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Caracterizacion de castafno hibrido en cultivos clonales de vivero.
Efecto del tipo de multiplicacién y la fertilizacion de recria en el cultivo clonal de
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Resumen

Se valor6 como el origen del propagulo clonal y la fertilizacién de su recria influyen en el
crecimiento del castafio hibrido en vivero. Se estudié la produccion de una campafia
viveristica de castafio hibrido monoclonal sometida a 4 programas de fertilizacion NPK 150-
60-150 con un rango de 29 mg a 1538 mg de Nitrogeno aportado en cada aplicacién semanal
sobre 2 tipos de multiplicacion, ex vitro de macroestaquilla e in vitro de microestaquilla.
Todos los tratamientos se caracterizaron morfolégicamente al comienzo de la recria, al final
del cultivo, y trascurridos 1 afio desde su plantacion en campo.

Solamente la fertilizacion en vivero tuvo un efecto significativo en el tamafio final de la
planta tras 2 afios en campo (p<0,001, para altura y diametro finales). Por tanto, el formato de
origen no influyo significativamente, ni tampoco su interaccion con la fertilizacion de vivero.
La mejor fertilizacién, la que produjo mayores tamafios de planta: 111,2+28,0 y 95,5+31,5 cm
de alturay 9,7+2,6 y 8,7+2,6 mm de diametro, fue la que aporté 268 mg de N acumulados en
el cultivo, tanto en macro como en microestaquillas, respectivamente.
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1. Introduccion

La importancia econdmica del castafio hace que la utilizacién de la multiplicacién
vegetativa se considere a la hora de aprovechar las aptitudes deseables de determinados
genotipos. La afeccidén de enfermedades o la produccion de madera y fruto son algunas de
estas aptitudes deseables de reproducir en las plantaciones de castafio. Tradicionalmente esta
multiplicacion se ha hecho por acodo bajo (MIRANDA-FONTAINA y FERNANDEZ-
LOPEZ, 1992), y aunque el estaquillado semiherbaceo bajo niebla se prob6 con relativo éxito
para hibridos de Castanea mollisima y Castanea dentata cuando se intentd con Castanea
sativa y Castanea crenata se obtuvieron pobres resultados. Tragsa lleva trabajando en la
reproduccion vegetativa del castafio desde el afio 1998, y ha mejorado considerablemente los
rendimientos obtenidos mediante estaquillado semiherbaceo (RODRIGUEZ et al, 2005), y
desde 2004 fecha en la que comenzo6 la produccion in vitro, también los rendimientos
obtenidos en la aclimatacion de vitroplantas.
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Por otro lado, diferentes estudios muestran la influencia positiva de la fertilizacion en
vivero en el crecimiento y supervivencia en campo (LUIS et al., 2009; SALIFU et al., 2005;
FRAYSSE & CREMIERE, 1998).

TIMMER en 1997 (citado en SALIFU & TIMMER, 2003), propuso un modelo
conceptual de carga de nutrientes o estado nutricional de la planta en funcion del nutriente
disponible con el fin de racionalizar la aplicacion de fertilizantes en el cultivo de planta. En
este modelo se predice, ademas, la relacion con el desarrollo de la planta, y el estado
nutricional se determina en funcion de la concentracion y del contenido en tejido.

SALIFU & TIMMER (2003) utilizaron por primera vez un modelo para determinar
dosis Optimas de aplicacion de nutrientes para un plantel especifico, en concreto de Picea
mariana. Esto permitié establecer como, aplicacién éptima de Nitrégeno la de 64 mg por
planta, presentando sintomas de toxicidad con aplicaciones de 80 mg de N/plantula. En
Quercus rubra se determind la fertilizacion optima con el aporte de 1,6 g de Nitrégeno por
planta (SALIFU et al, 2005). En Quercus rubra y Quercus alba se consiguié mejorar el
comportamiento en campo tras la redistribucion exponencial de la carga fertilizante,
encontrando el optimo de carga nutricional entre 1,26 y 1,68 g de Nitrégeno por planta
(SALIFU et al, 2009).

Aunque si se ha comprobado la mejora de la produccién en campo derivada de la
utilizacion conjunta de la mejora genética y el cultivo in vitro con respecto a la mejora
genética y la multiplicacion sexual (GUPTA et al, 1991) esta puede deberse al
aprovechamiento de la variacién no aditiva resultante de la clonacion de individuos (ZOBEL
& TALBERT, 1988), y no se conoce ningun estudio en que se haya comparado la
multiplicacién vegetativa in vitro con la ex vitro con un mismo genotipo tal y como se hace en
el presente trabajo.

Uno de los factores fundamentales del comportamiento en campo es el tamafio de la
planta y su concentracion de nutrientes. Las predicciones del modelo de Villar-Salvador para
explicar la respuesta en supervivencia de especies forestales en ambientes Mediterrdneos: un
aumento del tamafio de la planta y contenido de Nitr6geno provocaria un aumento del
crecimiento radical; la remobilizacion de Nitrogeno aumentaria con el aumento del contenido
en Nitrogeno; aumentos en el tamafio de planta y concentracion nutricional aumentaria el
potencial hidrico y la tasa fotosintética; e incrementos en el tamafio de planta y raices nuevas
incrementaria la capacidad hidradlica de la planta (VILLAR-SALVADOR et al, 2012),
podrian apoyar también la idea de que plantas de mayor tamafio y concentracion de nutrientes
al final de su cultivo en vivero crecieran mas en campo en clima Atlantico. Por tanto,
distintos formatos derivados del sistema de multiplicacion utilizado podrian generar plantas
con distintas capacidades de desarrollo en campo, para estos ambientes.

Por otro lado, en el vivero de Maceda se produce planta clonal por macroestaquilla en
un proceso ex vitro en el que el tamarfio de la estaquilla es de 5 a 8 cm, o por microestaquilla
en un proceso in vitro en el que se establecen brotes de 1-1,5 cm a partir de estacas forzadas a
brotar en laboratorio. Estos brotes se desarrollan y generan nuevas microestaquillas que
pueden “repicarse”, volver a establecerse, para continuar el cultivo o cosecharse para su
enraizamiento. Tanto macro como microestaquillas se disponen a enraizar en substratos de
cultivo tras inmersion basal en una solucion de AIB hidrosoluble a 1000 ppm. La aparicion de
raices comienza en torno al mes en el caso de las macroestaquillas y en torno a los 15 dias en
el caso de las microestaquillas.
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El enraizamiento y desarrollo de las macroestaquillas tiene lugar en la primavera y
verano en invernadero de enraizamiento con elevada humedad, sombreo y renovacion de aire
cargado de humedad como sistema de refrigeracion. En el caso de las microestaquillas, si el
enraizamiento tiene lugar en primavera-verano las condiciones son analogas, pero dado su
menor tamafio y por tanto el menor espacio necesario, el enraizamiento puede tener lugar
durante todo el afio en condiciones controladas. En este dltimo caso, al cabo de un mes
comenzaria el proceso de adaptacién a las condiciones de ambiente exterior, que se completa
al cabo de 3 meses desde el enraizamiento.

Por todo ello, se generan propagulos de distintos tamafios y conformacion morfologica
en funcién del tipo de multiplicacion susceptibles de producir respuestas distintas en campo.

2. Objetivos

El objetivo de este trabajo es caracterizar, durante el cultivo en vivero, la planta de
castafio multiplicada por ex vitro con macroestaquilla e in vitro con microestaquilla y su
interaccion con un rango amplio de programas de fertilizacion para hacer recomendaciones
sobre este aspecto. Ademas, se quiere contrastar el comportamiento conseguido en campo que
corrobore la idoneidad de los formatos y fertilizaciones de vivero.

3. Metodologia

Se ensay0 el efecto combinado de 4 programas de fertilizacion (F) y 2 tipos de
multiplicacién (M) en la recria en vivero y comportamiento en campo de material clonal de
hibridos artificiales de Castanea sativa Mill.

Los programas de fertilizacion ensayados se definieron por el aporte acumulado al final
de la recria que fue de 29, 268, 825 y 1538 mg de Nitrégeno por planta hasta el momento de
la plantacion el 28 de enero de 2011. Los tipos de multiplicacién ensayados fueron in vitro
por macroestaquilla y ex vitro por microestaquilla.

El material genético ensayado fue el registrado como CL-C-721/H-S en el Catalogo
Nacional de Materiales Forestales de Base.

Una vez concluida la fase de enraizamiento de los propagulos de ambos tipos de
multiplicacién, éstos se trasplantaron el 28 de mayo de 2010 a macetas de 2 | con fondo
rejillado del tipo C-19-R de Sansanprodesing© con sustrato configurado por turba no
fertilizada:vermiculita 80:20 y abono de liberacidn lenta 15-9-9 Osmocote Exact Standard©
salvo en el tratamiento de sdlo riego. La fertilizacion diferenciada con abono soluble de
equilibrio NPK 150-60-150 se realizd a partir del 11 de agosto de 2010 hasta el 5 de
noviembre del mismo afio por inundacion. A partir de ese momento solo se regd hasta el
momento de la plantacién del ensayo de campo. El control de la solucion fertilizante retenida
por el sustrato se hizo por pesada antes y después de la fertirrigacion.

El ensayo se configur6 con un disefio de bloques completos aleatorizados de 4
repeticiones. En total se testaron 9 copias por combinacion de tratamientos y momento de
medicion, lo que hizo un total de 72 plantas. En vivero se realizaron 2 mediciones, una
primera medicion el 15 de julio de 2010, previa a la primera fertilizacion para conocer el
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estado inicial de los propagulos, y otra el 16 de noviembre de 2010, una vez se dio la recria
por concluida y se considerd que la planta estaba lista para plantarse en campo.

El ensayo de campo se instalo el 3 de febrero de 2011 en Rodanillo, Bembibre-
Ponferrada. Tiene una precipitacion anual media de 834 mm, bien repartida por todo el afio.
La precipitacion media de verano es de 88 mm. El periodo de sequia estival dura 2,17 meses.
La temperatura media es de 11,3 °C y presenta una oscilacion térmica media de 15,9 °C. Tiene
heladas seguras durante 0,4 meses. La temperatura minima del mes mas frio es -0,2 °C. Se
encuentra a 900 msnm y tiene una pendiente del 15 por ciento. El suelo es Cambisol himico
de pH &cido. Las coordenadas geogréficas son 215.329 X, 4.727.046Y (datos recogidos del
Visor ARC-GIS-SERVER INIA-MAGRAMA)

El disefio de ensayo fue el mismo que el del ensayo de vivero salvo que en total se
ensayaron 12 copias por combinacion de tratamientos, lo que hizo un total de 96 plantas,
distribuidas en 4 repeticiones. Se hicieron 2 mediciones en campo el 28 de marzo de 2012 y el
28 de noviembre de 2012, por tanto, con 1 y 2 savias en campo respectivamente.

Las variables medidas descriptivas del desarrollo fueron altura (H) y didmetro (D) de la
planta en vivero y campo, y también supervivencia (SUP) en campo.

Para el andlisis de los datos se hizo un anélisis de varianza ANOVA utilizando el
procedimiento GLM de Statgraphics © de dos factores principales, programa de fertilizacion
(F) en vivero y formato de multiplicacion (M), ademas del factor principal repeticién (B) y de
la interaccion entre los dos primeros. Todos los factores excepto la repeticion se consideraron
fijos. Para su realizacidbn se comprobaron las condiciones de partida de normalidad,
homocedasticidad e independencia de los datos a través de los residuos del modelo.

Para el andlisis de la supervivencia se ajusté un modelo de Regresion Logistica con el
procedimiento homdénimo de Statgraphics © con los factores F, M y B de partida.

4. Resultados

Durante la recria, el incremento de brote estuvo influenciado significativamente por M
(p<0,001 para altura y diametro de planta), por F (p<0,014 y p<0,001 para altura y didmetro
de planta, respectivamente) y no lo estuvo por la interaccién FxM. El conjunto de la planta
procedente de macroestaquilla crecié en altura 7,4+0,8 cm y la microestaquilla 2,9+0,8 cm,
pero la menos fertilizada, con un programa de apenas 29 mg de N de aporte acumulado, lo
hizo 3,1+1,6 cm y 1,6+1,6 cm para las macro y microestaquillas, respectivamente. La minima
fertilizacion que maximizo el crecimiento fue la que aporté 268 mg de Nitrogeno por planta, y
consiguid 8,5+1,6 y 3,9+1,6 cm de crecimiento en macro y microestaquillas, respectivamente.
Sin embargo, aunque no significativo, la media del crecimiento en macroestaquillas fue
superior en el programa de fertilizacién que aporté 825 mg de N por planta, que fue de
10,8+1,6 cm. Teniendo en cuenta que esta media se calculé con 9 datos, que el promedio de
los residuos del modelo fue de 2,9 cm y la media general del parametro fue de 5,1 cm es
posible que la potencia del analisis fuera demasiado baja y por tanto no se estuvieran
detectando diferencias significativas donde realmente si las hay. De ser asi, el minimo
tratamiento de fertilizacion que maximizaria el crecimiento en macroestaquilla seria el ya
indicado de 825 mg de Nitrdgeno por planta. En ese caso la planta de macroestaquilla
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presentaria el estado de suficiencia segin el modelo de SALIFU & TIMMER (2003) con
mayor fertilizacion acumulada que la microestaquilla.

Los mejores crecimientos en didmetro se obtuvieron en el programa de fertilizacion de
268 mg de N aportados y consiguié desarrollos de 5,4+0,3 y 4,1+0,3 mm en las macro y
micro estaquillas, respectivamente (Figura1y2).
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Figura 1y 2. Medias minimocuadraticas con indicacion del intervalo de la Minima Diferencia Significativa del efecto de la
interaccion del tratamiento de fertirrigacion y el formato de multiplicacién (0 macroestaquilla, x microestaquilla;) sobre el
crecimiento en altura (izquierda), crecimiento de didmetro del cuello de la planta (derecha) desde un momento (15/7/2010)
anterior al primer aporte de fertilizacion diferenciada (11/8/2010) hasta el momento de estar disponible para salir a
plantacién (16/11/2010)

Los tamafios de planta al finalizar la recria estuvieron también influenciados por los
factores principales F (p<0,001 para altura y diametro de planta) y M (p<0,001 para altura y
didmetro de planta) y no lo estuvo por la interaccion FxM. Teniendo en cuenta so6lo los
resultados significativos, la fertilizacion con el programa de 268 mg de N fue la menor con
que se conseguian diferencias significativas de tamafio, a partir de la cual se aseguraria un
consumo de lujo de nutrientes segun el modelo de diagnostico de SALIFU & TIMMER
(2003). Con dicho programa de fertilizacion se consiguieron 36,1+5,5 y 19,7+1,6 cm de
altura, y 9,1+0,6 y 7,240,5 mm de diametro del cuello de la planta en macro y
microestaquillas, respectivamente. Los programas de fertilizacion superiores no provocaron
cambios significativos de tamafio por lo que podria estar indicando el almacenamiento de
nutrientes o carga de lujo. (Figura3y 4).
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Figura 3y 4. Medias minimocuadraticas con indicacion del intervalo de la Minima Diferencia Significativa del efecto de la

interaccion del tratamiento de fertirrigacion y el formato de multiplicacién (- macroestaquilla, x microestaquilla) sobre el

tamafio final: la altura total de la planta (izquierda) y el didmetro total del cuello de la planta (derecha) listo para salir a
plantacién (16/11/2010) tras recria.

La supervivencia media del ensayo fue del 80 por ciento. EI modelo ajustado con F, M
y B no fue estadisticamente significativo. Sin embargo, se detectd que la planta de
macroestaquilla en los 2 programas de menos fertilizacion tendia a presentar mayor
supervivencia que la microestaquilla, tendencia que se revertia o anulaba en programas de
fertilizacion mayores. (Figura5).
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Figura 5 Supervivencia tras 1 afio en campo de planta procedente de macro y microestaquillas y su interaccién con la
fertilizacion.

Después de 1 afio en campo solamente F en vivero tuvo un efecto significativo en el
tamafio de la planta (p<0,001, para altura y diametro finales). Por tanto, M no influyé
significativamente, ni tampoco su interaccion. La mejor fertilizacion, la que produjo mayores
tamafos de planta en campo con el minimo aporte de fertilizante, 111,2+28,0 y 95,5+31,5 cm
de altura 'y 9,7+£2,6 y 8,7+2,6 mm de didmetro, fue la que aportdé 268 mg de N, tanto en macro
como en micro estaquillas, respectivamente (Figura6y 7).
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Figura 6 y 7. Medias minimocuadraticas con indicacion del intervalo de la Minima Diferencia Significativa del efecto de la
interaccion del tratamiento de fertirrigacion y el formato de multiplicacion () macroestaquilla, x microestaquilla) sobre el
tamafio final: la altura total de la planta (izquierda) y el didmetro total del cuello de la planta (derecha) tras un afio de
plantacion en campo

Los tratamientos cuyos propagulos fueron méas grandes al comienzo de la recria en
vivero crecieron mas durante la misma y también en campo (Tabla 1).

Tabla 1 Correlaciones momento producto de Pearson para la altura (cm) de la planta en los distintos momentos de la recria
y campo en los distintos tratamientos de fertilizacion F.

Correlacién H primer | H segundo
(Tamafio de H propagulo | H despacho afio en afio en
muestra) (15/7/2010) |(28/11/2010)| campo campo
Significacion (28/03/2012) | (28/11/2012)
H propagulo 0,9784 0,6721 0,7932
(15/7/2010) - (8) (8) (8)
p<0,0001 0,0679 0,0188
H despacho i 0,6(3:)09 0,Z§)39
(28/11/2010) 0,0578 0,0213
H primer afio en 0,9459
campo - 8)
(28/03/2012) 0,0004
H segundo afio en
campo -
(28/11/2012)

Ademas, tomando como referencia la altura media de los propagulos antes del trasplante
asignados a la fertilizacion de 268 mg de N, 24,4+29 y 159+1,3 cm para macro y
microestaquillas, respectivamente, la diferencia media de tamafio a favor de la
macroestaquilla fue de 9,0+7,5 cm (p<0,05), siendo al final del cultivo de 13,7+11,9 (p<0,05)
cm. Sin embargo, la diferencia media de las alturas tras 1 afio en campo fue de 15,5+31,2 cm
no significativa. Durante la fase de campo la diferencia entre macro y microestaquillas
aumento menos y la dispersion de los datos aumentd, el error estandar paso a ser de 2,4 a 3,8
a 9,8 cm en microestaquillas y de 2,5 a 3,9 a 11,2 cm en macroestaquillas, en el propagulo, al
final de la recria y tras un afio en campo, respectivamente, explicando asi la ausencia de
significacion en campo y demostrando el potencial mayor crecimiento en campo de la planta
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de microestaquilla in vitro. Durante el segundo afio de crecimiento en campo los crecimientos
en altura de la planta entre tipos de multiplicacion no fueron significativamente distintos.

5. Discusién

La planta de macroestaquilla, que era més grande al comienzo de la recria, crecié mas
que la planta de microestaquilla durante la fase de vivero, demostrado por las altas
correlaciones encontradas entre el tamafio del propagulo y los tamafios en los sucesivas etapas
y apoya la mejora de las condiciones fisiologicas predichas por Villar-Salvador en plantas
mas grandes y mejor nutridas (VILLAR-SALVADOR et al, 2012).

Aunque, el crecimiento en campo de la macroestaquilla fue algo menor que el de la
microestaquilla hasta el punto de que los tamafios se igualaron, estado que se mantuvo
durante el segundo afio en campo. La biomasa seca de macroestaquilla al final de la recria fue
superior al de la microestaquilla (datos no mostrados) esta claro que ésta no tiene por qué
representar la capacidad de absorcion de la raiz puesto que puede estar constituida en mas o
menos medida por la zona suberizada o lignificada menos absorbente que las zona pilifera.
Sin embargo, no se pudieron tener datos para comparar la cantidad de raiz absorbente y
fibrosidad del sistema radical de macro y microestaquillas, observaciones cualitativas de la
abundancia de las mismas apuntan a la mayor fibrosidad del sistema radical de la planta de
microestaquilla lo que le conferiria mayor capacidad de toma de nutrientes del sustrato, y por
tanto aumentaria la capacidad de crecimiento de la planta (GROSSNICKLE, 2012), que el
sistema radical de macroestaquilla mas ralo y formado por raices mas gruesas (Figura 8).

Durante la recria en vivero, los nutrientes y el agua estaban a disposicién de la planta
independientemente de la extensién del sistema radical puesto que su confinamiento a
macetas de 2 litros era suficientemente pequefio para que las raices explorasen todo el
substrato. En campo, donde la disponibilidad de agua y nutrientes es temporal y dispersa la
mayor cantidad de raices de las microestaquillas de in vitro estarian confiriéndole una ventaja
competitiva. En cualquier caso se necesitaria profundizar en este aspecto en futuros trabajos.

i

Figura 8 Detalle de sistema radical de propagulo de multiplicacion ex vitro por macroestaquilla (izquierda) e invitro por
microestaquilla (derecha) donde se puede apreciar la fibrosidad y abundancia de raices finas funcionales en éste Gltimo
(foto: B. Cuenca).
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La plantas mas fertilizadas crecen mas haciéndolo en gran medida gracias al
crecimiento de la parte aérea en Pinus halepensis (OLIET, 1999) y en Pinus pinaster (LARIO
et al, en prensa) lo que corrobora el aumento de crecimiento con la fertilizacion. Asi mismo,
se observa que el crecimiento de la planta alcanza un maximo a partir del cual permanece
estadisticamente constante, aungque con una cierta tendencia a descender con las mayores
fertilizaciones. Atendiendo al modelo de diagnostico nutricional de Salifu y Timmer
(SALIFU & TIMMER, 2003) y asimilando el pardmetro biomasas utilizado por ellos a
desarrollo y éste parametrizado en altura y didmetro en este trabajo, el estado de suficiencia a
partir del cual se produciria la carga nutricional se habria alcanzado con el programa que
aportaba 268 mg de Nitrogeno por planta durante la recria. Para macroestaquillas queda la
duda razonable de que este valor ascendiera a 865 mg de Nitrégeno por planta por la posible
falta de potencia del analisis. Como referencia en frondosa, la planta a raiz desnuda Quercus
rubra y Quercus alba optimizaron el comportamiento en campo habiendo sido fertilizados en
vivero exponencialmente con 1,26 a 1,68 g de Nitrogeno por planta (SALIFU et al, 2009).

6. Conclusiones

La fertilizacion aument6 el desarrollo de la planta en vivero y su influencia se
mantuvo en el campo.

La planta de cultivo in vitro tiene una capacidad de crecer mas en campo que la de ex
vitro al menos en los 2 primeros afos tras la plantacion en las condiciones ensayadas.

Se recomienda aplicacién de Nitrogeno por planta en torno a 268 y 865 mg de
Nitrégeno por planta en microestaquillas y macroestaquillas, respectivamente.
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