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Introduccion

La reproduccion asexual vegetal es po-
sible debido a que cada célula de la planta
contiene la informacion genética necesa-
ria para generar la planta entera. Esta pro-
piedad para generar un organismo com-
pleto se denomina totipotencia (Hartmann
y Kester, 1998).

Ante la ausencia de sistemas econémi-
camente viables por métodos biotecnolo-
gicos en ciertas especies, la optimizacion
a nivel comercial del enraizamiento de
esquejes en especies como el eucalipto
se ha conseguido, especialmente, con el
desarrollo de la técnica de miniesqueja-
do (Xavier y Wendling, 1998; Wendling et
al., 2000), definida como la propagacion
vegetativa a través de minisetos, no reju-
venecidos previamente“in vitro”, pero ges-
tionados intensivamente mediante podas
(Wendling y Xavier, 2001). Esta técnica
posibilita considerables ganancias, prin-
cipalmente en el aumento de los indices
de enraizamiento, reduccién del tiempo
de formacién de las plantas por el uso de
propagulos con mayor grado de juvenili-
dad y facilita una mejor funcionalidad del
sistema radical (Titon et al., 2002).

La técnica de miniesquejado cuenta
con un aliado imprescindible que es el uso
de los reguladores del crecimiento vegetal,
principalmente auxinas, que incrementan el
porcentaje de esquejes que forman raices,
el nimero y calidad de las raices produci-
das por esqueje, acelera la iniciacion de és-
tas (Hartmann y Kester, 1998) y uniformiza
el enraizamiento (MacDonald, 1995; Hart-
mann y Kester, 1998). Segiin Azcon-Bieto
y Talon (1993), la mayor probabilidad de
formar raices adventicias en los esquejes
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sometidos a diferentes concentraciones de
AIB estaria relacionada con el efecto esti-
mulador de la diferenciacion en las raices
provocado por las auxinas.

Asi, el miniesquejado, como técnica
de propagacion vegetativa y asociada al
uso de reguladores de crecimiento, ha de-
mostrado ser un método eficiente para la
propagacion de muchas especies foresta-
les, existiendo protocolos de produccion
comercial para especies como el eucalip-
to (Eucalyptus spp.) (Campinhos, 1987), el
pino insigne o de Monterrey (Pinus radia-
ta D.), la picea comun o abeto rojo (Picea
abies (L) H. Karst y el pino taeda o pino
toro o del Norte de Carolina (Pinus taeda
L) (Ritchie, 1991), entre otras. El Progra-
ma de Investigacion Forestal ha contribui-
do con la puesta a punto de protocolos
para varias especies, de las cuales, las
dos mas relevantes ya han sido objeto de
publicacién: Pinus pinaster Ait. (Majada et
al., 2011; Martinez-Alonso et al.,, 2012) e
hibridos artificiales de Castanea sativa Mill.
(Dantas et al., 2016). El trabajo que ahora
se presenta es un compendio de los resul-
tados de enraizamiento mdas destacados
en los ultimos anos en este Programa para
el pino pinaster (P. pinaster Ait), el cerezo
(Prunus avium L.), una seleccion de hibri-
dos artificiales de C. sativa Mill. y el tejo
(Taxus baccata L.).

La necesidad de recurrir a sistemas de
multiplicacién asexual surge a partir del
momento en que contamos con materia-
les vegetales de calidad genética supe-
rior. En Asturias, se promueven el interés
por estos materiales superiores a partir
de 2003, cuando se inicia la andadura
del Programa de Investigacion Forestal,
que plantea la necesidad de multiplicar
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especies forestales de interés por su alto
valor anadido, tal como el pino y el cas-
tano; o como base de una posible diver-
sificacion en la produccion forestal, como
es el caso del cerezo, o de conservacion
de especies emblematicas, caso del tejo.

En la “Estrategia Espanola para la Con-
servacion y el Uso Sostenible de los Recur-
sos Genéticos Forestales”, se define que
la conservacion de los recursos genéticos
debe estar dirigida a mantener y preservar
aquellos procesos que faciliten la evolucion
bajo las nuevas condiciones ambientales
de los ecosistemas, mediante el manteni-
miento de los factores que intervienen en
la estructuracion de la diversidad genética
de las especies. Los planes de actuacion
recogidos en el marco de la estrategia in-
tegran el desarrollo de herramientas y me-
didas para abordar aspectos concretos de
la conservacion y el uso sostenible de los
recursos genéticos forestales.

El interés en minipropagar
en Asturias los materiales
forestales seleccionados

El pino pinaster se considerd especie
modelo para los primeros ensayos de mi-
niesquejado ya que es la principal conifera
del sur de Europa, con gran importancia en
el mediterraneo occidental, donde ocupa
extensas superficies y forma pinares multi-
funcionales. La madera y la resina son los
dos usos mas importantes de la especie,
si bien también tiene un uso ambiental, al
adaptarse a un gran abanico de condicio-
nes agroclimaticas. “Puede encontrarse en
ambientes muy diferentes: desde el nivel
del mar hasta 2.100 m en el Alto Atlas (Ma-
rruecos); desde areas con mas de 1.400
mm de precipitacion anual y sin temporada
seca a otros con 350 mm y més de 4 me-
ses secos. Las condiciones de suelo son
variables: crece principalmente en suelos
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acidos, pero también en suelos basicos y
hasta en suelos arenosos y pobres, donde
pocas especies con valor comercial pue-
den crecer” (Alia y Martin, 2009).

En el proyecto TREESNIP (V programa
Marco) se caracterizaron 22 poblaciones
y familias de P. pinaster de toda el area de
distribuciéon de la especie. Partiendo de
los resultados de este proyecto y, liderado
por el programa Forestal de investigacion
del SERIDA (RTA2006-00084-00-00),
se generd una poblacién base para un
programa de mejora genética de ambito
estatal y se abordaron diversos aspectos
en relacion a la tolerancia al estrés hidri-
co de la especie. A partir de entonces, se
establecen dos colecciones: Coleccién 1;
con cinco genotipos clonados por familia
y Coleccion 2; clones con un genotipo por
familia, presentes en la poblacién base de
campo (Fig. 1. Colecciones de Referencia
“CLONAPIN").

El cerezo es, y ha sido, muy aprecia-
do como componente de la diversidad de
los ecosistemas forestales de toda Europa,
donde se extendié procedente de Asia oc-
cidental, acompanando al hombre desde
tiempos remotos. A nivel mundial, se en-
cuentra difundido por numerosas regio-
nes y paises con clima templado (Rusell,
2003), demostrando ser una especie con
una gran capacidad de adaptacion a dis-
tintas condiciones climatoldgicas, ya que
lo podemos encontrar desde Gran Bretana
al Caucaso y desde el norte de Africa a
los paises escandinavos (L6pez-Gonzaélez,
2001; Montero et al., 2003). En Espana,
esta especie se distribuye sobre todo por
la mitad norte peninsular, siendo un arbol
frecuente en Galicia, especialmente en
la mitad oriental de la regién (Alvarez et
al.,, 2000), si bien Las Regiones de lden-
tificacion y Utilizacién de material forestal
de reproduccién (RIU's) ndmeros 7 y 9,
pre-Pirineo y bosques vasco-navarros, son

&

Figura 1. Vista general de
plantas madre (izquierda),
detalle de las mismas
(centro) y planta clonada
(derecha) de pino pinaster.
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Figura 2. Cerezo clonado
por miniestaquilla

las que presentan mayor presencia de ce-
rezos (Garcia del Barrio et al., 2001). Es
una especie helidfila, que suele hallarse
naturalmente en los bordes de masas, ca-
minos, arroyos, etc., y cuyo interés, desde
un punto de vista paisajistico, radica en su
floracién espectacular y en la coloracion
otonal de sus hojas. También resalta su va-
lor natural, por servir de alimento para la
fauna silvestre y, desde un punto de vista
forestal, por la posibilidad de producir ma-
dera de excelente calidad.

En el marco del proyecto INIA SC98-
061-C3-2, 1998-2001 se realizaron ac-
tividades de prospeccion y seleccion de
arboles superiores en Galicia, Asturias,
Navarra, Pais Vasco y Castilla y Ledn, ba-
sada en criterios de seleccion fenotipica
de aptitud forestal y se establecieron va-
rios huertos semilleros, mediante injerta-
do, uno de ellos en Asturias (Ciordia et al,,
2015). Ademas, se clonaron “in vitro” algu-
nos de los arboles élite seleccionados en
campo. Posteriormente se pondra a punto
la multiplicaciéon por miniestaquilla (Fig. 2).

El castano se encuentra ampliamente
extendido en China, Japén y Europa. En
Asia, destacan las especies Castanea mo-
llissima Blume y Castanea crenata Sieb y
Zuc. y en Europa, la especie C. sativa Mill.
es la mayoritaria. En los ultimos anos se
fomento la expansion de hibridos interes-
pecificos con especies asiaticas tolerantes
al chancro (Chryphonectria parasitica) y a
la tinta (Phytophthora spp.) (Miller et al,,
1996) y, actualmente, también a la avispi-
lla (Dryocosmus kuriphilus). Espana cuenta
con unas 440.000 ha de castano, segun el
Mapa Forestal Nacional, repartido por casi
todas las CCAA en mayor o menor grado,
pero especialmente en Asturias, Lugo, Ou-
rense, Ledn y Salamanca. La superficie de
cultivo como castano de fruto es de unas
111.000 ha, con las mayores superficies en
Ourense y Lugo, segun datos de la red Es-
tatal del Castano. El desarrollo de la Norma
Nacional de Clasificacion Estructural para
la madera de esta especie por parte del
Centro Tecnolégico Forestal y de la Ma-
dera de Asturias es importante para la se-
leccion de ejemplares por calidad de ma-
dera y para el desarrollo de una industria
nacional. Asi mismo, respecto al castano
de fruto, la iniciativa promovida como Gru-
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po Operativo Nacional, desde las CCAA
donde el castano estd mas representado
(Galicia, Asturias, Castilla-Ledn, Cataluna,
Andalucia y Extremadura), y en la que par-
ticipa el SERIDA, serd fundamental en la
promocién de esta especie como cultivo.

Actualmente, el Catdlogo Nacional de
Materiales de Base dispone de materiales
forestales de reproduccién de castano de
semilla (identificada y seleccionada) y de
aquellos del programa de mejora iniciado
por Urquijo y Vieitez y conservados, ca-
racterizados y reproducidos por el Centro
de Investigaciones Forestales de Lourizan
(Xunta de Galicia), asi como la coleccién
que TRAGSA ha desarrollado, que inclu-
yen también resistencia a tinta y que han
sido clonados mediante micropropagacion
(Cuenca et al.,, 2009).

En Asturias, considerando el castano
para uso forestal, se dispone de cinco
fuentes semilleras, ademas de una plan-
tacion de material clonal de hibridos in-
terespecificos (Fig. 3) y de Una Poblacion
Base de progenies de C. sativa (Ciordia et
al., 2015). Respecto al castano de fruto, se
mantiene una coleccion activa de germo-
plasma en las instalaciones del SERIDA,
que incluye los principales cultivares de la
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region, registrandose recientemente 11 de
ellos en la Oficina Espanola de Variedades
Vegetales del Ministerio de Agricultura y
Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente
(BOE n° 60, de 11 de marzo de 2017).

Establecidos los protocolos generales
para la minipropagacion vegetativa de ma-
teriales forestales de interés econdémico
para la region, surgio la posibilidad de am-
pliar el marco de actuacién a una especie
cuyo objetivo, en el momento de plantear
la actuacion, era completamente diferente
al de las especies ya mencionadas. Sin em-
bargo, la conservaciéon de especies dentro
de un marco de proteccion del medioam-
biente o, como en este caso, de interés
histérico-cultural, no es un aspecto menos
relevante desde el punto de vista social,
por sus particularidades como ejemplares
Unicos, caso de los tejos centenarios cata-
logados como tal. Con este planteamiento
y, en colaboracién con la Universidad de
Oviedo-Fundaciéon Valdés Salas y EDP, se
hizo un trabajo para recuperar y clonar los
tejos asturianos catalogados como Sitios
Histoéricos, doce concretamente, con el
objetivo de establecer un arboretum con
todos los ejemplares

El tejo es una especie de gran rele-
vancia en todo el territorio asturiano, y si
bien cuando se iniciaron los trabajos de
multiplicacion vegetativa su proteccion se
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incluia sélo bajo la figura de Arbol Monu-
mental, recientemente se ha ampliado su
rango de proteccion patrimonial a través
de una nueva categoria denominada Si-
tio Historico, que engloba la proteccion
no so6lo de los arboles sino de su entorno
(BOPA n° 239, de 16 de octubre de 2017).
La ley define un Sitio Histérico como un lu-
gar vinculado a acontecimientos de interés
histérico, a tradiciones populares o a crea-
ciones culturales relevantes, permitiendo
su proteccién a través de su declaracion
individualizada como Bien de Interés Cul-
tural (BIO), lo que les otorga el maximo ni-
vel de proteccion que busca salvaguardar
uno de los legados mas significativos de la
historia, cultura y tradicion de Asturias. La
mayoria de los tejos estan representados
en ambas figuras de proteccion, y todos
ellos son arboles centenarios o milenarios,
poderosos y longevos.

Material vegetal de ejemplares Unicos
de Sitios Histéricos catalogados por sus
particularidades como tal: la Cenal en la Co-
llada (Siero), Santa Coloma (Allande), Santi-
banez de la Fuente (Aller), Rozadas (Boal),
Montoubu (Belmonte de Miranda), Martul
(Villanueva de Oscos), Perueno (Quirds),
Arangas (Cabrales), San Martin del Mar (Vi-
llaviciosa), Cenero (Gijon), Abamia (Cangas
de Onis) y San Martin de Salas (Salas) (Fig.
4), se recogi6 para su multiplicacion vy la
creacion de un banco clonal con el prop6-
sito de mantener el legado histérico.
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Figura 3. Material clonal
de hibridos de castano
interespecificos.
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Figura 4. Imagen del
tejo de San Martin, Salas
(izquierda) y detalle de
ramillos terminales con
frutos del ano (derecha).

>

Figura 5. Miniestaquillas
de pino de varios clones
de una misma
procedencia.

Optimizaciéon del miniesquejado
de los materiales forestales
de interés

Los programas de multiplicaciéon ve-
getativa son una herramienta importante,
tanto para los programas de mejora gené-
tica, como para incrementar la competitivi-
dad de las industrias de base forestal, con
potencial para establecer plantaciones
clonales con mayor productividad y cali-
dad de madera (Borges et al., 2011), caso
del eucalipto.

Pinus pinaster

La induccién del enraizamiento con
tratamientos previos, como el frio, la defi-
nicion de la edad ideal para enraizamien-
to de los esquejes, la optimizacién de la
fertilizacion de las plantas madre para
estimular la producciéon de esquejes, y su
efecto sobre el enraizamiento, y el esta-
blecimiento del nimero maximo de ciclos
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de esquejado al ano, fueron los objetivos
planteados para el pino pinaster que per-
mitieron desarrollar protocolos que, una
vez puestos a punto, sirvieron y sirven para
multiplicar el material seleccionado que se
encuentra en los bancos de germoplasma
del SERIDA (Fig. 5)

Durante los ultimos anos se consiguie-
ron establecer protocolos de enraizamien-
to para el pino, con el almacenamiento de
los esquejes en frio, a 4°C, y a temperatu-
ra ambiente con estimulo externo de AlB,
obteniéndose muy buenos resultados en
ambos tratamientos, con un enraizamiento
superior a los 92% y 97%, respectivamen-
te (Tabla 1).

Por lo que respecta a la edad ideal para
enraizar esquejes juveniles, nuestros re-
sultados indican que el 6ptimo se encuen-
tra en 70 dias, asociado al aporte externo
de reguladores de crecimiento (AIB), obte-
niéndose un porcentaje de enraizamiento
superior al 96% (Tabla 1).

En coOmputo anual, la media de enraiza-
miento de los esquejes se mantuvo en un
75%:; no obstante, se observé una estacio-
nalidad (Majada et al., 2011), con un des-
censo en el enraizamiento en el periodo
invernal y alcanzando los valores mas altos
en el verano (Tabla 1).

La producciéon de esquejes es estimu-
lada por un mayor aporte de nitrégeno
aplicado a las plantas madre. Los datos
obtenidos indican que se puede conse-
guir un incremento en la produccion de
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esquejes suplementando la fertilizacion
con un aporte de nitrégeno superior (Mar-
tinez-Alonso et al., 2012). Este ensayo se
realizd con una seleccion de familias clo-
nales de la Coleccién 1 de pino, anterior-
mente indicada. El efecto sobre el enraiza-
miento también fue objeto de estudio, y se
consiguié un porcentaje superior al 92%
(Tabla 1).

La tecnologia de propagacion clonal
desarrollada ha facilitado, adicionalmen-
te, generar material con el cual se ha
establecido un dispositivo de ensayos
clonales en ambientes contrastantes
(Francia/Espana/Portugal) los cuales for-
man parte red de excelencia EVOLTRE;
materiales que ademas han sido emplea-
dos en ocho proyectos de investigacién
de convocatorias de concurrencia com-
petitiva, asi como para el desarrollo de
varias tesis doctorales, dos de ellas en
nuestra comunidad auténoma (Velasco
Conde T, 2011. Andlisis de la respuesta a
la sequia en Pinus pinaster Aiton a través
de la evaluacién de caracteres morfologi-
cos, fisiolégicos y genéticos. Universidad
de Oviedo. Direccién: J. Majada e |. Aran-
da; y Delatorre C., 2017. Bases fisioldgicas
y moleculares del crecimiento estacional
de Pinus pinaster Aiton. Universidad de
Oviedo. Direccion: A. Rodriguez e . Fei-
to), asi como varios trabajos de investi-
gacion, ademads de los ya mencionados
sobre propagaciéon en esta especie (De-
latorre et al,, 2013; Gaspar et al.,, 2013;
Canas et al., 2015; Meijon et al., 2016).
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Prunus avium

El cerezo fue otra de las plantas fores-
tales en las que se consiguio establecer un
protocolo de enraizamiento de esquejes
juveniles con alta eficiencia, a la vez que
se valoraron dos tipos de esquejes, apical
e internodal (Fig 6), y diferentes concentra-
ciones de AIB. Este trabajo se desarroll6 a
través de un Proyecto Fin de Carrera (Busto,
M.D. 2008. Propagacion clonal de material
juvenil de Prunus avium L. Ingenieria Téc-
nica Forestal, E.U. Universidad de Oviedo;
Directores: J. Majada y A. Kidelman).

Para el esquejado del cerezo se partio
de materiales seleccionados por su vigor
y calidad sanitaria, a partir de la fenolo-
gia realizada en el huerto semillero ubi-
cado en nuestra comunidad auténoma,
dentro de los proyectos nacionales que
dieron continuidad a esta linea (RTA2005-
00057-C05-00 y RTA2011-00046-00-00).
En los ensayos de optimizacion del enrai-
zamiento se aplicaron diferentes concen-
traciones de solucién nutritiva a la planta
madre, variando la concentracién de ni-
trégeno para estimular la produccién de
nuevos brotes y, una vez optimizada la fer-
tilizacion, se obtuvieron esquejes juveniles
con 3 a 4 yemas, diferenciando entre api-
cales e internodales, ademas de optimizar
las dosis hormonales. Los resultados ob-
tenidos muestran que los esquejes apica-
les necesitan una menor dosis hormonal
(1.200 mg L-1 de AIB) y muestran una ma-
yor capacidad de enraizamiento (91,7%)
(Tabla 1). Este resultado, probablemen-
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Figura 6. Enraizamiento
de segmento apical
(izquierda) e intermodal
(derecha) de

Prunus avium.
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Tabla 1. Porcentaje
de enraizamiento

de diferentes

especies forestales
con su respectiva
concentracion

de regulador

de crecimiento vegetal
(AIB) utilizando
miniesquejes.

->

Figura 7. Esquejes
de castano enraizados

ESPECIE VEGETAL ENSAYO

Pre-tratamiento

ENRAIZAMIENTO REFERENCIA
(%) BIBLIOGRAFICA

7 dias a 4°C/ 0% (p/p) 92,50
Temperatura 4% (p/p) 97,40
ambiente
. . . Edad )
Pinus pinaster Ait. Esquejes de 70 dias 1,000 mg.L" 96,70 Majada et al. (2011)
Vera:gf\)/gllgf z(a’)ximo 20
Invierno/valor minimo ) =T
54,00
P. pinaster Ait. Nutricion Martinez-Alonso et al.
-p N (77,65 mg.L".dia™") 4% (p/p) 92,80 (2012)
Tip o Mini-esqueje
Prunus avium L. Apical 1.250 mg.L! 91,70 Busto, M.D. (2008)
Internodal 2.500 mg.L! 66,70
Mini-esquejes de
- clones hibridos
ohrdmde | T
Mill 7810 5.000 mg.L! 70,80 Dantas et al. (2016)
: 2671 7.500 mg.L"! 83,30
1m 2.500 mg.L! 8,30
90025 10.000 mg.L" 62,50
Esquejes de
plantas adultas .
Taxus baccata L. 1° esquejado 4% (o/p) 15.20 Datos no publicados
2° esquejado 16,30

*Se utiliza % para la hormona en estado sélido y mg L' cuando esté en forma liquida

te debido la juvenilidad de los esquejes,
también podria ser la causa de la ausencia
casi total de diferencias entre familias en
cuanto a porcentaje de enraizamiento y
supervivencia, para los esquejes apicales.

Castanea spp

Para el castano, el protocolo se estable-
Ci6 para materiales hibridos dado su doble
aptitud como material forestal y potencial
uso como portainjertos. Se partié de plan-
ta madre adulta, multiplicada por acodo
bajo, lo que hizo necesario un primer paso
de rejuvenecimiento ya que el material
adulto tiende a ser muy recalcitrante. La
tasa de enraizamiento obtenida fue acep-
table para la mayoria de los clones (de 54-
830%), formando un buen sistema radicu-
lar (Fig. 7), pero fue preciso utilizar dosis
elevadas de AIB (Dantas et al.,, 2016). La
falta de uniformidad entre materiales y la
baja eficiencia para el clon 111 indica que
es necesario optimizar el proceso, siendo
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la fase de rejuvenecimiento la mas critica
(Dantas et al,, 2016).
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La planta propagada se utilizo en la re-
poblacién de dos obras de la Direcciéon Ge-
neral de Montes e Infraestructuras Agrarias
(Consejeria de Desarrollo Rural y Recursos
Naturales), Repoblacién con castano y abe-
dul en el rodal A4. MUP 364 “Cordal de
Pedn” Villaviciosa, con cargo al fondo de
Mejoras y Actuaciones Forestales en el pi-
nar de La Llama, Tineo (16.005-OBP).

Taxus bacata

Se realiz6 la recogida de material vege-
tal, que consistié en brotes bajos con po-
sicién terminal y siempre con crecimiento
del ano, para favorecer que mantuvieran
una cierta juvenilidad (Fig. 8). Para su en-
raizamiento se utilizé una Unica concentra-
cién de AIB al 4%, dosis alta teniendo en
cuenta que se trataba de material adulto
y una especie de dificil enraizamiento. El
porcentaje de enraizamiento medio obte-
nido fue inferior al 17% (Tabla 1).

Estos datos que, a priori pueden pare-
cer muy bajos, no lo son tanto si se tiene
en cuenta que es una especie recalcitran-
te para el enraizamiento; la plata es adulta,
0 mas bien muy envejecida (ejemplares
seculares), y en la que no se realizd ningan
estudio sobre tratamientos previos para
estimular el enraizamiento y posibilidad de
rejuvenecimiento a través de cadenas de
proliferacion.

Considerando el conjunto de las es-
pecies revisadas en este trabajo resenar,
para finalizar, que todos los materiales
propagados sirvieron, ademds de como
material experimental para realizar traba-
jos cientificos y formar parte de Bancos de
Germoplasma activos en los que estd di-
rectamente implicado el SERIDA, para po-
tenciar la colaboracion cientifico-técnica
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con otras entidades como universidades,
centros de investigacion y fundaciones de
[+-D+i en muy diversos campos de estudio
como los relacionados con la genética, ge-
nomica, protedbmica, metabolémica, fisio-
logia, ecologia, reforestacion, selvicultura 'y
gestion de estas especies.
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