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RESUMEN

Las técnicas de propagacion vegetativa se emplean con diversas finalidades, pudiendo
ser una de ellas la conservacion de la biodiversidad mediante la clonacion de genotipos
de interés. Dichas técnicas se basan en dos posibles vias de regeneracién clonal de
plantas: la via organogénica y la via embriogénica. En esta presentacion se describe la
aplicacion de un protocolo de regeneracion por induccién de embriogénesis somética en
hojas de alcornoques adultos. Para ello se ha abordado la clonacién de los nueve
alcornoques que estan recogidos en el Catalogo de Arboles Singulares de la Comunidad
de Madrid. La induccion de embriogénesis somatica se ha llevado a cabo en hojas en
expansion, procedentes de brotes epicérmicos obtenidos en trozos de ramas de la copa
de dichos arboles. Se han logrado establecer lineas embriogénicas en ocho de los nueve
genotipos, por lo que un 89% de los genotipos fueron reactivos al primer intento de
induccion. La amplificacion de las lineas embriogénicas, maduracion de embriones y
germinacion de los mismos esta en curso. Hasta el momento se han obtenido plantas
clonicas de los arboles Dehesa de Valgallego y La Corchera.

Palabras Clave : Biotecnologia forestal, conservacion de recursos genéticos, cultivo in
vitro, embriogénesis somatica, micropropagacion, propagacion vegetativa
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INTRODUCCION

Actualmente la conservacion de la biodiversidad es una tarea impostergable. En los
ultimos afios se ha debatido mucho sobre su urgencia y, paralelamente a la reflexion
desde el ambito cientifico, se ha ido creando un creciente interés en la ciudadania.

Se trata de una labor ingente y su puesta en practica requiere la suma de logros a nivel
local, como puede ser la conservacion de recursos fitogenéticos valiosos. Los &rboles
singulares son ejemplares que por su rareza, excelencia de porte, edad, tamafio,
significacion histdrica, cultural o cientifica, constituyen un patrimonio merecedor de
especial proteccion.

Desde un punto de vista genético, la conservacion de la biodiversidad supone la
conservacion de la variabilidad genética presente en las poblaciones. La accién mas
importante para conservar esta variabilidad es la conservacion in situ de genes y alelos,
en frecuencias representativas de las que existen en las poblaciones naturales. Pero
también se acomete la conservacion ex situ de genes y genotipos, utilizando en el primer
caso la propagacion sexual, y en el segundo aplicando técnicas de propagacion
vegetativa. A los medios y estrategias tradicionales para conservar la biodiversidad se
unen en los dltimos afios toda una serie de herramientas basadas en la biologia
molecular y celular, comprendidas en el amplio conjunto de la biotecnologia (Ruane y
Sonio, 2006)

La biotecnologia forestal actualmente apoya a las actividades clasicas de la silvicultura
para conseguir dos objetivos bésicos de la gestion forestal: mantenimiento de la
diversidad en los bosques naturales, para la conservacién y la utilizacion de los recursos
genéticos, y mejora genética que se afade a la gestidn cultural intensiva en plantaciones
forestales. También ofrece herramientas especificas para la conservacion ex situ. La
conservacion de recursos genéticos forestales se apoya en el desarrollo de marcadores,
fundamentalmente de ADN, como medio para conocer la amplitud y la distribucion de la
variabilidad genética a conservar. También en la crioconservacion y en la regeneracion
de plantas, como medios para la conservacion ex situ y para la clonacion de genotipos
selectos (Toribio y Celestino, 2000; El-Kassaby, 2004).

La Comunidad de Madrid aprobé mediante el Decreto 18/1992, de 26 de marzo, el
Catalogo Regional de especies amenazadas de fauna y flora silvestres, creando la
categoria de Arboles Singulares. El Catalogo Regional incluye dicha categoria, que se
crea al amparo de lo dispuesto en el articulo 7.2 de la Ley 2/1991 (Ley para la Proteccion
y Regulacion de la Fauna y Flora Silvestres en la Comunidad de Madrid), para recoger
los ejemplares de flora con caracteristicas extraordinarias que, por su rareza, excelencia
de porte, edad, tamafio, significacion historica, cultura o valor cientifico, constituyen un
patrimonio merecedor de especial proteccion por parte de la Administracion, proteccion
que exige medidas especificas. Entre ellas, el Instituto Madrilefio de Investigacion y
Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario (IMIDRA), ha acometido un proyecto para
conservar estos genotipos que forman parte del patrimonio genético forestal de la
Comunidad de Madrid. Entre los arboles incluidos en dicho Catalogo, actualmente se
encuentran nueve alcornoques, cuya localizacion y descripcién se expone en el trabajo
de Cantero Desmartines y Lépez Lillo (1995).
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El alcornoque (Quercus suber L.) es una de las especies arbéreas mas importantes de
ecosistema mediterrdneo. Ademéas de su gran valor social y ecolégico, tiene un valor
econdémico indudable. Su producto principal es el corcho, pero ademas produce bellotas
utilizadas en la alimentacion del cerdo ibérico, y micorriza con diferentes especies de
hongos comestibles. Actualmente también se estd investigando las posibilidades de
aplicacion de diferentes sustancias producidas por esta especie, que inhiben el
crecimiento de lineas celulares cancerosas (Hernandez et al, 1010).

La via de regeneracién clonal de plantas mas adecuada para el sector forestal, que
permite implementar la silvicultura multivarietal, es la embriogénesis somética (Celestino
et al, 2005). En el caso del alcornoque, se ha conseguido desarrollar un protocolo para
inducir embriogénesis somatica en hojas de ejemplares adultos (Hernandez et al, 2001),
lo que ha permitido clonar &arboles seleccionados (Hernandez et al, 2003). El
comportamiento de las plantas somaticas de alcornoque en plantaciones experimentales
muestra que, aunque al principio tienen un crecimiento menor que las procedentes de
semilla, paulatinamente tienden a igualarlo (Celestino et al, 2009).

El protocolo se ha aplicado a la conservacion de genotipos singulares. En concreto se ha
clonado para su conservacion, tanto in situ como ex situ, un alcornoque de la localidad de
Alfavaret que presenta un genoma muy particular (Hernandez et al, 2008; Lorenzo et al,
2009). Actualmente la empresa TRAGSA esta comenzando a utilizar esta metodologia
para desarrollar variedades selectas de alcornoque, a fin de poder implementar la
silvicultura multivarietal en plantaciones (Hernandez et al, 2010).

En esta comunicacion se describe como se ha aplicado con éxito la metodologia mas
novedosa en biotecnologia forestal para la regeneracién de alcornoques singulares de la
Comunidad de Madrid, esto es, la micropropagacién in vitro y via embriogénica para la
regeneracion clonal.

MATERIAL Y METODOS
Obtencién de explantos iniciales

Los alcornoques singulares y las fechas de toma de muestras se detallan en la Tabla 1.
De cada arbol se cortaron al menos tres ramas de al menos tres posiciones diferentes,
segun la accesibilidad. El diametro maximo de corte fue de 4 cm aproximadamente. Se
eliminaron todas las hojas y ramillas. Se corté cada rama en segmentos de 15-20 cm de
largo, y entre 4 y 0,5 cm de diametro, hasta tener unos 30 segmentos por arbol. Se
almacenaron inmediatamente en bolsas de plastico bien cerradas para evitar la
desecacion.

En laboratorio los segmentos se lavaron y se sumergieron en solucién fungicida
compuesta por 1 g I'* de CAPTAN-R®y 1 g I* de BENOAGREX® durante 10 minutos. Se
escurrieron e insertaron en bandejas con perlita hUmeda y se pasaron a camara de alta
humedad (80-90 %HR) para brotacion. Durante el periodo de brotacion se trataron las
estacas con un rociado semanal de fungicida, alternando ciclicamente, Captazel®,
Antracol®, Beltanol-L® y Previcur ®. Se almacené en frio el material sobrante de cada
arbol.
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Introduccién in vitro

De los brotes epicérmicos formados se recogieron hojas en expansion de tamafio no
superior a 1,5 cm. En cabina de flujo laminar, se esterilizaron con etanol (70%) durante
30 s y a continuacion con lejia comercial diluida al 10% con unas gotas de Tween® 20
durante 10 min. Posteriormente se enjugaron tres veces con agua destilada estéril.

De cada arbol se introdujeron en cultivo in vitro, como explantos iniciales,
aproximadamente 150 hojas. Se cultivaron en placas Petri de 60 mm de diametro con 10
ml de medio de preacondicionamiento, a razén de tres hojas por placa, disponiéndolas
con el envés en contacto con el medio. Este se compone de los macronutrientes de
Gamborg (1966, PRL-4-C) diluidos a la mitad, micronutrientes, vitaminas y Fe-EDTA de
Murashige y Skoog (1962), 10 gl™ de sacarosa y 6 gl* de agar (Plantagar S1000; B&V).
El medio de preacondicionamiento no incluye reguladores de crecimiento. Las placas se
sellaron con Parafilm” y se mantuvieron durante 7 dias en oscuridad a 25+2 °C.

Todos los medios de cultivo se ajustaron a pH 5,75 antes de afadir el agar, y se
esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 30 min.

Induccién de embriogénesis somatica

Consta de tres fases. En la fase primaria los explantos se mantuvieron en medio con los
macronutrientes de Schenk and Hildebrandt (1972), micronutrientes, vitaminas y Fe-
EDTA de Murashige and Skoog (1962), 30 gl de sacarosa y 6 gl* de agar (Plantagar
S1000; B&V), suplementado con 50 pM de &cido 1-naftalenacético (ANA) y 10 uM de 6-
bencilaminopurina (BAP). Los cultivos se mantuvieron en cdmara de cultivo a 2512 °C y
en oscuridad durante 30 dias.

En la fase secundaria se mantuvieron los cultivos en el mismo medio basal, pero
suplementado con 0,5 uM de ANA y 0,5 uM de BAP, en camara de cultivo a 2512 °C y
fotoperiodo de 16h de luz (tubos fluorescentes de SYLVANA GRO-LUX" y PHILIPS cool-
white, 120-180 umol m? seg™) durante 30 dias.

En la fase de manifestacion se cultivaron en el mismo medio basal, pero sin reguladores
de crecimiento, y en las mismas condiciones ambientales de la fase secundaria, durante
45 dias.

Fase de proliferacién recurrente

Los embriones y masas de embriones obtenidos a partir de los explantos iniciales se
aislaron de los mismos para su proliferacion recurrente. La proliferacion de las lineas
embriogénicas se llevé a cabo en potitos de 100 ml de capacidad (SIGMA, V8630) con el
mismo medio de cultivo de la fase de manifestacion, y dispuestos en las mismas
condiciones ambientales. El subcultivo de las masas de embriones se realiz6 cada dos
semanas.
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Maduracion de los embriones somaticos

Para este trabajo no se aplicaron tratamientos especificos de maduracion. En cada
subcultivo de las masas de embriones en fase recurrente, se seleccionaron embriones
que mostraban maduracion espontanea, caracterizada fundamentalmente por el
desarrollo apropiado del eje y los cotiledones y sin signos de embriogénesis secundaria.

Dichos embriones aislados se sometieron a un tratamiento de estratificacion, que
consistié en el almacenamiento en potito (con el mismo medio de cultivo de las fases de
manifestacion y recurrente), en camara frigorifica a 4°C, en oscuridad, durante 2 meses.

Germinacion

Los embriones somaticos se introdujeron en recipientes ECO2 BOX green filter
(DUCHEFA, E1654) con 300 ml del mismo medio basal de las fases de induccion y
proliferacion, pero suplementado con 0,11 uM de BAP y 0,25 uM de &cido 3-indolbutirico
(AIB), y se mantuvieron a 25+2 °C y fotoperiodo de 16h de luz hasta su germinacion
completa, esto es, emision de raiz y tallo.

Aclimatacion de las plantulas sométicas

Los embriones que en la etapa anterior desarrollaron una raiz de aproximadamente 4 cm
y un tallo mds o menos desarrollado, se transfirieron a contenedor forestal con un
sustrato compuesto en un 40% por turba (Turba Kekkila 50:50), un 40% de fibra de coco
(Coco Peat”) y un 20% de perlita expandida (A13), con el afiadido de 3 gl™ de abono de
liberacion lenta (Scotts Osmocote”Pro 18:9:10) Se mantuvieron en camara de
aclimatacion con alta humedad (70-80% HR) a 25+2 °C y fotoperiodo de 16 horas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Obtencion de explantos iniciales

En las estacas dispuestas en la camara de alta humedad aparecieron los primeros brotes
epicormicos aproximadamente al cabo de dos semanas, de los que se recogieron hojas
en expansion (Fig. 1). El tiempo de brotacion de las estacas es dependiente del genotipo.
Se completé la recogida de hojas en expansiéon en 16 dias para Romanillos 1l y en 37
dias en el caso del ejemplar de Arroyo del Fresno. En el resto de arboles el tiempo
necesario para la obtencion de los explantos fue de unos 18 dias. Se consiguieron brotes
epicormicos en la totalidad de los arboles muestreados, a pesar de haberse recogido las
muestras en diferentes fechas, entre enero y mayo (Tabla 1). La buena capacidad de
emision de brotes epicormicos de las estacas de alcornoque se ha resefiado
anteriormente (Hernandez et al, 2003).
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Figura 1. Trozos de ramas de alcornoque emitiendo b  rotes epicérmicos en
camara de ambiente controlado

Tabla 1. Localizacion de los alcornoques singulares de la Comunidad de Madrid y fecha de las
tomas de muestras

Denominacién Municipio Toma de muestras
Alcornoque de la Dehesa de Torrelaguna 21 Enero 2010
Valgallego
Alcornoque de Romanillos | Boadilla del Monte 24 Febrero 2010
Alcornoque de Romanillos Il Boadilla del Monte 24 Febrero 2010
Alcornoque de El Pardo | Madrid 8 Febrero 2010
Alcornoque de El Pardo I Madrid 8 Febrero 2010

Alcornoque de calle Arroyo del

Madrid 8 Febrero 2010
Fresno

Alcornoque de Rozas del Puerto Rozas del Puerto 2 Marzo 2010

Real Real
Alcornoque de La Corchera Boadilla del Monte 24 Febrero 2010
Alcornoque de las Casiruelas Manzanares el Real 4 Mayo 2010
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Introduccién in vitro

Durante la introduccion de los explantos in vitro se perdié una parte de los mismos por
contaminacion. La frecuencia media de hojas contaminadas fue del 10%, variando con
los genotipos entre la ausencia de contaminacion que mostraron tanto el Arroyo Fresno
como La Corchera, y el 24% del genotipo Dehesa de Valgallego. Sin embargo, en la
mayor parte de los genotipos la contaminacion fue reducida (Tabla 2). El protocolo
establecido para la esterilizacion en superficie de las hojas en expansién de alcornoque
es muy eficiente, pues en la mayoria de los casos publicados la frecuencia de hojas
contaminadas es baja, variando con el genotipo, la fecha de recogida y la procedencia del
material (Hernandez et al 2001, 2003, 2009).

Tabla 2. Frecuencia de hojas contaminadas y obtencién de lineas embriogénicas, al cultivar in vitro
hojas procedentes de brotes epicérmicos de los alcornoques singulares de la Comunidad de

Madrid
Genotipo N° de hpjas cont:rﬁjiﬁ:das L_|'ne,a§
en cultivo (%) embriogénicas

Dehesa de Valgallego 204 24 Si
El Pardo | 151 9 Si
El Pardo Il 191 13 Si
Arroyo Fresno 144 0 Si
Romanillos | 120 3 Si
Romanillos Il 204 4 Si
La Corchera 266 0 Si
Rozas Puerto Real 75 4 Si
Casiruelas 389 2 no
TOTAL 1744 10 --

www.conamalO.es | 8



CONGRESO NACIONAL

1 CONAMA10

DEL MEDIO AMBIENTE

Induccion de embriogénesis somatica

Al igual que en anteriores trabajos (Hernandez et al, 2001), la aparicion de embriones
somaticos tuvo lugar cuando las hojas se subcultivaron en el medio de expresion, no
mostrando un patrén determinado en la forma en que los embriones surgieron (Fig. 2).
Trabajos anteriores mostraron la influencia del momento de toma de muestras sobre la
capacidad embriogénica (Hernandez et al, 2003). En el presente estudio todos los
genotipos respondieron al primer intento de induccion, generando lineas embriogénicas,
excepto el Casiruelas (Tabla 2). Esto supone que un 89% de los genotipos fueron
reactivos al primer intento, cifra practicamente igual a la obtenida en un trabajo operativo
anterior (86%), en el que se clonaron 44 alcornoques seleccionados en Extremadura por
su calidad y productividad de corcho (Hernandez et al,
2009). La frecuencia media de hojas que dieron
embriogénesis somatica fue del 10%, variando con los
genotipos entre el 4% del Dehesa de Valgallego y el
16% del Romanillos Il. Estos valores fueron similares a
los publicados anteriormente cuando se trabajé con un
namero similar de genotipos (Hernandez et al, 2003), y
ligeramente inferiores a los reseflados cuando se
consider6 un mayor nimero de genotipos (Hernandez
et al, 2009).

Figura 2. Hoja cultivada in vitro mostrando la formacion de embriones
soméaticos

Fase de proliferacion recurrente

El patron de desarrollo de los
embriones somaticos aislados de
los explantos iniciales fue similar
al observado en anteriores
trabajos. La multiplicacion de los
embriones somaticos se obtiene
por formacidbn de embriones
secundarios, generandose un
proceso de proliferacién
recurrente  (Hernandez et al,
2003, 2010). Se considero6 que las
lineas embriogénicas estaban
establecidas cuando hubo 10
potitos con material en
proliferacion recurrente para cada
uno de los arboles singulares

(Fig. 3)

Figura 3. Potito con embriones soméaticos
en proliferacion recurrente
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Germinacion y aclimatacion

- La capacidad de proliferacion y de maduracién

SRR . espontanea de cada genotipo fue muy diferente, lo
gue repercutio en el numero de embriones disponibles
HEE para germinar (Tabla 3). Hasta el momento no se han
logrado aislar embriones maduros de las lineas
embriogénicas ElI Pardo Il y Arroyo Fresno. La
germinacion de los embriones mostr6 el patron
habitual de desequilibrio raiz-tallo, tipico del cultivo en
medio con reguladores de crecimiento (Fig. 4). La
frecuencia media de germinacién de los embriones
somaticos fue del 52%, practicamente idéntica a la
obtenida con embriones somaticos de 24 genotipos
selectos de procedencias extremefias (Hernandez et
al, 2009). Al igual que en dicho estudio las
frecuencias de germinacién variaron con el genotipo,
entre el 29% de El Pardo | y el 72% de La Corchera
(Tabla 3).

Figura 4. Embrién somatico germinado

Tabla 3. Frecuencia de germinacion de los embriones somaticos y de aclimatacion de las plantulas
somaticas obtenidas de los alcornoques singulares de la Comunidad de Madrid.

o .
Genotipo emﬁr}ic?r?es gEeTnEirr!c;Zi%Ss acllijrlr?;f;as
somaticos (%) %
Dehesa de Valgallego 44 50 18
El Pardo | 55 29 0
El Pardo I -- -- --
Arroyo Fresno -- -- --
Romanillos | 1 100 0
Romanillos 11 39 67 0
La Corchera 29 72 14
Rozas Puerto Real 8 62 0
TOTAL 176 52 8
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La supervivencia media de las plantas producidas fue
del 8%. Este valor es la mitad del obtenido
previamente para plantas generadas a partir de
embriones somaticos que maduraron
espontaneamente (Hernandez et al, 2009). El bajo
namero de genotipos con el que se esta trabajando, y
el nimero limitado de plantas del que se ha dispuesto
hasta el momento, pueden ser las razones de esta
frecuencia mas baja. Como en los parametros
anteriores vario segun el genotipo, entre la mortalidad
total de las plantas de la mayor parte de los
genotipos, y el 18% de supervivencia del genotipo
Dehesa de Valgallego (Tabla 3). En el trabajo antes
referido, casi la cuarta parte de los genotipos
mostraron frecuencias de supervivencia entre el 0 y el
7% (Hernandez et al, 2009). Las plantas aclimatadas
estdn creciendo mostrando una morfologia normal

(Fig. 5).

Figura 5. Plantas sométicas, clonicas del alcornoqu e La Corchera

CONCLUSIONES

Aunque el proyecto de regeneracion clonal de los alcornoques singulares de la
Comunidad de Madrid aun est& en curso, por el momento se ha logrado la induccion de
embriogénesis somética y la obtencién de lineas embriogénicas en ocho de ellos. Cabe
esperar que en el noveno se pueda lograr la induccion tomando muestras en otro
momento.

De las lineas embriogénicas establecidas se estan obteniendo embriones capaces de
generar plantas sométicas. A dia de hoy existe un nimero de plantas en proceso de
aclimatacion, con las que se estableceran las oportunas colecciones clonales. El trabajo
llevado a cabo confirma nuevamente que la técnica de propagacion in vitro por via
embriogénica es apropiada para la regeneracion clonal del alcornoque.
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