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RESUMEN

Para establecer un esquema de produccién de materiales de castarnio hibrido se ha
definido un sistema que comprende: la disposicién del material parental; los métodos
de propagacién clonal a utilizar para la produccién de materiales de base y comercia-
les; y, finalmente, un sistema de identificacién de los materiales. Se trata de material
para uso forestal y frutal (portainjertos y productores directos de fruto) y se ha adopta-
do para todos ellos el esquema establecido en el Reglamento Técnico de Control y
Certificacion de Plantas de Vivero Frutales. La utilizacién de isoenzimas para verificar
la identidad de los materiales de base presenta en hibridos de castafio una buena capa-
cidad para diferenciacién clonal. El material vegetal organizado esta siendo evaluado
en ensayos clonales en campo.

Palabras clave: castario, certificacion, isoenzimas, propagacién clonal.

SUMMARY

SCHEME FOR THE PRODUCTION OF FOREST AND FRUIT CLONAL
MATERIALS OF HYBRID CHESTNUT (Castanea crena ta Si eb e t Zucc x C .
sativa Mill)

The plan to produce chesnut hybrid materials comprises: the disposition of the
foundation stock; the clonal propagation methods to use for the production of expan-
sion stock and commercial materials; and, a system of clonal identification. Clone
collection comprises materials resistant to ink disease selected for wood production,
nut production and rootstoks to graft with varieties of sweet chestnut.

Key words: chestnut, certification, isozymes, clonal propagation.

Introduccién Centro de Investigaciones de Lourizdn, ha
tenido como objetivos la seleccién entre
El programa de mejora del castafio, desa-  clones hibridos de Castanea crenata Sieb et

rrollado durante los ultimos afios en el Zucc. con C. sativa Mill resistentes a
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Phytophtora sp, destinados a produccién de
madera, de portainjertos para variedades de
castafio europeo y de productores directos
de fruto, asi como la seleccién de cultivares
tradicionales de C. sativa para la produccion
de fruto y en algunos casos de madera
(UrRQuUuO, 1944, 1957; VIEITEZ, 1966;
FERNANDEZ, 1990; FERNANDEZ, et al., 1993;
FERNANDEZ y PEREIRA, 1993; PEREIRA y
FERNANDEZ, 1992). Se trata de materiales
clonales con utilizaciones forestales y fruta-
les y se ha buscado el modo de disponer los
materiales de partida de clones de forma
que su identidad quede garantizada.

Actualmente no estd regulada la utiliza-
cidén de materiales forestales o frutales de
castario. Sin embargo, con vistas a una futu-
ra certificacién de castaio, los materiales
seleccionados se han de disponer segiin un
esquema que garantice la identidad clonal.
ademds, los métodos de propagacion a utili-
zar han de ser eficientes y producir plantas
fieles al tipo. Finalmente, se ha de contar
con métodos de identificacién que permitan
verificar la fidelidad clonal. Veamos lo que
dice la legislacion existente para especies
forestales y frutales.

El Reglamento General Técnico de
Control y Certificacion de Semillas y
Plantas de Vivero (BOE, 1986) establece
entre otras, las siguientes categorias de
plantas de vivero: el material parental, que
es la unidad inicial a partir de la que se pro-
ducen todas las semillas y plantas de vivero
de un cultivar; material vegetal de base de
plantas de vivero es el constituido por plan-
tas madre procedentes del material parental
o de partida que retina los requisitos necesa-
rios para garantizar calidad, autenticidad
varietal y sanidad; material vegetal certifi-
cado es la planta comercial procedente de
materiales de base.

Esquema de produccion de materiales clonales

El Reglamento Técnico de Control y
Certificacion de Frutales (BOE, 1982) adap-
ta las citadas categorias de plantas de vivero
al caso de los frutales. Especifica que el
material parental o unidad inicial estd com-
puesto de la planta cabeza de clon, de las
plantas de reserva (plantas libres de virus al
abrigo de vectores) y de las plantas de parti-
da (plantadas en campo), obtenidas de la
planta cabeza de clon. En ellas se ha de
comprobar estado sanitario y caracteristicas
varietales. Las plantas madre de base proce-
den del material de partida y se considera-
rdn de base una vez comprobada identidad
varietal y estado sanitario. Con ellas se esta-
blecen los campos de plantas madre de cer-
tificada. El mismo reglamento exige pureza
varietal del 99% a las plantas de base y cer-
tificadas.

La Orden de Comercializacién de los
Materiales Forestales de reproduccién
(BOE,1989) establece dos categorias de
materiales forestales de reproduccién, mate-
riales seleccionados y materiales controla-
dos. Los materiales clonales han de cumplir
preferentemente los requisitos exigidos a
los materiales controlados. Los caracteres
sometidos a examen para la admisién de los
materiales de base en la categoria de mate-
riales controlados son los de identificacién
de los materiales de base, los caracteres de
comportamiento y los de produccién. Esta
orden de materiales forestales no cita en
ningin momento al material parental, sélo
dice que los individuos que constituyen el
clon han de proceder de un sélo individuo
por via vegetativa. En cuanto a los caracte-
res de identificacion de los materiales de
base, dice que se han de presentar de forma
suficientemente completa pero no dice nada
sobre el método de identificacion clonal a
utilizar.

En materiales clonales de uso forestal
LiBBY (1983) utiliza una denominacién del
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material parental y de las plantas de base
equivalente a la utilizada en el reglamento
técnico de frutales. Habla de tres tipos de
plantas en los programas de selvicultura
clonal: foundation stock, expansion stock, y
test plants. El foundation stock, compuesto
por el ortet y un nimero reducido de ramets
es el material parental. El expansion stock,
conjunto de plantas donantes de propdgulos
utilizados para la produccién de plantas
comerciales, es equivalente a la categoria
plantas de vivero de base de la legislacién
sobre frutales. Se puede adoptar por tanto el
esquema y denominaciones utilizados en
frutales para denominar a las categorias de
materiales clonales forestales de vivero.
Normalmente se utiliza el término ortet en
vez de cabeza de clon.

Los métodos de propagacion a utilizar en
Ja multiplicacién de clones autoradicados de
castafio son el acodo bajo, el estaquillado
semilefioso y la micropropagacién. Entre
estos métodos sélo la micropropagacién
puede dar lugar a plantas no fieles al tipo.
Sin embargo la micropropagacién a partir
de yemas axilares y brotes terminales, junto
con la limitacién del nimero de subcultivos
garantiza la obtencién de plantas fieles al
tipo, desprovistas de variaciones somaclo-
nales (CHEN y AHUJA, 1993). Esta limitacidn
del nimero de subcultivos y la exclusién de
certificacion de material obtenido a partir de
callo, estan reflejados en la norma que regu-
la la utilizacién del cultivo in vitro en la pro-
duccién de patrones de frutales (BOE,
1992). En ella, para la obtencion de plantas
madre de base, se limita el nimero de multi-
plicaciones por cultivo in vitro a un maximo
de cinco, y para la obtencién de plantas cer-
tificadas, se limita a diez, en ambos casos
después de la fase de adaptacién, que es
aquella que permite la obtencién de un
maximo de 20 porciones a partir de cada
explanto inicial.
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No existen alin regulaciones de la aplica-
cién de las técnicas de cultivo in vitro a la
produccién de plantas forestales aunque ya
que el material ha de ser estable y fiel al
tipo, los cultivos a partir de callos, células y
protoplastos con propension a la produccién
de variaciones somaclonales no deben ser
utilizados en multiplicacién clonal aunque
pueden ser ttiles con otras finalidades dife-
rentes (MuHs, 1993) :

En los programas de selvicultura clonal
los errores cometidos en la identificacién de
los materiales de base pueden dar lugar a
graves dafios. Una séla planta errénea en el
material parental de un clon puede afectar a
casi todo el clon. Normalmente, las normas
que regulan el uso material clonal en una
determinada zona, obligan al uso de unos
determinados clones, por lo que es necesa-
rio contar con herramientas que permitan
verificar la identidad clonal. Los caracteres
a utilizar en identificacién y certificacién
deben estar bajo control genético, presentar
variabilidad en el taxon en estudio y poca
influencia ambiental. La caracterizacion
morfoldgica mediante caracteres cualitati-
vos y cuantitativos no presenta dificultades
técnicas, pero es muy laborioso. Ademads los
caracteres cuantitativos presentan una ele-
vada influencia ambiental. La caracteriza-
ciéon morfolégica no puede ser realizada
hasta que las plantas desarrollan todas sus
caracteristicas, cosa que en algunas especies
puede tardar varios afios en ocurrir. Entre
los métodos bioquimicos a utilizar en certi-
ficacion, isoenzimas y ADN son los mas
adecuados. Sin embargo en el estado actual
de desarrollo de las técnicas los isoenzimas
ofrecen la mejor solucién a la mayoria de
los problemas (CHELIAK, 1993). La electro-
foresis de isoenzimas es una técnica no des-
tructiva que puede ser realizada desde los
primeros momentos de la vida de un arbol y
proporciona resultados en unas pocas horas.



68

La probabilidad de diferenciar un cierto
clon de todos los demds depende del nime-
ro de genotipos diferentes posibles, cosa
que a su vez depende de: el nimero de loci
analizados, del nimero de alelos presentes
en cada locus, y de las frecuencias de esos
alelos en el grupo de clones en estudio.

Métodos de multiplicacion clonal

El castafio, especie de dificil enraiza-
miento, se ha clonado durante muchos afos
sélo por acodo bajo. El método presenta
gran nimero de problemas: baja produccién
de plantas por hectarea (de 10.000 a
20.000); tiempo prolongado de entrada en
produccién (unos 4 afios); necesidad de un
nimero elevado de jornales en periodos cor-
tos de tiempo; costos de produccion eleva-
dos; calidad de planta muy deficiente en
plantas de una savia (el peso seco de las rai-
ces nunca es mas del 10% del peso del
tallo). A pesar de ello las plantaciones en
dreas de clima atldntico dan resultados de
arraigamiento adecuados, con menos de un
10% de marras, aunque el crecimiento de
los primeros afos es muy débil.

El estaquillado de castafio se ha de reali-
zar con material semilefioso de brotes de
cepa de unos meses. Las condiciones
ambientales, especialmente la humedad
relativa, han de ser cercanas al 100%, para
que las estaquillas sobrevivan durante el
periodo de enraizamiento, comprendido
entre cuatro o cinco semanas. La utilizacion
de fog-air (FERNANDEZ et al., 1992) o fog-
press (CHAPA et al., 1990) supone en este
aspecto una mejora sustancial sobre la utili-
zacién de mist. Pero atin en estas condicio-
nes los porcentajes de enraizamiento no
superan el 50%. El sistema es muy fragil, de
forma que fallos de funcionamiento del fog
de s6lo media hora, dan lugar a pérdidas de

Esquema de produccion de materiales clonales

todo el material. Las estaquillas en periodo
de enraizamiento son atn mds sensibles a la
desecacién que el material micropropagado
en aclimatacion. A pesar de que las plantas
multiplicadas por estaquilla tienen muy
buena calidad después de un afio en vivero,
los malos rendimientos de la técnica hacen
imposible su utilizacion.

La micropropagacion a partir de dpices
caulinares y yemas axilares, seguida de
enraizamiento in vivo, aclimatacién en fog
air y uno o dos afios de cultivo en vivero, da
lugar a plantas con un buen sistema radical
(mds del 50% del peso total de la planta) a
un precio de coste muy parecido al precio
de la planta de acodo (MIRANDA y
FERNANDEZ, 1992, 1993). El sistema tiene el
inconveniente de la necesidad de una inver-
sién inicial muy superior a la de otras técni-
cas, sin embargo sus ventajas hacen que se
vea como la modalidad de multiplicacién
clonal con més futuro en castano.

Disposicion de material parental y
coleccion de referencia

La coleccion de clones hibridos de casta-
fio del Centro de Lourizan tiene mds de
treinta afios de edad, no se conserva la plan-
ta de partida y ademds en este tiempo se
habran cometido errores de etiquetado. Para
salvar esta situacién se ha reclonado toda la
coleccién a partir de un drbol bien identifi-
cado de cada clon, que es la nueva planta
cabeza de clon u ortet. La clonacién se ha
realizado mediante recepado seguido de
acodo. Tres barbados por clon, obtenidos
del ortet, se han puesto en campo a un espa-
ciamiento de 2 x 2 metros, con la finalidad
de utilizarlas en el futuro como plantas de
partida. Este material ha de ser identificado
a partir del momento que se estabilicen los
caracteres productivos, es decir, después del
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cuarto o quito afio en campo. Después serd
necesario el rejuvenecimiento mediante
recepado con la finalidad de obtener propé-
gulos a partir de los que se obtendran mate-
riales de base. Por el momento no se han
incluido plantas de reserva (plantas libres de
virus, al abrigo de vectores) ni el indexado
(testado de presencia de virus) aunque se
considerard ya que se ha detectado un
mosaico del castafio (DESVIGNES y BREISCH,
1992).

A partir del ortet, por acodo se han obte-
nido otras dos plantas de cada clon que se
han llevado a una coleccién de arboles espa-
ciados a 6 x 6 metros en la que los drboles se
dejaran desarrollar, con la finalidad de
poder observar en ellos todos los caracteres
(porte, ramificacion, ramo del afio en flora-
cién y frutos) dtiles en Ja identificacion y
diferenciacién clonal.

Métodos de propagacion clonal de
materiales de base y materiales
comerciales

Los materiales de base y comerciales de
clones productores directos de fruto se
obtendrdn por acodo. Los materiales de base
y comerciales de clones de uso forestal o
portainjertos se obtendrdn por acodo o
micro propagacion. La influencia del nime-
ro de repicados en la estabilidad de los
caracteres fenotipicos de materiales micro-
propagados, se esta estudiando mediante la
instalaccion de ensayos en campo, para
saber si es necesario limitar el nimero de
repicados, de la misma forma que en el
reglamento de frutales (BOE, 1992).

Identificacion de materiales de base y de
materiales comerciales

La caracterizacion morfoldgica de la
coleccién de clones en estudio ha sido reali-
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zada en material procedente de la planta
cabeza de clon siguiendo la ficha de Upov
(1988) para castafio. Las plantas de partida
y los materiales de base han de ser identifi-
cados durante tres aflos consecutivos a partir
de que se estabilicen los caracteres repro-
ductivos, es decir después del cuarto afio de
su instalaccién. Las plantas de partida insta-
ladas en campo entre 1992 y 1993 no
podrdn ser identificadas hasta 1996, al
menos.

Por el contrario el estudio de siete loci
isoenzimaticos en extractos de hoja de cas-
tafio permite la identificacion rdpida y tem-
prana del material. La técnica permite dife-
renciar las especies C. sativa de C. crenata
y los hibridos interespecificos. La capacidad
de separacién de clones es bastante alta en
C. sativa, casi nula dentro de C. crenata,
baja en hibridos F, y muy elevada en hibri-
dos F, Y F,. Puede ser utilizada para la iden-
tificacién del material parental y como
método de control de errores de etiquetado
en las multiplicaciones comerciales
(FERNANDEZ et al., en prensa).
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