Fondo Europeo Agricola de

"% XUNTA DE GALICIA AGACAL X
+ 8. AXENCIA GALEGA ﬁi Gl BUiGhET A I_)esem oh'gmnm Rural:
+*+ CONSELLERIA DO MEDIO RURAL DA CALIDADE ALIMENTARIA Europa inviste no rural

ANEXO B
INFORME DE RESULTADOS DAS ACCIONS DE TRANSFERENCIA PARA O APOIO As
ACTIVIDADES DE DEMOSTRACION E INFORMACION AO AGRO GALEGO 2020

N° DE PROTOCOLO: 2020/114

1.- TIPO DE ACTIVIDADE: Campo de ensaio

2.- TITULO DA ACTIVIDADE: Micropropagacién de variedades autéctonas seleccionadas de
castifeiro

3.- UNIDADE ADMINISTRATIVA DA CONSELLERIA ORGANIZADORA: CIAM
(Centro de investigacion/CFEA/OAC...)

4.- LOCALIZACION DA ACTIVIDADE:
Enderezo: Escola Politécnica Supeior de Lugo
Concello: Lugo

Provincia: Lugo

5.- COORDINADOR/A RESPONSABLE: Manuel Lépez Luaces Tfno.: 881881801

6.- INTRODUCION:

Dende o ano 2016 existe unha figura legal que ampara a certificacion de variedades galegas de castaiia. Actualmente, o
numero de variedades certificadas ascende a 23 (BOE, Orden AAA/605/2016, de 20 de abril, por la que se dispone la
inclusion de variedades de distintas especies en el Registro de Variedades Comerciales; Orden APM/848/2017, de 30 de
agosto, por la que se dispone la inclusion de diversas variedades de distintas especies en el Registro de Variedades
Comerciales).

Ditas variedades perpetlanse grazas ao seu uso secular para o establecemento de soutos, mediante enxerto. Se ben
este material se conserva actualmente en campo, en soutos produtores ou en plantacions de conservacion, existe un risco
elevado e permanente de perda de variedades debido a factores bidticos efou abidticos, que ameazan a grande
diversidade xenética e valor agronomico que estas variedades representan. Resulta polo tanto de grande interese
desenvolver protocolos ‘ex situ’ que permitan manetr accesions deste material a resgardo destas ameazas.

O cultivo in vitro de tecidos vexetais constitie unha tecnoloxia idonea para ese fin, pois permite establecer cultivos
asepticos en condicions controladas, que poden ser mantidos en espazos reducidos mediante subcultivos periodicos e son
susceptibles de seren conservados a longo prazo a baixas temperaturas e mesmo mediante criopreservacion.

O alto grao de maduracion do material vexetal de partida correspondente as variedades, que diminte as slas
capacidades morfoxenéticas, representa un atranco para o establecemento dos cultivos in vitro, & preciso o uso de
sistemas de rexuvenecemento previamente ou mediante subcultivo continuo in vitro, para obter cultivos reactivos que se
poidan manter ao longo do tempo.

Os explantos obtidos destas variedades (mantidas secularmente mediante enxerto) presentaran frecuentemente unha
baixa capacidade de enraizamento adventicio, debido a sua madurez, pero o proceso de rexuvenecemento que conleva o
subcultivo continuo in vitro (e eventualmente o microenxerto), permite contemplar a posibilidade de multiplicar algunha
destas variedades sobre as stas propias raices. O uso da microenxertia permite, alternativamente avaliar a rendibilidade
deste método para a producion de planta enxertada para uso en novas plantacions.
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Como continuacion dos traballos realizados no ano precedente, ao longo do 2020 realizaronse novas experiencias,
encamifiadas a ampliar progresivamente a dispofiibilidade de material vexetal de novas variedades de material certificado
de castifieiro (Garrida, Ventura, Branca) e de hibridos resistentes & tinta (Bouche de Bétizac), asi como de manter (ou
renovar, nalgins casos) e monitorizar o comportamento in vitro das variedades (Negral, Amarelante, Parede, Longal) e
hibridos (3, 111, 7810 e 7521) establecidos.

De forma xeral, os protocolos establecidos inicialmente para as variedades e hibridos estudados no ano precedente
serviron de base para o establecemento do novo material, verificandose que existen aspectos comilns en canto aos
requirimentos nutricionais e de reguladores do crecemento.

A dispofiibilidade de camaras de cultivo con diversas fontes de iluminacion permitiu igualmente ensaiar a resposta destas
variedades e hibridos en diferentes condicions luminicas.

En tres das variedades introducidas (Negral, Amarelante e Branca), foi posible realizar probas de enraizamento para
avaliar as posibilidades de autorradicacion como via alternativa de producion de planta.

Igualmente, realizaronse experiencias de microenxertia, combinando os hibridos euroasiaticos resistentes a tinta, usados
como padrons, con pugas consistentes en explantos nodais/apicais dalgunhas das variedades establecidas in vitro co fin
de avaliar a resposta ao microenxerto en distintas combinacions.

Realizaronse ensaios de saneamento sobre material establecido in vitro que presentaba contaminacion enddxena,
mediante termoterapia combinada con microenxerto. Desafortunadamente, ditos tratamentos non permitiron sanear o
material, polo que os resultados son excluidos deste informe.
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7.- MATERIAL E METODOS:

Material Vexetal

Segmentos de rama (0,5-2 cm didmetro, 20 cm longo) obtidos a principios de febreiro de planta en campo (Outeiro

de Rei) de variedades de Castanea sativa L. , Parede (PAR) , Longal (LON), Famosa (FAM), enxertadas en 2008

sobre clon hibrido HS.

- Segmentos de rama (mesmas dimensidns que no caso anterior) das variedades Negral (NEGsr), Branca (BRA),
Ventura (VEN) e Garrida (GAR), colleitados no mes de marzo de plantas enxertadas en 2016 sobre hibridos
resietentes & tinta, establecidas en campo na primavera de 2017 no Souto das Gandaras (Lugo).

- Brotes axilares en crecemento, obtidos plantas enxertadas en 2016 sobre clon hibrido 7521, en maceta de 2,5
L, das variedades Negral (NEGmc)) e Amarelante (AMAmc), mantidas en condiciéns de camara de cultivo (ver
mais abaixo).

- Sementes de Castanea safiva L colleitadas nun souto tradicional en Goian, (Lugo) (de variedade sen
identificar).

- Clon hibrido resistente a tinta ‘Bouche de Betizac' (BOU): explantos nodais e apicais en fase de estabilizacion in
vitro, mantidos en frio (4°C) durante 2 anos.

- Clons hibridos (Castanea x coudercil) resistentes a tinta 111, 7521, 3, 7810: explantos nodais e apicais
mantidos in vitro mediante subcultivo continuo

- Clon de Castanea sativa procedente de rebentos basais (P2RB-CSIC), mantido in vitro mediante subcultivo
continuo durante mais de 30 anos, que expresa unha alta capacidade morfoxenética.

Métodos
Forzado de segmentos de rama (PAR, LON, NEG, GAR, VEN, BRA)

Seguindo a metodoloxia de Viéitez et al. (1994), os segmentos lavaronse profusamente, trataronse con funxicidas
(carbamoil 1,2 g/l) e introducironse en posicion vertical en recipientes de vidro, coa base (2 cm) mergullada en auga..

Parte dos segmentos das variedades PAR e LON trataronse mediante pulverizacion (unha pulverizacion semanal, 4
semanas) da hormona 6-benciladenina (BA) (0,1mg-ml'') sobre as xemas axilares.

Os recipientes cos segmentos instalaronse na camara de crecemento (16h luz a 25°C e 8h osc. 20°C, luz fluorescente
branca fria, 27-35 umol fotons ‘m2s). Tomaronse datos de brotes totais s 8 semanas en segmentos con distintos
calibres e tratados ou non con BA.

Introducion in vitro

Os brotes agromados das xemas axilares dos segmentos de rama sometidos a forzado (PAR, LON, NEGsr, GAR, VEN,
BRA) ou de xemas axilares de planta en maceta (NEGmc, AMA) serviron como fonte de explantos para a introducion in
vitro.

Como norma xeral, os explantos iniciais, segmentos nodais de 2-3 cm, desinfectaronse (30 s etanol + 10 min hipoclorito Na
0,8% ClI activo) e introducironse en medio de cultivo WPM (Lloyd e McCown, 1981) ou GD (Gresshoff e Doy, 1972) +
1,0mg-I"' BA, suplementado con 3% sacarosa e 0,7% agar, axustandose o pH a 5,5-5,6. Os explantos foron transferidos a
medio fresco coa mesma composicién aos 1, 7 e 14 dias.

En todalas postas en cultivo rexistraronse os datos de contaminacion, reactividade e taxa de multiplicacién (TM) aos 35
dias, no momento de transferir os explantos ao medio de mutltiplicacion.
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Multiplicacién in vitro

Para todalas variedades introducidas (PAR, FAM, LON, NEGsr, NEGmc, AMAmc, BRA, VEN, GAR) seguiuse a evolucién
da estabilizacion in vitro ao longo de sucesivos subcultivos (aproximadamente cada 35 dias), subcultivando a medio fresco
coa mesma composicion nutritiva que o utilizado para a introducién, pero cunha concentracion de BA de 0,1 mgi.

Nas variedades PAR, FAM, LON e NEGmc, tras 7 subcultivos, ensaiaronse os medios GD e WPM con concentracions 0,1
ou 0,2 mg"' BA. No resto dos materiais (NEGsr, BRA, VEN, GAR), mantivose o subcultivo continuo en WPM +0,1mg/l BA.

No caso dos HIBRIDOS (111, 7810, 7521, 3 e BOU), que xa foran previamente establecidos in vitro, nun primeiro
experimento (111, 7810, 7521 e 3), compararonse os medios WPM e GD (+ 0,1 mg'I' BA) e dlas intensidades luminicas
(24-27 e 30-37 pmol foténs ‘m2-s, proporcionados por fluorescentes de luz branca fria).

Nun segundo experimento, comparanronse duas fontes de luz branca: fluorescentes de |uz branca fria e LEDs brancas de
5500 K, en ambos casos cunha densidade de fluxo radiante de 24-27 pmol foténs ‘m?-s!. O fotoperiodo e a temperatura
se mantiveron idénticos para ambas calidades de luz (ver condiciones en Introducion in vitro).

Tomaronse en todolos casos os datos das TM cada 35 dias. Nos materiais nos que se verificou que os pequenos explantos
nodais (menores de 1,5 cm) con calos basais eran aproveitables para o subcultivo, este tipo particular de explanto, que
denominamos calo (CA}), como contraposicion aos explantos nodais e apicales, que denominamos brotes novos (BN) foi
consideradoigualmente no célculo das TM.

Sempre que foi posible realizar experimentos completos, tomaronse datos de 3 repeticions de 12 explantos (en tubos) ou 4
repeticions de 8 explantos (en botes de cultivo).

Enraizamento in vitro
Realizaronse ensaios de enraizamento para as variedades NEG, AMA e BRA: Nos dous primeiros casos, ensaiouse medio
WPM e 1/3WPM . Asi mesmo, empregaronse explantos de NEG que foron obtidos de pugas microenxertadas en cascada

sobre o clon P2RB-CSIS (material uNEG), para avaliar o posible efecto de rexuvenecemento do microenxerto.

En BRA ensaiouse unicamente WPM, ensaiandose dias marcas comerciais de acido indolbutirico (AIB) como fonte
auxinica (Panreac® e Sigma®).

Explantos nodais e apicais (mismo nimero de cada tipo) foron tratados mediante inmersién basal (0, 1 ou 2 min) nunha
solucion de AIB (1mg-ml-') e posterior introducion nun medio sen auxinas.

Sempre que foi posible realizar experimentos completos, tomaronse datos de 4 repeticions de 8 explantos (en botes de
cultivo),

Avaliaronse as porcentaxes de enraizamento, nimero de raices e lonxitude de raices aos 35 dias.

Microenxerto in vivo

Nun primeiro experimento, na variedade PAR, explantos nodais procedentes de cultivo in vitro foron usados como pugas,
microenxertandose (mediante enxerto de fendedura miniaturizado) (Fernandez-Lorenzo e Crecente-Campo, 2010) sobre

padrons consistentes en plantulas de 15-30 dias, xerminadas en condicions de camara de cultivo, ensaiandose dous
sistemas de suxecion (parafilm ou pinza de enxerto).
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Nun segundo experimento, no caso das variedades NEGmc e AMA, os explantos nodais procedentes de cultivo in vitro
microenxertandose sobre padréns consistentes en plantulas de 15-30 dias, xerminadas en camara de cultivo, ou padrons
procedentes de plantulas de un ano, recepadas e rebrotadas, con rebrotes de 10-20 cm.

Avaliaronse en todolos casos as taxas de prendemento.
Microenxerto in vitro

Realizaronse diversos ensaios realizando algunhas combinacions dos clons hibridos, utilizados como padron, con pugas
dalgunha das seguintes variedades (VEN, BRA, AMA, NEG), microenxertandose mediante microenxerto de fendedura
(Fernandez-Lorenzo e Fernandez Lépez, 2005), en condicions in vitro. Avaliaronse as taxas de prendemento e a
supervivencia aos 2-3 meses.

Como se mencionou no apartado de Enraizamento in vitro, algins explantos da variedade NEG foron microenxertados
mediante 3 microenxertos en serie sobre un clon de castifieiro de alta capacidade organoxenética (P2RB-CSIC) e
reaillados tralo prendemento dos enxertos e o desenvolvemento das pugas, para seren usados nun ensaio de
enraizamento, coa denominacion u NEG.

8.- ANALISE DE RESULTADOS:

1. Forzado de segmentos de rama

1° experimento (PAR, LON, FAM)

Os resultados correspondentes aos ensaios de forzado nas variedades PAR e LON amoésanse na Figura 1. Non se
observaron diferenzas significativas e canto ao calibre dos segmentos nin a aplicacion ou non de BA. Si existen diferenzas
en relacion & variedade; PAR produce un numero significativamente menor de brotes que as outras duas. De forma xeral,

os segmentos de rama producen entre 1 e 5 brotes, que son utilizados para a obtencion de explantos axilares e a
introducién in vitro.
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Figura 1. Resultados do primeiro experimento de forzado.
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2° experimento (NEGsr, VEN, GAR, BRA)

Baseandose no experimento previo, varas de cada unha das variedades NEGsr (5 varas), VEN (5 varas), GAR (6 varas) e
BRA (40 varas), cun diametro superior a 1cm, foron postas a forzar, rexistrandose o nimero de brotes total obtido entre 14

e 45 dias (Taboa 1).

Taboa 1. Brotes totais obtidos do forzado de segmentos de rama das variedades NEGsr, VEN, GAR e BRA.

Variedade | n2VARAS Bt B/Vara
NEGsr 5 8 1,6
GAR 6 3 0,5
VEN 5 3 0,6
BRA 40 25 0,6

Ainda que o numero de varas representado non foi moi alto, si se observa que, en xeral, os segmentos foron menos
produtivos que para o caso de primeiro experimento. En calquera caso, o material obtido foi suficiente para establecer
cultivos das catro variedades, especialmente grazas ao éxito posterior na desinfeccién dos explantos e na sta
reactividade.

2. Establecemento e multiplicacién in vitro

2.1. Ensaios con variedades certificadas

2.1.1. Ensaios en PAR, NEGmc, AMAmc, LON e FAM

Na introducion in vitro destas variedades, as % de contaminacion oscilaron entre o 25% e o 50% (Figura 2), que son

porcentaxes relativamente baixas se se comparan coas que se dan cando o material se obtén directamente do campo,
pero algo maiores que as obtidas polo noso equipo en experimentos precedentes para este tipo de material.
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Figura 2. Porcentaxe de explantos non contaminados (%NC) de PAR, LON, FAM e NEGme aos 35 dias da introducion in vitro.

No que atinxe as taxas de multiplicacion acadadas nos primeiros 7 subcultivos (Figura 3), estas oscilan entre 1,2 e 1,7, sen
observarse diferenzas significativas entre medios nutritivos e concentracions de BA.

Decidiuse utilizar como medio base estandar, que xa era utilizado habitualmente polo noso equipo para a maior parte dos
cultivos in vitro de castifieiro: WPM +0,1mg/l BA.

A Figura 4 amosa a evolucion das TM para para AMAmc e NEGmc en subcultivo continuo sobre ese medio estandar.
AMAmc presenta en xeral un mellor comportamento. A variedade NEGmc acabou amosando co tempo a presenza de
contaminacion endoxena, o que obrigou a reiniciar os cultivos (NEGsr). Na Figura 5 amdsanse os resultados dun ensaio en
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dous subcultivos consecutivos comparando ambos materiais e dluas formulacions nutritivas diferentes, verificandose a
maior productividade do material procedente de AMAmc. De forma xeral, a maior taxa de multiplicacién obtense

empregando medio WPM. Os brotes subcultivados en medio WPM, de forma xeral, presentan maior lonxitude (datos non
amosados), e responden mellor & concentracion hormonal mais baixa.

25 7

* PAREDE W0,1
% PAREDE W0,2
“ LONGAL Wo0,1
a W LONGAL W0,2
LONGAL GD0,1
# LONGAL GD0,2
FAMOSA W01
| FAMOSA W0,2
FAMOSA GDO.1
® FAMOSA GD0,2
" NEGRAL W0,1

05 1

Figura 3. Taxa de multiplicacion (TM) tras cada subcultivo (SC) no periodo de estabilizacion in vitro de LONGAL, FAMOSA PAREDE e
NEGRAL en funcion da concentracion de BA en dous tipos de medio (0,1 ou 0,2 mg.L-1 en WPM e GD).
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Figura 4. Evolucion da taxa de multiplicacion ao longo dos subcultivos, nas variedades AMAmc e NEGmc en
WPM +0,1 mg.L-1 BA.
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Figura 5. TM en funcion do medio e da concentracion de BA en AMAmc e NEGme, unha vez estabilizados os cultivos.

2.1.2. Ensaios en variedades NEGsr, VEN, GAR, BRA

Estas variedades introducironse a partir, todas elas, de explantos obtidos de brotes axilares procedentes de forzado de
segmentos de rama. Non ensaios de introducion in vitro, o baixo nimero inicial de explantos non permitiu realizar
tratamentos comparativos, ainda que en todolos casos o material respondeu ben as condicions estandar.

A taxa de contaminacion foi practicamente nula (5,1%), rexistrandose Unicamente 2 explantos contaminados,
correspondentes BRA. A porcentaxe de reactividade foi do 100% en todolos casos, de xeito que todolos explantos iniciais
non contaminados produciron brotes axilares que poideron multiplicarse ata permitir establecer stocks permanentes de
todas estas variedades in vitro, que se mantefien en boas condicions ata a actualidade.

Na Figura 6 pode observarse a evolucion das taxas de multiplicacion rexistradas nos distintos materiais ao longo de varios
subcultivos, unha vez que se acadou un numero de explantos suficiente (32-36) e a fase de estabilizacion se considera
acadada (5-7 subcultivos dende o establecemento in vitro).

20
2,5 4
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1,5 - e BR A
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0,5 7 —GAR
0 T LB T 1
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Figura 6. Taxas de multiplicacion das variedades NEGsr, BRA, VEN e GAR ao longo de 4 subcultivos consecutivos posteriores
estabilizacion.

En xeral, os valores das TM oscilan entre 1,1 e 2,5, conseguindose en tédolos casos unha multiplicacion efectiva. Son
valores bastante aceptables nun sistema de multiplicacion in vitro a partir de explantos axilares, tendo en conta a
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dificultade para a multiplicacion vexetativa que presenta o castifieiro adulto, e perfectamente validos para o establecemento
de coleccions de cultivos destas variedades con fins de conservacion.

Se ben no noso caso, NEGsr exhibe TM maiores que as outras variedades, do mesmo xeito que ocurria con AMA con
respecto a NEGme, iso non debe levarnos a interpretar que unhas variedades se multiplican sempre mellor que outras,
pois existen multiples factores que teran influencia sobre as TM obtidas, como as condicions fisioloxicas da planta nai ou
os tratamentos recibidos previamente & introducion in vitro dos explantos, entre outros.

2.2. Ensaios de multilicacion con hibridos resistentes a tinta

2.2.1. Reavaliacion de protocolos para os hibridos 3, 111, 7521 e 7810. Efecto do medio nutritivo e da intensidade
luminica

Como pode observarse na Figura 7, non existen diferenzas significativas en termos de TM entre os hibridos 7521, 111 e 3,
mentres que as TM de 7810 son significativamente menores. O clon 7521, cultivado en WPM ten diferenzas significativas
con todolos outros clons e cos cultivos de 7521 en GD. En xeral, o medio WPM proporciona maiores taxas de
multiplicacion nos hibridos, a excepcion do clon 111, que se comporta algo mellor en GD. En canto a intensidade luminica,
non existen diferenzas significativas no emprego de unha ou outra intensidade, polo que se estableceu un protocolo
estandar coa intensidade mais baixa, co conseguinte aforro enerxético

21
1'5t cdcd
11
0.5‘.
oo

GD-LGD-HW-L W-H GD-LCD-H W-L W-H GD-LGD-H W-L W-H GD-LGD-H W-L W-H
7810

™

Figura 7. Taxa de multiplicacion (TM) de hibridos 111,7521,3 e 7810 en funcién do medio (GD o WPM) e a luminosidade (L:24-27 umol
fotons -m?-s-'; H: 30-37 pmol fotons ‘m?-s).

2.2.2. Ensaios de Fontes de luz (Fluorescentes de luz branca fria vs LEDS-5500k)

A Figura 8 amosa os resultados dun segundo experimento, que incluia o hibrido francés ‘Bouche de Bétizac' (BOU), no que
se compararon os efectos sobre as TM, ao longo de 4 subcultivos, de dias fontes de luz: fluorescentes de luz branca fria e
LEDs brancas de 5500 K, en ambos casos cunha densidade de fluxo radiante de 24-27 umol fotons ‘m2's!. Na actualidade
avalianse igualmente os fluorescentes LED de 6500k, e LEDs de 4000 k (experiencias sen concluir).

Como se observa, ainda que para cada clon ailladamente se producen as fluctuacions habituais da TM duns subcultivos a
outros, non se observan globalmente diferenzas no comportamento dos distintos clons en funcién do tipo de luz, o que
parece aconsellar o uso preferente da iluminacion LED na xeralidade dos casos, co correspondente aforro enerxético,
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derivado, entre outras cousas, dunha menor necesidade de refrixeracion das camaras para compensar 0 quecemento
producido polas lampadas, que sempre € moito maior no caso dos fluorescentes.

mscl

msc2

W sc3

scA

|
! F
|
|

7521 7810 | BOU |

Figura 8. Taxas de multiplicacion (TM) dos clons hibridos ao longo de 4 subcultivos consecutivos en funcion da fonte de
iluminacion (F: fluorescentes de luz branca fria; L: LEDs 5500k).

2.3. Ensaios de enraizamento in vitro nas variedades
2.3.1. Ensaio coas variedades AMAmc e NEGmc. Avaliacion do efecto do microenxerto en NEGmc.

Nun primeiro experimento, co fin de avaliar as posibilidades de enraizamento das variedades NEGmc e AMAmc,
introducironse explantos apicais e nodais en medio WPM con diferentes concentraciéns de nutrientes (WPM e WPM con
113 da concentracion de macronutrientes: 1/3 WPM) e distintos tempos de exposicion a unha solucion concentrada da
auxina acido-3-indolbutirico (AIB) (0, 1 e 2 minutos). Incluironse nos ensaios explantos de NEG que foran microenxertados
in vitro (UNEG) sobre o clon P2RB-CSIC e reaillados posteriormente, para avaliar o efecto do microenxerto sobre o
enraizamento. Os resultados obtidos exprésanse graficamente na Figura 7.
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Figura 9. Porcentaxe de enraizamento en funcion da concentracion de WPM, o tempo de inmersion nunha solucion concentrada de
auxina, e, no caso de Negral, do microenxerto previo sobre material xuvenil.

Obsérvase que, de xeito xeral, a taxa de enraizamento obtida foi moi baixa. A maior taxa de enraizamento acadada
corresponde NEG sen microenxertar, cun 22%. Non ocurre 0 mesmo co material UINEG, que non enraizou. Para AMAmc
obtense unha taxa de enraizamento méxima do 6,3%. Sen embargo, non se encontran diferenzas significativas entre
ambos cultivares (exceptuando os explantos de pNEG). Os resultados en PNEG indican que non se produciu mellora do
enraizamento mediante microenxerto. Non se atopan diferenzas significativas entre WPM e 1/3 WPM. Referente ao tempo
de dipping, non existen diferenzas significativas entre os fratamentos nos que se empregou 1 ou 2 minutos de exposicion,
pero si entre estes e o control sen tratamento, o que indica que, mesmo se o enraizamento & moi pobre, a aplicacion do
AlIB favorece que este se produza.

2.3.2. Ensaio coa variedade BRA.

Ata o momento, foi posible realizar ensaios de enraizamento coas variedades precedentemente indicadas, asi como na
variedade BRA. Para todalas variedades fixose un ensaio cun pequeno nimero de explantos (12) sen ningln tratamento
auxinico, que resultou negativo en todolos casos (0% de enraizamento).

Se ben en BRA, os resultados do control sen auxinas foron igualmente negativos (0% enraizamento aos 35 dias), isto non
foi asi cando os explantos foron tratados mediante dipping nunha solucion concentrada de AIB durante dous minutos
(Figura 10).

% enraizamento

PANREAC SIGMA

Figura 10. Porceﬁtaxe de enraizamento aos 35 dias de explantos da variedade BRA tratados mediante inmersion basal nunha solucion
concentrada de AIB (Panreac® ou Sigma®) (1g/l) durante 2 min.

Como se pode observar, a porcentaxe de enraizamento acadada € moi alta (entre 48 e 68%) con respecto aos valores que
son de esperar en material adulto de castifieiro. Igualmente, obsérvase un efecto significativo da fonte de AIB empregada,
obténdose porcentaxes mais altas co preparado da marca Sigma® (de maior pureza e cun prezo significativamente maior
no mercado), aspecto que sera tido en conta en futuros ensaios.

Nalguns cultivos en stock desta variedade, que permaneceron sen subcultivar durante mais de tres meses, observouse
que algins explantos enraizaban de xeito espontaneo en medio de multiplicacion, o que reforza a hipotese de que o
material da variedade BRA utilizado presenta unha alta capacidade de enraizamento comparada con outros materiais
ensaiados.

Microenxerto in vivo
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Utilizaronse explantos axilares de PAR, AMAmc e NEGmc procedentes de cultivo in vitro, para su uso como pugas en
ensaios de microenxerto in vivo.

Nun primeiro experimento, utilizando a variedade PAR, os microenxertos realizaronse sobre padréns consistentes en
plantulas de 15 a 30 dias, xerminadas en camara de cultivo, ensaiandose dous sistemas de suxecion da union do enxerto:
Parafilm ® ou pinza de enxerto) (Figura 11).

As porcentaxes de prendemento neste experimento rondaron o 40% , e non se observaron diferenzas significativas entre
os sistemas de suxecion empregados
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Figura 11. Resultados do prendemento en PAREDE sobre padron franco, en funcion do sistema de suxecion (der.). PAREDE
microenxertado usando Parafilm® (esq.)

Nun segundo experimento, utilizaronse como pugas explantos axilares de NEGmc e AMAme, microenxertandose sobre: a)
padrons consistentes en plantulas de 15 a 30 dias, xerminadas en camara de cultivo, e B) padréns procedentes de
plantulas de 1 ano recepadas e rebrotadas. Os resultados en porcentaxes de prendemento poden observarse na Figura
12.
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Figura 12. Porcentaxe de prendemento dos enxertos das variedades AMAmc e NEGmc sobre plantulas de 15 a 30 dias procedentes
de sementeira (padron P0) e plantulas de 1 ano recepadas e rebrotadas (padron P1).

De forma xeral, as porcentaxes de prendemento acadadas para ambas variedades son baixas, ainda que a maior parte
dos fallos se deberon aparentemente a problemas de apodrecemento da zona de union por atagues funxicos. Aqueles
enxertos que prenderon exitosamente presentaron un desenvolvemento posterior dptimo, polo que estimamos que as
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melloras da técnica deben enfocarse en crear unhas condiciones que permitan diminuir as marras debidas a esas causas.
Na variedade AMA obtivose unha porcentaxe de prendemento do 17% en enxertos realizados sobre padrons de semente,
e dun 15% nos enxertos realizados sobre planta de un ano rebrotada. Na variedade NEG acadouse unha taxa de
prendemento do 9% para enxertos realizados con padréns rebrotados de un ano de idade. Non houbo diferenzas
significativas entre as variedades en canto a taxa de prendemento. Tampouco se apreciaron diferenzas significativas entre
0 uso de padrons PO e P1.

A posibilidade de uso de planta recepada e rebrotada permite unha menor dependencia da disponibilidade de semente
para conseguir padrons de tamario e diametro axeitado en estado herbaceo, compatibles con pugas obtidas de variedades
cultivadas in vitro.

Microenxerto in vitro
Primeiro experimento. Variedade PAR sobre hibridos 3 e 7521

A finalidade basica dos ensaios de microenxerto in vitro era a avaliacion das taxas de prendemento e a observacion de
posibles problemas de incompatibilidade precoz para diferentes combinacions de variedades e hibridos. Nun primeiro
experimento, explantos axilares da variedade PAR obtidos de cultivo in vitro foron usados como pugas, microenxertandose
sobre padrons sen raices dos clons 3 e 7521, en condiciéns in vitro.

Na Figura 13 podese observar que as porcentaxe de prendemento dos microenxertos varian entre 0 50 € 0 70 %, e o clon
3 se comporta significativamente mellor como padron que o clon 7521. Os enxertos prendidos experimentaron
desenvolvemento da puga dentro dos primeiros 20 dias dende o prendemento, sen detectarse visualmente sintomas de
incompatibilidade durante os meses de observacion.
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Figura 13. Microenxerto in vitro de PAR sobre clons hibridos.
Segundo experimento. Combinacions das variedades AMAmc, VEN, GAR e BRA sobre hibridos

Realizouse unha segunda bateria de microenxertos a medida que foi estando dispofiible material axeitado e en cantidade
suficiente dalgunhas das variedades establecidas. Ata o dia de hoxe, realizaronse un total de 275 microenxertos, repartidos
desigualmente, en funcion da dispoiiibilidade de material ao longo do periodo de estudo. Na Taboa 2, amésase 0 numero
total de microenxertos xa avaliados (227) realizados para cada combinacion e as porcentaxes medias de prendemento
acadadas en cada unha delas medidas aos 2 meses.

Como se observa, as porcentaxes de prendemento globais foron bastante elevadas (76,65%), para un total de 227
microenxertos realizados e avaliados. Existen combinacions que parecen especialmente positivas, como & o caso de AMA
sobre 111, na que dun total de 52 microenxertos realizados, a porcentaxe de prendemento supera o 90 %. No extremo
contrario estaria a combinacion NEG sobre 3, que para 30 microenxertos avaliados amosa unha porcentaxe de
prendemento do 46,67%.
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Considerando os resultados obtidos, de xeito xeral, poédese concluir que a técnica de microenxerto in vitro de variedades
de castifieiro sobre padron hibridos & perfectamente factible e que, nas condicions ensaiadas, certas combinacions
parecen méais compatibles que outras, tendo en conta as porcentaxes de prendemento que se acadan en cada unha delas.
Actualmente, parte dos microenxertos prendidos estan sendo sometidos a aclimatacion e seran monitorizados ao longo do
tempo para observar o seu desenvolvemento en condicions en campo.

Taboa 2. Numero de microenxertos realizados e prendidos en distintas combinacions variedade (puga)/hibrido (padrén), e porcentaxes
de prendemento aos 2 meses da realizacion.

HIBRIDO ; VARIEDADE N Np %P
NEG 30 14 46,67
3 BRA 17 12 70,59
VEN 9 7 77,78
AMA 40 27 67,50
7521 BRA 15 13 86,67
VEN 12 8 66,67
6 AMA 38 33 86,84
BRA 1 1 100,00
s AMA 52 47 90,38
BRA 9 8 88,89
BOUCHE BRA 4 4 100,00
TOTAL 227 174 76,65
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9.- RESUMO E CONCLUSIONS:

-As variedades galegas de castaia establecidas in vitro neste traballo (Famosa, Negral, Longal, Parede, Amarelante,
Ventura, Garrida, Branca) son susceptibles de seren establecidas, multiplicadas e mantidas in vitro a longo prazo. O medio
WPM suplementado con 0,1 mg/l de BA resulta indicado para todas elas.

-Os cultivos in vitro destas variedades, mantidos mediante subcultivo continuo, constitien un reservorio de xermoplasma
util como coleccion activa e tamén como propagulos para conservacion a baixa temperatura ou mediante crioconservacion.
Este material serve igualmente como fonte de pugas para futuros ensaios de microenxerto, tanto para avaliacion da
compatibilidade como para a posible producion de planta.

-A capacidade das variedades ensaiadas para enraizar in vitro € moi baixa nos casos de NEGRAL e AMARELANTE, o que
exclue actualmente a posibilidade de propagalas comercialmente sobre as stas propias raices. Agora ben, no caso de
BRANCA, as posibilidades de propagacion mediante microestacaxe in vitro parecen moi prometedoras, a vista das altas
porcentaxes de enraizamento que amosa.

- Os requirimentos para a multiplicacion in vitro dos clons hibridos resistentes & “tinta” 3, 111, 7521 y 7810 en canto a
medios nutritivos e reguladores do crecemento foron revisados, determinandose que os clones 3, 7521 e 7810 deberian
multiplicarse preferentemente en medio nutritivo WPM, no canto de GD. O uso como fonte luminica de luces LED branca
de 5500 K constitue unha alternativa vélida, e mais eficiente dende o punto de vista enerxético que os fluorescentes
tradicionais de vapor de mercurio, para a micropropagacion destes hibridos.

- O microenxerto in vivo en camara de cultivo de pugas obtidas de material in vitro, sobre plantula, permite obter planta
enxertada de Parede, Negral e Amarelante. O uso dunha pinza de enxertado simplifica a técnica. Non & posible por agora
obter planta microenxertada in vivo sobre padrons de semente en porcentaxes aceptables usando o protocolo proposto,
debido as baixas taxas de prendemento obtidas. Precisase unha optimizacion do protocolo, que inclia a reducion das
contaminacions funxicas detectadas nalgins casos no punto de enxerto.

-O microenxerto in vitro de micropugas de variedades gallegas de castaria sobre clons hibridos proponse como sistema
eficiente, e valido para avaliar a curto prazo o grao de afinidade das variedades cos distintos clons hibridos resistentes,
presentando as vantaxes adicionais de desenvolverse en condicions de asepsia e cun alto grao de homoxeneidade. En
xeral, obsérvase unha alta compatibilidade inicial nas combinacions ensaiadas, que debe verificarse a medio e longo prazo
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