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RESUM

Adquest article revisa Festat actual dels cstudis dirigits a la micropropagaci6 de Guercus
suber 1., 1 enquadra la seva possible aplicacid en programes de millora gendtica, Dels cul-
tius d'embrions 1 segments nodals sorgeixen algunes de les primeres dades sobre el com-
portament d'aquesta espicie. La concentracié de sals en general. i de potassi en particular,
en el medi mineral condicionen el creixement, aix{ com les d'auxina i citoguinina. A partir
de segments nodals, amb material procedent d'individus joves 1 adults, s'ha obtingut la re-
generacid de plantes compleles. En el tractament del cultiu del callus s'assenyala 'aparicié
d'embriog&nesi somatica.

RESUMEN

El presente articulo revisa el estado actual de los estudios encaminados a la micropropaga-
cién de Quercus suber L., encuadrando su posible aplicacion en programas de mejora ge-
nética, De los cultivos de embriones y segmentos nodales surgen algunos de los primeros
datos sobre ¢l comportamiento de esta especie. La concentracidn de sales en general, v de
potasio en particular, en el medio mineral condicionan ¢l crecimiento, asi como las de au-
xina y citoquinina, A pariir de segmentos nodales, con material procedente de individuos
JGvenes y adulios, se ha obtenido 1a regeneracién de plantas compietas. En el tratamiento
del culitvo del callo se sefiala la aparicion de embriogénesis somdtica.

ABSTRACT

Vegertative plant propagation is mainly used in the operationai line of Forest Tree
Improvement Programs to capture all the genetic potential, including the non-additive
component of the genetic variance. In the case of genus Quercus, it could be also used to
avoid the problems derived from instaliation and yielding of seed orchards. The tissue
culture based micropropagation arises as an alternative technique to solve the problems of
space and time associated with the classical techniques of asexual propagation. This article
reviews the work done with cork-oak in this field. Up to date there are few papers dealing
with in vitro celture of Quercus suber L. Embryo culture has been tryed to determine the
minimum requeriments of the species and its morphogenic potential. Plantlet regeneration
has been obtained following axillary budding en nodal segments from juvenile and
rejuvenated tissues, elongation and rooting of microcuttings. Main problems arise on
transplanting soil the neoformed plants. Callus culture has been achieved from cotyledons
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and epicotyl segments from young seedlings. In booth cases also somatic embryogenesis
has been reported. This fact opens a new way for micropropagating cork-oak, which is
discussed.

Key words: cork-oak, micropropagation, plant regeneration, Quercus suber L., somatic
embryogenesis, tissue cultore,

INTRODUCCION

En los programas de mejora genética forestal, la linea operativa (produccion a
gran escala de planta selecta) suele llevarse 4 cabo a través de semilla, tras la se-
leccién de genitores, el establecimiento de huertos semilleros y los necesarios en-
sayos de progenie. Exisicn excepciones notables a esta regla, como es el uso ex-
tendido de la propagacion vegetativa en especies de los géneros Salix, Populus y
Cryptomeria.

Los programas de mejora basados en la propagacién asexual presentan venta-
jas sobre los que utilizan la via sexual en la fase operativa. La més importante es
la répida fijacion de todo el potencial genético de los individuos seleccionades,
incluidos les efectos debidos a la cornponente no aditiva de la variacién genética
(Mckead y Weir, 1984}. Existen otras ventajas, entre las que cabe sefialar el poten-
cial para obtener la madxima uniformidad en la plantacién, con lo que se simplifi-
cariant los problemas de gestién de masa, y la capacidad para acelerar ]a obtencitn
de los beneficios de las acciones de mejora (Libby y Rauter, 19843

A pesar de sus ventajas, las acciones basadas en la clonacién de individuos so-
bresalientes no se han empezado a acometer extensivamente en los programas de
mejora de muchas especies forestales, hasta el comienzo de la tiltima década. La
razdn fundamental reside en los problemas biolégicos que presenta la propaga-
cién vegetativa de la mayoria de las especies, relacionados principalmente con el
proceso de maduracién {Toribio, 1986a).

La propagacién a gran escala por via sexual presenta problemas, principal-
mente ligados a los procesos de floracién y fructificacién, que dificultan o no ha-
cen rentable Ja instalacién y el rendimiento de los huertos semilleros. Es este el
caso de las quercineas y especialmente del alcornoque, especie que presenta una
acusada veceria.

La técnica de la propagacion vegetativa utilizada con fines operativos es el
enraizamiento de estaquillas. En los dltimos afios esta técnica ha alcanzado un
considerable desarrollo en cuanto a su aplicacidn a especies forestales, presen-
tando buenos resultados de cara a la consecucién de programas basados en la
clenacidn.

Las técnicas de cultivo in vitro vienen a unirse a las convencionales, propor-
cionando una serie de ventajas afiadidas. Entre ellas, cabe destacar Ja rapidez en la
propagacion masiva de clones y la economia de espacio. Asimismo existe la po-
sibilidad de conseguir respuestas que no se pueden lograr en vivo, en principio sin
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problemas estacionales, con lo cual se podrfa adaptar 1a salida de la produccion a
las necesidades del mercado o de la gestion {Hartmann y Kester, 1983). También
con estas técnicas se puede lograr un sistema de almacenamiento a largo plazo de
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Figura 1. Curvas de crecimiento de explantos cultivados en medios con presencia o ausencia de
auxina, Los repicados se efecluaron mensualmente al mismo medio inicial. Las ba-
rras verticales representan el error estdndard. (Toribio, 1986b).



14 M. TORIBIO I C. CELESTING

material vegetal, una via de intercambic de dicho material libre de patdgenos y un
medio para controlar el estado de maduracion de los clones.

Frente a ostas ventajas, una vez salvado el escollo de la regeneracion de plan-
tulas, existen dos inconvenientes importantes. Por una parte, v debido a la varia-
cion somaclonal que se produce in vitro, puede perderse la identidad de los propa-
gulos producidos por la planta donante, y por tanto la uniformidad dentro del clon.
Por otra parte, debido a las metodelogias del cultivo mn vitro y a las necesidades de
personal especializado, la écnica puede resultar cara para su aplicacion a gran es-
cala,

ORGANOGENESIS IN VITRO: CULTIVO DE EMBRIONES

Al igual que en otras quercineas, los trabajos que resefian el cultivo in vitro de! al-
cornogue son escasos (Bellarosa, 1989). Uno de los explantos que primero se sue-
len introducir in vitro con el fin de explorar las posibilidades morfogénicas de la
especie, son los embriones exiraidos de la semilla, los cuales a menudo presentan
buenas respucstas por su carcter extremadamente juvenil.

Bellarosa (1982} culuvd embriones en medic Durzan, modificado en el senti-
do de incrementar ia concentracién de nitrdgeno rotal 1gualando las proporciones
amonio-nitrato, asi come la de potasio, con el fin de estudiar la influencia de una
citoquinina (6-benciladenina, BA) y una auxina (icido a- naftalenacético, NAA)
sintéticas sobre el desarrollo.

Sus resultados sugieren en primer lugar que los tejidos de alcornogue cultiva-
dos in vitre pueden ser susceptibles a la concentracidn de sales del medio. En di-
cho medio diluido a la mitad, se obtiene un crecimiento mas normal y rdpido. El
papel de los reguladores del crecimiento no queda claro, pero parece que la pre-
sencia de citoquinina favorece la formacién de yemas axilares, no existiendo una
incidencia sobre formaciones adventicias. Estas si aparecen cuande ademas se en-
cuentra presente 1a auxina, la cual también bloguea el crecimiento. Un dato adi-
cional es que el tejido gue muestra mayor reactividad es el del tallo hipocotiio. Sin
embargo los ligamientos cotiledonares no muestran actividad meristematica, en
contraste con 1o que sucede en otras fagiceas como el castafio.

La puesta a punte de la técnica de cultivo de embriones puede ser de utilidad,
caso de interesar el establecimiento de bancos de germoplasma de la especie,
asi como para servir de modelo de desarrollo en las lineas de embriogénesis
somdtica.

OBTENCION DE PLANTULAS

Segiin nuestro conocimiento, hasta la fecha sélo existen dos trabajos que sefialan
la consecucién de plantulas de alcornoque 1n vitro. Ambos atilizan el mismo tipo
de explanto inicial, segmentos nodales, y siguen una via de gran utilidad en la mi-
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Figura 2. Respuestas dc distintos clones con respecto a la formacion de callo. Por clon se en-
tiende un grupo de explantos tomados de Ja misma bellota. Los repicados se efectuaron men-
sualmente al mismo medio imcial. Incrementos: diferencias en peso fresco entre los dias
sefialudos en cultivo. Las barras verticales representan el error estédndard
(Toribio, 1986b).

cropropagacion de especies forestales: la induccidn del crecimiento de yemas axi-
lares, su alargamiento, enraizamiento y posterior paso a tierra.

Pardos (1982) cultivg explantos procedentes de plantas de entre seis y doce
meses de edad en medic MS, estudiando el papel de la auxina (NAA} y la citoqui-
nina {BA} en el desarrollo de yemas axilares. Constatd que la auxina condiciona
la extension de la respuesta, mientras que la citoquinina interviene en la intensi-
dad de la misma. Parece que el condicionamiento auxinico es muy preciso, ya qie
las concentraciones del orden de 0,5 uM de NAA provocan la brotacién hasta en
el 92% de los explantos, mientras que con concentraciones superiores o en ausen-
cia de hormona pricticamente no se obtiene respuesta. La posicién original del
segmento nodal en 1z planta donante, también determina el porcentaje de explan-
tos que forman yemas, desapareciendo este efecto cuando el explanto no se ‘en-
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Figura 3. Capacidad proliferativa de los explantos dependiente de su posicidn inicial en el co-
tileddn. Los explantos de ta porcidn denominada «préxima» son los més cercanos al embrion.
Los repicados se efectuaron mensualmente al mismo medio inicial. Incrementos: diferencias en
peso fresco entre los dias senalados en cultivo. Las barras verticales representan
el error estandard (Toribio, 1936b).

cuentra desprovisto de hojas. Este hecho sugiere al autor 1a posible existencia de
un condicionamiento enddgeno del proceso.

El alargamiento de los tallos neoformados fue espontdneo, mostré una gran
variabilidad y fue, en términos generales, menor en aquellos explantos cultivados
en los medios con concentraciones de citoquinina mas alta. Este suele ser el paso
que presenta caracieristicas limitantes en la mayoria de protocolos de micropro-
pagacion de especies lefiosas, ya que condiciona la siguiente fase de enraiza-
miento.

La capacidad de formar raices depende del tamarfio de la microestaquilla, re-
queriéndose un minimo de 10 mm de longitud. Ef mejor tratamiento {35% de en-
raizamiento) resultd ser el cultivo en el medio MS sin diluir con Img/l de dcido
indolil-3-butirico (IBA) durante 7 dias, con posterior transferencia al mismo me-
dio sin hormona y carbén activo al 0,3 %. La raiz formada, gruesa, larga v sin ra-
mificaciones, debe presentar problemas de funcionalidad, ya que las pldntulas
transferidas a diferentes mezclas de sustratos no duran mis de tres meses.
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El paso a tierra es otra de las fases mas delicadas de la micropropagacién in vi-
tro. Asf lo constata Manzanera (1988} en su trabajo sobre la micropropagacion del
alcornogue. Este autor ha estudiado con detalle factores que influyen en los distin-
tos pasos necesarios para la ebtencidn de pléntulas a partir de segmentos nodales,
tanto procedentes de plantas jévenes como de brotes de cepa de individuos adul-
tos. Este idltimo material, presumniblemente rejuvenecido, presenta algunas dife-
rencias de respuestas en relacidén con el material joven; sin ernbargo se ha logrado
obtener su propagacién vegetativa, lo cual abre una via importante para la clona-
cién de fenotipos seleccionados.

La relacidn de estos estudios con los mencionados previamente parece conso-
lidar un dato importante en relacién al cultivo in vitro de esta especie; su sensibi-
lidad a los medios con alto contenido en sales, y la posible necesidad de cantida-
des relativamente altas de potasio.

La utitizacién de distintas formas de macronutrientes ha sefialado que existen
clones con composiciones preferidas, pero existe una formulacién, la de Sommer,
de «amplio espectro», uniformemenre valida para todos los clones.

Los distintes pasos necesarios para lograr fa micropropagacién muestran unos
requisitos similares a los de otras especies lefiosas. Tanto para la fase inicial de in-
duccidn, como para la de multiplicacidn es necesaria la presencia de citoquinina y
auxina. El alargamiento de los brotes neoformados no parece presentar dificulta-
des especiales cuando el medio contiene bajas concentraciones de auxina y cito-
quinina, no influyendo en el ulterior procese de enraizamiento.

Cultivando las microestaquillas en medio con IBA, en concentraciones de este
dltimo aigo mdas elevadas cuando el material procede inicialmente de brotes de
cepa que cuando proviene de planta joven, durante siete dias y transfiriéndolas a
medio sin hormonas, se obtienen raices a los veinte o treinta dias. Elevando la
concentracién de sacarosa en el medio se obtienen mejores porcentajes de enrai-
zamiento, hasta el 70% de los explantos,

Los resultados de estos esmdios resultan muy prometedores de cara a la posi-
ble micropropagacién comercial de la especie, de gran interés sobre todo en el
caso de matena] procedente de individuos adulios.

CULTIVO DEL CALLO: EMBRIOGENESIS SOMATICA

El cultivo de callo es uno de los més antiguos del cultivo de tejidos vegetales. Si-
guiendo esta via se ha logrado regenerar pldntulas en un cierto nimero de especies
lefiosas, aunque es una via no carente de dificultades ligadas fundamentalmente a
la capacidad de organogénesis y a la estabilidad genética de los cultivos. Sin em-
bargo el cultivo de callo es paso en gran medida obligado para otras posibilidades
del cultivo in vitro, principalmente de los cultivos celulares con todas las tecnolo-
gias a ellos asociadas (fusidn de protoplastos, transformacidn genética, etc.}, y la
embriogénesis sematica.

Nosotros hemos estudiado las condiciones de induccién de callo en cotiledo-
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nes aislados de bellota madura {Toribio, 1986b). Este tipo de tejidos juveniles en
muchos casos suele presentar una gran reactividad in vitro, de tal manera que sim-
plemente las lesiones producidas por los cortes de formacién del explanto inicial
(wounding effect) son estimulo suficiente para inducir la proliferacion de callo.
En ¢l caso del alcornoque no ¢s asi y s¢ requiere la presencia de una auxina para
la formacida de callo. La hormona utilizada por nosotres, el acido 2,4-Diclorofe-
noxiacético {2,4-D) mostrd la misma efectividad a las dos concentraciones ensa-
yadas (Fig. 1), sugiriendo que ]a proliferacién de callo se puede desencadenar con
la minima presencia hormonal. Al igual que sucede para muchos otros tipos de
respuesta v en las mas diversas especies, las condiciones del explanto inicial, fun-
damentalmente el genotipo, determinan la induccién y el crecimiento del callo
(Fig. 2). Otro factor que incide en la formacién de callo es la posicién relativa del
explanto inicial con respecto al cotileddn entero. La parte media resulta ser més
reactiva {Fig. 3) habiéndose achacado esta misma circunstancia en nogal a una
distribucidn diferencial en las reservas de carbohidratos (Rodriguez, 1982). Fun-

Figura 4. Respuesta organogénica en fragmentos de cotiledén. Los explantos permanecieron

durante 30 dias en medio MS con 1 pM de BA v 10 pM de NAA, siendo repicados mensual-

mente a medio sin hormonas. Ademds de la formacion de callo sobre las superficies de cor-
te, s¢ obtuvo rizogénesis adventicia en un 40% de los explantos (Toribio, 1986b).
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damentalmente en la dosis mds alta de 2,4-D (10 uM) los callos sufrian oscureci-
miento, tal vez debido a la composicién del medio de cultivo (Murashige vy
Skoog, 1962).

La capacidad de este tipo de explantos se muestra al separarlos con otro esti-
mulo hormonal. Cultivados en medio MS con 1 UM de NAA durante 30 dias y
transferidos posteriormente & medio sin hormonas, se forma una cierta cantidad

Figura 5. Embriogénesis somdtica sobre fragmentos de cotileddn de alcomoque. Los explantos
iniciales se cultivaron en medio MS con 20 pM de BA y 10 uM de NAA durante 30 dias, siendo
repicados mensualmente a medio sin hormonas. Se aprecid un desarrollo generalizade de una
superficic nodular verdosa, fundamentalmente en las zonas de corte. En dos de veinte
explantos se desarrollaron embrioides sométicos (Toribio, 1986b).
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de callo en las superficies de corte y aparecen raices adventicias hasta en el 40%
de los explantos (Fig. 4).

En medios con 20 pM de BAP y 10 uM de NAA la cantidad de calio produci-
do fue pequefia, manifestindose como ligeras alteraciones nodulares y verdosas
en la superficie del explanto, apareciendo la formacién de embricides somdticos
(Fig. 5). Los embrioides mostraron un incipiente desarrolio foliar y la presencia
de signos de poliembrionfa, no lograndose crecimiento ulterior.

El fenémeno de Ia poliembrionia es un aspecto habitual e indeseado en la em-
briogénesis somatica en cultivo in vitro, habiéndose sefialado también en alcorno-
que por otros autores (El Maataoui y Espagnac, 1987). Estos autores cultivaron
segmentos nedales procedentes de plantas de seis a ocho meses de edad en un me-
dic MS suplementado con glucosa 111 uM, 1 g.1! de hidrolizado de caseina, IBA
10 uM y BA también a una concentracitn cercana a 16 pM. Sobre dichos explan-
tos aparecié un callo que produjo al cabe de cinco a siete semanas unas formas es-
féricas facilmente escindibles, aproximadamente sobre ] 3% de los explantos.
Estas formas desarrollaron claros embrioides sométicos, tras pasar por ios tipicos
estados globular y terpedo con polos radicales y apicales perfectamente definides,
primordios cotiledonares y trazas vasculares de conexidn.

Sin embargo estos embrioides enseguida forman embrioides secundaries, fun-
damentalmente préximos al polo radical, que distorsionan su normal estructura.
En adicién, aunque la raiz empieza a alargar, aparece una dormicion apical que
impide la evolucién normal dei embricide.

Con estos estudios se ha abierto una via de gran potencial para la micropropa-
gacién de] alcornoque. La embriogénesis somatica, seglin estd ampliamente reco-
nocido, puede ser la oportunidad futura de clonacién a gran escala de muchas es-
pecies. En razon de su origen presenta por un lado la capacidad de multiplicacién
importante que abaratarfa el coste de las técnicas; por otra parte, al lograr plantu-
las mediante unos procesos de ontogénesis similares a los naturales, €stas pre-
sentarfan menores problemas de estructura y de estabilidad genética (Berlyn
et al., 1986).
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