmetros de multiplicacion

vitro.

No outro clon de castifieiro estudado, o clon SISTO, o microenxerto sobre
patrons enraizados da base do clon EPS gEP8on produciu aumento da taxa de
multiplicacion respecto do material control. E mesmo rechamante que a realizacion de
2, 3 e 4 microenxertos en serie parece ter un efecto negativo sobre a multiplicacion,
pois os valores diminden significativamente respecto dos do material control e do
microenxertado unha soa vez. En vista da aparente incongruencia que representaria
atribuir 6 microenxerto este efecto negativo, inclinamonos pola hipétese de que algun
factor non recofiecido, como por exemplo, algun tipo de contaminacion endéxena non

detectada, poida ser o responsable destes resultados.
3.3.2 - O efecto do microenxerto sobre o enraizamento in vitro
3.3.2.1 - Nos clons de Quercusrobur

A falta de efecto do microenxerto, tant® vivo comoin vitro, sobre o
enraizamento nos clons adultos de carballo poderia achacarse a distintas causas.

Nos clons TROBO e MUINOS, como no caso das taxas de multiplicacion, o
microenxerto puido non ter efecto debido a que estes clons xa tifian sido sometidos a un
subcultivo continuo prolongado, o que puido levalos a acadar un grao de
rexuvenecemento dificil de sobrepasar. De feito, no clon MUINOS, a porcentaxe de
enraizamento do material control pode considerarse elevada (70,83%) tendo en conta a
capacidade de enraizamento adventicio que presenta xeralmente o material adulto de
carballo. Agora ben, nos clons QRFa e MINO, que foron introduditogtro 6
iniciarense 0s experimentos de microenxerto, € dicir, que non foran sometidos a
previamente a subcultivo continuo, tampouco melloraron significativamente as

porcentaxes de enraizamento tras 0 microenxerto.

O clon MINO foi sometido unicamente a 2 microenxertos consecutivos, o que
poderia ser insuficiente para mellorar o enraizamento, se atendemos a outros estudos de
microenxerto en serie (Mneney e Mantell, 2001; Husen e Pal, 2003). No clon QRFa,
con todo, fixéronse 12 microenxeriosvivo en serie, sen terse acadado un aumento nas

taxas de enraizamento do material procedente dos microenxertos. Polo tanto, ou ben o
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microenxerto non foi quen de provocar rexuvenecemento e, COmMo consecuencia, un
aumento da capacidade de enraizamento, ou ben a baixa porcentaxe de enraizamento
esta intimamente ligada 6 xenotipo do clon QRFa, de tal xeito que este manifestaria
unha baixa capacidade de enraizamento adventicio mesmo nun estado ontoxenético

mais xuvenil, polo que o efecto do microenxerto non seria apreciable.
3.3.2.2 - Nos clons de Castanea sativa

As causas polas que nos clons de castifieiro 0 microenxerto en serie, réalizado
Vivo ouin vitro, tampouco provocou aumento das porcentaxes de enraizameitto

son probablemente da mesma natureza que as apuntadas para o carballo.

Deste xeito, no microenxerto vivo do clon SISTO pode suceder algo parecido
6 que sucedia co clon MINO de carballo, en que o nimero de microenxertos en serie
puido ter sido insuficiente para obter unha resposta, ainda que neste caso o numero de

microenxertos en serie practicados foi maior (4).

Nalguns estudos, 2 microenxertos son suficientes para conseguir un aumento nas
porcentaxes de enraizamento, por exemploAenona cherimola (Padilla e Encina,
2011) e Ziziphus mauritiana (Danthwet al., 2004); noutros casos fixeron falta 3
microenxertos, como efequoia sempervirendHuang et al., 1992b) eFaidherbia
albida (Danthuet al., 2002). No entanto, nas especiscinia indica (Chabukswar e
Deodhar, 2006) €itrus reticulata (Huanget al., 1992a), non se obtivo enraizamento
ata 0 5° microenxerto, e na ultima, o rexuvenecemento foi parcial ata que se fixeron 10
microenxertos en serie. Os resultados mencionados indican que a resposta de distintas
especies 6 microenxerto € moi variable, polo que € posible que, como xa se dixo, 0
namero de microenxertos necesarios para observar un efecto sobre a rizoxénese fose

insuficiente nalgun dos nosos experimentos.

Outros autores (Danthat al., 2002) atriblen o efecto de revigorizacién do
microenxerto a proximidade da pua 6 sistema radicular do patron, o que permitiria unha
mellor achega de auga, minerais e reguladores do crecemento. Esta hipotese foi tamén
apuntada noutros estudos (Frandetal., 1987; Arnaucet al., 1993). No entanto, o
microenxertoin vitro de material adulto de oliveira sobre patrons xuvenis non
enraizados tamén permitiu recuperar temporalmente a capacidade de enraizamento do

material adulto (Revilleet al, 1996), polo que a hipétese de que son as raices as
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responsables de dita recuperacién non se sostén neste caso. NOS n0s0s experimentos,
non foi posible avaliar a importancia da presenza das raices no efecto de
rexuvenecemento, no que atinxe & recuperacion da capacidade de enraizamento
adventicio, pero si se determinou, como foi discutido precedentemente, que o aumento
transitorio das taxas de multiplicacion non estaba relacionado coa presenza de raices no

patrén.

O feito de que, en diversos traballos, o rexuvenecemento a través do
microenxerto en serie sexa gradual fai pensar que, de existir un factor de
rexuvenecemento producido polo patron xuvenil, o efecto de reversion da maduracion
poderia depender do grao de dilucién de determinados factores, ou da creacion dunha
nova clase de células nos tecidos meristeméticos rexuvenecidos (Mneney e Mantell,
2001). O que é evidente é que, unha vez que o material procedente do novo crecemento
da pua pasa a un proceso de multiplicagidvitro, e a mellora na taxa de enraizamento
persiste no tempo (Huarg al., 1992a, 1992b; Chaeg al., 2010), non pode ser debido
simplemente a unha achega de promotores do enraizamento por parte do patrén, xa que
o material enxertado deixaria de recibir esas achegas unha vez separado do mesmo, e a
porcentaxe de enraizamento tenderia a diminuir progresivamente. Polo tanto, naqueles
estudos que avalian a capacidade de enraizamento inmediatamente despois de reaillar
explantos a partir das puas, o cal € comun na maior parte de estudos de microenxerto
(Pliego-Alfaro e Murashige, 1987; Greenwaetdhl., 1989; Ewald e Kretzschmar, 1996;
Revilla et al., 1996; Mneney e Mantell, 2001; Dan#twal., 2002; Danthet al., 2004;
Chabukswar e Deodhar, 2006; Zacatkal., 2006; Padilla e Encina, 2011), deberiase
ter en conta que a achega puntual de posibles factores de rexuvenecemento (reguladores
do crecemento, nutrientes, etc.) por parte do patron xuvenil poderia ter un efecto de
aumento transitorio do enraizamento que non significaria, necesariamente, que se
acadase un rexuvenecemento estable, o que xa apuntaban Pliego-Alfaro e Murashige
(1987) 6 estudar o microenxerto BPersea americana, e que mais tarde demostraron
Padilla e Encina (2011) na especie Annona cherimola.

Neste traballo, o feito de que non se conseguise mellorar a capacidade rizoxénica
do material adulto microenxertado tras sucesivos microenxertos sobre material xuvenil,
poderia deberse, adicionalmente 0s factores discutidos previamente, a algun dos

seguintes factores xerais:
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- Que, sendo o cambio de fase mais estable nunhas especies que noutras, o que
viria apoiado polo feito de que en certas especies se produce, polo menos, un
rexuvenecemento relativamente permanente (Huetn@l., 1992a, 1992b),
mentres que noutras non persiste no tempo (Padilla e Encina, 2011), as especies
Quercusrobur e Castaneasativa atoparianse entre as especies que presentan

unha maior resistencia & reversion do cambio de fase.

- Que o tamafio das puas empregadas tefia sido excesivamente grande. A
miniaturizacion parece ser un aspecto de bastante relevancia (Monteuuis, 2011),
Xa que canto maior é o illamento do domo meristematico, maior € o grao de
independencia dos controis correlativos exercidos polos tecidos adultos. No
entanto, puas de 1,5 cm foron suficientes para obter rexuvenecemento a través
do microenxerto en serie nalgunhas especies, cB8emuoia sempervirens
(Huang et al., 1992b).

- Que a capacidade para inducir rexuvenecemento por parte do patron sexa
dependente do xenotipo. Esta hipétese ten sentido nos microerxeafitos, se
se utilizan como patron un numero reducido de xenotipos. No entanto, no
microenxertan vivo sobre plantulas cada patron ten un xenotipo unico, polo que
seria menos probable que a falta de efecto estivese relacionada cunha baixa
capacidade do xenotipo do patron para inducir rexuvenecemento no material

adulto.
3.4 - Posibilidades practicas do uso do microenxerto in vivo en ciclos curtos

O periodo entre series de microenxeitosivo neste estudo pode considerarse
curto no tempo (40 dias en carballo, 60 dias en castifieiro), en comparacion cos que se
citan noutros traballos, nos que a duracién adoita ser de un ano (Moon e Yi, 1993;
Giovannelli e Giannini, 2000; Husen e Pal, 2003; Zaczeck et al., 2006).

Este feito fai que, independentemente do posible efecto de rexuvenecemento que
poida provocar (previamente discutido), o microenxerto en serie en ciclos curtos
desenvolvido neste traballo presente outras utilidades de interese. Por exemplo, nos
casos en que os microenxertos prenden e se desenvolven de forma axeitada, permite
aumentar de forma considerable a cantidade de material dispoiiible para introducir

vitro, se 0 comparamos, por exemplo, co forzado de segmentos de rama.
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Outro uso posible € a producion directa de planta enxertada en grandes
cantidades e en pouco tempo. Se se utilizase a técnica para este fin, disporiase non sé
dos novos microenxertos realizados en cada serie, sendn que a estes se sumarian as
plantas que foron enxertadas nas series previas e que, tras seren utilizadas como fonte
de puas para 0s seguintes microenxertos, adoitan rebrotar a partir de xemas que se

atopan no resto de plua que queda, tras o reaillamento dos brotes, na planta enxertada.

De xeito mais especifico, no castifieiro pode resultar interesante 0 microenxerto
de variedades de froito sobre patrons resistentes a tinta. Neste caso, os patron deben ser
obtidos mediante propagacion vexetativa, e a altura a que se fara o microenxerto debe
ser maior que a indicada no sistema experimental desenvolvido no presente traballo, de
modo que se poida asegurar a proteccion da pua perante a infeccién do fungo, pois a
zona do enxerto poderia quedar moi preto do chan e mesmo poderia acabar entrando en

contacto con este 0 instalar a planta na sua localizacion definitiva.

No caso do carballo, como se indicou na introducién, a propagacion de
variedades ornamentais @aiercus roburFastigiata' adoitase facer por enxerto sobre
patréns de 1-2 anos de idade (Kothemtal., 2001; Obdrzalekt al., 2006), o que
implica a necesidade de ter planificada a sementeira dos patréns como minimo un ano
antes de facer os enxertos. En cambio, empregando o microeimxgio en ciclos
curtos, proposto neste estudo, podense tomar brotes de forzado como material de partida
para o primeiro ciclo de enxertos e usar plantulas como patrén, ser ter que esperar un
ano para iniciar a producion de planta enxertada. Para dispofier de patrons de xeito
regular é suficiente manter sementes estratificadas en frio e planificar as sementeiras en

funcién do momento dos distintos ciclos de enxerto.

Finalmente, de xeito xeral, este sistema de producion de planta enxertada pode
ser de gran utilidade cando se desenvolven programas nos que se pretende a rapida
propagaciéon de xenotiposplus podendo mesmo prescindirse do uso da
micropropagacion, pois en poucos meses € posible unha cantidade de plantas moi
elevada. Sirva como exemplo que no clon de carballo QRFa, empregado no presente
traballo, se calculou unha producion potencial dunhas 20.000 plantas 6 ano partindo dun

s6 enxerto inicial.
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Conclusiéns

VI - CONCLUSIONS

1 - O recultivo do calo basal

1.10 recultivo do calo basal en carballo e castifieiro permite un aumento notable da
producion a menor custo unitario por microbrote producido. Do punto de vista
economico, os calos sen xemas visibles, nos tres clons de carballo estudados,

non se deben recultivar.

1.20 namero de veces que se pode recultivar un calo depende do xenotipo e da
idade ontoxenética. A perda de capacidade produtiva esta relacionada coa

necrose do calo e é mais rapida nos clons adultos que nos xuvenis.

1.3A taxa de multiplicacion que se obtén recultivando o calo basal estabilizase entre

5 e 8 subcultivos tras a introducion in vitro.

1.40s microbrotes procedentes do recultivo do calo basal garanten a fidelidade
clonal. En todolos casos analizados, os calos que rodean explantos sen xemas

axilares non producen microbrotes.

2 - O microenxerto

2.1 Nas condicidéns ensaiadas neste traballo, en carballo, 0 microeinxerieo
achega, en termos de porcentaxes de prendemento, mellores resultados que o

microenxerto in vitro. En castifieiro ocurre o contrario.

2.2 O grao de lignificacion de pua e patrén é importante no éxito dos microenxertos
in vivo. E mellor traballar con patréns pouco lignificados e puas algo
lignificadas. O grao de lignificacion dos microbrotes procedentes do recultivo
do calo basal é mais axeitado que o daqueles obtidos por subcultivo

convencional.
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2.3 En castifieiro, as puas de brotes de forzado son menos axeitadas para 0s
microenxertosn vivo que 0s microbrotes de cultiwo vitro. En carballo, as
puas de brotes de forzado son mais axeitadas que 0s brotes en repouso

vexetativo.

2.4 Ainda que o microenxertim vivo € mais doado de realizar, 0 microenxeno
vitro permite acelerar o microenxerto en serie (especialmente en castifieiro) e a
obtencion de explantos. En xeral, o reaillamento de explantos das puas nos
microenxertosn vitro realizase 6s 35-40 dias da realizacion do microenxerto.
A duracion dos ciclos de microenxeitovivo en carballo encontrase arredor

dos 40 dias, prolongandose ata 60 dias ou mais no caso do castifieiro.

2.5 A aplicacion de GA no apice da pua dos microenxeriosvivo de castifieiro
aumenta significativamente a lonxitude dos entrends, reducindo a duracion dos
ciclos de microenxerto e facilitando a obtencién de explantos para introducion

in vitro.

2.6 O microenxerto in vitro permite aumentar temporalmente a taxa de
multiplicacion no clon EPS nos primeiros subcultivos. Neste mesmo clon, o
microenxertoin vivo provoca tamén un aumento significativo da taxa de
multiplicacion, mais esta vez o aumento detéctase tras a fase de estabilizacidon

in vitro. O microenxerto resultou inefectivo nos outros clons ensaiados.

2.7 O microenxerto en serie, tanto vitro comoin vivo, resultou ineficaz para

mellorar as porcentaxes de enraizamento in vitro do material adulto ensaiado.
2.8 O microenxertdn vivo en serie constitie unha ferramenta Gtil para a obtencién

de planta enxertada en grandes cantidades e como alternativa ao forzado de

segmentos de rama para a obtencion de explantos para cultivo in vitro.
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