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Abstract
Short title: Micropropagation of common alder

Shoot cultures from adult material of common al@&nus glutinosa were
establishedin vitro. Branches from the canopy and stump sprouts were
collected from 20-30-year-old trees. Shoots dewadofrom these branches
were used to initiate the cultures using Woody PMadium supplemented
with 2 mg/l benzyadenine and 0.5 mg/l indole acati. The multiplication
stage was divided into 3 cycles of 3 weeks ea@msferring the shoots to
fresh medium at the end of each cycle. Woody R&edium was used in this
stage supplemented with 0.5 mg/l indole acetic,a®i?l mg/l benzyladenine
(during the first cycle, 0.1 mg/l for the next twahnd 0.5 mg/l zeatin in thé®3
cycle. Shoots (1.5-2 cm) from the multiplicatiomg# were rooteih vitro.
Rooting percentages getting up to 75% both in ctstaad with 0.1 mg/l
indole butyric acid, although the presence of auxaneased the speed of root
formation.
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Resumen

Titulo corto: Micropropagacion del aliso comun.

Se ha establecido un sistema de propagaitiovitro a partir de material
adulto del aliso comum{nus glutinosi Para la iniciacién de los cultivos se
recogieron ramas de la copa o renuevos basalesbdieside entre 20-30
afos, que se forzaron a desarrollar brotes en donds controladas. Estos
brotes sirvieron para la iniciacién de los cultinggizando el medio WPM
con 2 mg/l de benciladenina y 0.5 mg/l de acidmiratético. La etapa de
multiplicacion se dividio en 3 ciclos de 3 semacada uno, transfiriendo los
brotes a medio fresco al final de cada uno deildss; utilizandose el mismo
medio que en la etapa de establecimiento (WPM) mocoeguladores de
crecimiento se afiadieron al medio: 4cido indolieed.5 mg/l durante los 3
ciclos, benciladenina 0.2 mg/l (durante el primieto y 0.1 mg/l durante los
dos siguientes), y zeatina 0.5 mg/l en el tercetociBrotes (1.5-2 cm)
procedentes de la etapa de multiplicaciéon se ear@imn vitro, consiguiendo
porcentajes de rizogénesis de hasta un 75% tarits @ontroles como en los
tratamientos con acido indol butirico 0.1 mg/l, que la presencia de auxina
incremento la velocidad de formacion de las rasck&nticias.
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Cantabrica, desde Navarra hasta el golfo Artabro,
asi como por la Cornisa Atlantica Gallega y en
El aliso comun Alnus glutinosa (L) Gaertn, &reas limitrofes castellano-leonesas y portuguesas.

familia Betulaceae) se encuentra ampliament%I reconocimiento de la importancia de estas

g'Osrt]rétéugoor?ﬂ;;ﬁgahfsﬁgog%e?;we d;;?gde"’ll’nggespecies en el mantenimiento ecoldgico de los rios
ol 9 ) i Y o gonlleva la necesidad de seleccionar técnicas
de Africa hasta Finlandia. Es un arbol de taman

mediano, con un sistema radical no mu rofundoc()jescrit"jIS en la biotecnologia vegetal que nos
' yP ermitan la conservacion de su diversidad

pero muy ram|f|ca<_jo, espeaalrpente adaptado, enética. La crioconservacion de germoplasma
suelos humedos. Vive en los margenes de los ri : iy L
Imacenamiento en nitrégeno liquido) se

y riberas, en los fondos de los valles, zona : . o
anS|dera una metodologia de gran utilidad para la

inundadas y laderas humedas, desde el nivel dg y, . .
) L onservacion de recursos fitogenéticos, pero para
mar hasta los 1700 m. Prefiere sustratos acidos P . -
ue esta técnica sea realmente eficaz es necesario

ricos en limos, con humedad permanente y agua .
frecuentemente renovadas, si bien se adap gsarrollar previamente protocoI(_)s de
’ icropropagacion que nos permitan la

facilmente al crecimiento en suelos mas pobre I, . .

debido a la asociacién simbidtica que estabFece e?egeneramon de plantas a partir del material
. : - °€ Clioconservado (Reed, 2008).

sus raices con hongos actinomicetos del género

Frankia. Los trabajos de propagacidn vitro realizados

Los alisos se encuentran  am IiamentehaSta la fecha en este género son escasos. Garton
i AMp et al (1981) establecieron los primeros protocolos
representados en los ecosistemas riparios. Est

i ; ; egsclra A. glutinosay desde entonces se han escrito
ecosistemas tienen un amplio rango d€

. L diversos trabajos sobre la micropropagacion de
propiedades  ecolégicas que los hace

. : . q|st|ntas especies del génefdnus con material
particularmente importantes en la conservacion de . . ; :
L . . .- procedente de diversos origenes (juvenil y adulto)
paisaje. Actlan como corredores de dispersio

facilitando el intercambio de individuos entre Tremblayet al, 1986; Barchchi, 1988; Ladi al,

g -~ i 2005), si bien no se han definido con precision los
g'tSt;Ttogoré%?'tatsaég;;Z éinzznnen'afgoé’it:_‘Z(rjolggprotocolos para su desarrolia vitro. En este
) ' R pa 9 trabajo se ha estudiado el establecimiento,
impactos derivados de la explotacion forestal y de

la plantacién de especies foréneas (Bootheyd multiplicacion y enraizamiento de brotes de aliso
P P Y con el fin de establecer los protocolos que nos

al., 2004; Homyack y Haas, 2009). En los ultimos ermitan desarrollar posteriormente métodos de

anos, se ha detectac_io la muerte de un gran num(%8nservaci(’)n del germoplasma de esta especie que
de ejemplares de aliso como consecuencia de una

enfermedad causada por el horigbytophthora S€ encuentra severamente amenazada.
alni. El tipo estandar se ha denominddoalni 2. Material y métodos

subsp alni, existiendo otras dos subespecies:2 1. Establecimiento
uniformis y multiformis (Brasier et al, 2004). o

Santini et al (2003, 2006) comprobaron que Se recogieron ramas de la copa de 4 arboles de
ademas del aliso, el castafio, el nogal y los cerezentre 25-30 afios de la Reserva de la Biosfera
silvestres también presentan cierta susceptibilidatiTerras do Mifio” (R 1-4), situada en la provincia
al ataque del hongo. Los arboles enfermosle Lugo, y renuevos basales de un arbol de entre
presentan una lesién necroética en la raiz y cuell@0-25 afios que habia sido talado en las
del arbol, pudiéndose observar externamente uimmediaciones de Santiago de Compostela (G 1).
exudado oscuro, las hojas son méas pequefiaBara todos los clones se efectud la recogida de
menos numerosas Yy frecuentemente amarillentamaterial en el mes de junio y para los clones R1y
ademas incrementa anormalmente laR3 también en noviembre. Las estaquillas de 20-
fructificacion. Entre las especies de alisos25 cm se situaron en posicion vertical en bateas
europeosA. incana A. viridis, A. cordatay A.  con perlita humedecida y se forzaron a brotar en
glutinosa esta Ultima es la que creceuna camara de crecimiento a 25°C con una
mayoritariamente en Galicia y la que presenta unaumedad relativa de entre el 80-90% con un
mayor susceptibilidad al ataque del hongo. En efotoperiodo de 16 h y una intensidad luminosa de
aliso comun, las lesiones producidas poralni  90-100umol m-2 s-1. Después de 2-3 semanas se
subspalni frecuentemente rodean completamentéhabian desarrollado nuevos brotes que nos
el tronco de estos arboles (Webber y Gibbs, 2006}irvieron para obtener los explantos iniciales para
La enfermedad aparecié por primera vez en edl establecimiento de los cultivos. Brotes de una
Reino Unido en 1993 y, desde entonces, se hangitud de 2-4 cm, desprovistos de hojas, se
extendido rapidamente por toda Europagsterilizaron mediante inmersién en alcohol de 70°
representando una seria amenaza para Rurante 20 s, seguido de una solucién al 0.6 % de
ecosistemas riparios (NAPPO, 2006). En Espafieloro libre (Tabletas Millipore®) con 1 mg/l de
se detectd hace unos 10 afios y en la actualidddveen 80 durante 8 min, seguido de 3 aclarados
estd extendida a lo largo de toda la Cornisz@on agua destilada estéril. Para la iniciacionode |

1. Introduccién.
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cultivos se utilizaron los segmentos apicales yadicion al medio de 0-0.1 mg/l de acido indol
nodales (5-8 mm) que se situaron en posiciémutirico (AIB) durante los 7 primeros dias, al cabo
vertical en los tubos de cultivo (30x150 mm)de los cuales los brotes se transfirieron al mismo
conteniendo 16 ml del medio de establecimientomedio sin auxina. Después de 4 semanas se
El medio mineral estd compuesto por las sales procedid a la recogida de los datos: porcentaje de
vitaminas del Woody Plant Medium (WPM, Lloyd brotes que habian enraizado, numero de raices y
y McCown, 1980), sacarosa 3%, agar Difo 0.7%]Jongitud de la raiz mas larga por brote enraizado.
2 mg/l de benciladenina (BA) y 0.5 mg/l de acidoSe estudié asi mismo la cinética de la formacién
indol acético (AIA). El pH de los medios se ajustdde las raices adventicias en cada uno de los
a 5.7 antes de autoclavarlos a 121°C durante Z@atamientos. Se utlizaron 10 brotes por
min. Para prevenir el dafio causado por lodgratamiento y la experiencia se repitié dos veces.
exudados, cada explanto se traslad6 al Iad&I slisi tadistico de | itad dect
opuesto del mismo tubo al dia siguiente de su analisis estadistico de os resuftados se aeci

o - con la aplicacién del test t para la comparacion de
establecimiento. Los explantos se transfirieron a

. . "y medias y el test X2 para los porcentajes, con un
medio fresco de igual composicion cada 2valor deysi nificacién rén amboscasos dje)r!;)S
semanas hasta su estabilizacion. 9 = )

Todos los cultivos se mantuvieron en una cémarg' Resultados y discusion.
de crecimiento con un fotoperiodo de 16h y una.1. Establecimiento

temperatura de 25°/20°C  (dia/noche), con un%l desarrollo de las yemas laterales de las

intensidad luminosa de 50-0nol m? s*. Estas : ;
sc,taqunlas tuvo lugar en todos los genotipos a

condiciones se aplican también durante las etap&S & . . .,
P ppartlr de los 10-15 dias de su instalacién en el

de multiplicacion y enraizamiento descritas al.~ ., . - .
continuacion fitotron. Los porcentajes de brotacidon oscilaron
| entre un 14% (R1) a un 100% (G1) dependiendo
2.2. Multiplicacion del genotipo. En aquellos clones en los que se
L L gfectuaron dos recogidas de material, en junio y
as experiencias se llevaron a cabo con brotes dé&l iy o
noviembre, este Ultimo mes mejoré notablemente
clon ‘Gl ~desarrollados en la etapa d 0s resultados obtenidos (R1: 14% en junio frente
establecimiento. Esta etapa se dividi6 en tre : o enj

ciclos de 3 semanas cada uno. los brotes YN 68% en noviembre; R3: 31% en junio frente a

g . ) n 75% en noviembre). Las tasas de
transferian a medio fresco al final de cada uno dcontamin(;cién (princi alm()ente causada or
los ciclos. EI medio mineral es el mismo que el P P P

utilizado en la etapa anterior (WPM) y como ggnrge%so) Egg]%fcnn:r? d\é'eéﬁpreaffﬁtgszapr%rnlau?]?ooga
reguladores de crecimiento se utilizaron, AIA 0.5 9 0 J

- 0, 1 1
mg/l en todos los ciclos, BA 0.2 mg/l durante lasi" 59-62% en noviembre. Todos los genotipos

. . . brotaron en el fitotron, si bien posteriormente
tres primeras semanas (ler ciclo), reduciendo su . . ;
g - mostraron considerables diferencias en su
concentracién a 0.1 mg/l durante las 6 siguientes RS I -
o . : g comportamientdn vitro, consiguiendo estabilizar
(2° y 3er ciclo), en el 3er ciclo se afadieron; .
Unicamente los clones R1, R4y G1. El resto de los

ademas 0.5 mg/l de zeatina (Z). Se utilizaron los : .
B)nes muestran un declive progresivo en los

segmentos apicales y basales de los brotes (8_£ucesivos subcultivos que nos condujo a la perdida
mm de longitud). Posteriormente, se realizd otr q J P

ensayo, utilizando solo los explantos basales, pa§;$biﬁze;cgstigi:I!\]ro\rf]m(.aor;tre Il_cc)); 5t-I$mn?:§esdeara
estudiar el efecto sobre el desarrollo de los brot s clones G1 v R4 respectivamente. a 12 mgses
de la adicion de Z en distintos momentos de | y P ’

S . . ara el R1. Estas variaciones en el
etapa de multiplicacion, bien en el tercer ciclo comportamientoin vitro pueden ser atribuidas
bien durante los 3 ciclos en los que se dividié est b b

etapa tanto a sus difer_encias genéticas (_Rl-R4), como al
' origen del material (G1). El material del clon G1,
Los datos sobre el numero total de brotes, nimemprocedente de renuevos basales, responde mejor al
de brotes de entre 0.5-1cm, mayores de lcngultivo que los otros clones procedentes de ramas
longitud del brote méas largo y porcentaje dede la copa, este material retiene ciertas
explantos que reaccionan en cada una de la=racteristicas juveniles que favorecen su
experiencias se recogieron al final de los 3 ciclosespuestain vitro. En la micropropagacion de
(9 semanas). Se utilizaron 18 explantos pomaterial adulto deQuercus rubra Vieitez et al
experimento y todas las experiencias se repitiero(1993a) observan notables diferencias en la
3 veces. reactividad entre material procedente de brotes
epicérmicos (31-85%) y material procedente de la
copa del arbol (4-24%). También se han utilizado
Brotes de 15-20cm de longitud de los cultivoscon éxito renuevos basales en la micropropagacion
aislados de los cultivos en multiplicacion del clonde otras especies de roble y castafio adulto
R 4, se transfirieron al medio de enraizamientdVieitez et al, 1985, 1986). Bongat al (2010)
(WPM con los macronutrientes reducidos a lasefialaron que aunque la facilidad de propagacion
mitad). Para la induccién de las raices se ensay6 Vegetativa tiende a disminuir a medida que se

2.3. Enraizamiento
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incrementa la edad del arbol, en algunos casos $ensfiriendo los brotes a medio fresco al final de
pueden encontrar ciertos tejidos que mantienenada uno de los ciclos, consiguiéndose de esta
caracteristicas juveniles, como los renuevo$orma mejorar considerablemente la calidad de los
basales, brotes epicormicos y los brotes que darotes obtenidos (Figura 1). Por otra parte, Vieite
forman en las raices. La recogida de los brotest al. (2003, 2009) comprobaron que la utilizacién
desarrollados en el fitotrén se efectud al cabd-de conjunta de BA y Z favorecia el desarrollo de
4 semanas cuando éstos habian alcanzado ubeotes y hojas en cultivos en multiplicacion de
longitud de entre 1-3cm. Los explantos apicales-agus sylvaticaQuercus albay Q. bicolor. Estos
responden mucho mejor al cultivo que los basalesgutores sefialan un posible desajuste en el balance
en estos Ultimos se produjo una mayor necrosisle zeatina enddgena o de sus derivados en los
asi como la formacién de callo que a partir de labrotes desarrollados en medios suplementados
superficies de corte tiende a englobar el explanto.Unicamente con BA. En la Tabla 1 se pueden
observar el efecto que sobre el desarrollo de los
brotes tiene la adicion de zeatina en distintos
Como ya ha sido sefialado para otras especiezlomentos del ciclo de multiplicacion del aliso. La
como castafio y haya (San Josg al, 1988, incorporacion de Z en la etapa de multiplicacion
Vieitez et al, 1993b), el tipo de explanto utilizado mejoré la calidad de los brotes, observandose un
influyé de forma significativa el desarrollo de losincremento significativo del ndmero de brotes
cultivos. Los mejores resultados en cuanto amayores de 1lcm y como consecuencia de la
numero de brotes de entre 0.5-1cm (2.1 frente Bngitud del brote mas largo cuando esta
0.6) y namero total de brotes (3.1 frente a 1.7) seitoquinina estuvo presente en los 3 ciclos en los
obtuvieron con los explantos basales, naque se dividio la etapa de multiplicacion, si bén
observandose diferencias significativas en ehdmero de brotes de entre 0.5 y 1cm, asi como el
nimero de brotes mayores de 1cm, ni en losumero total de brotes fue mejor en el tratamiento
porcentajes de respuesta (Tabla 1). Las diferencia®n Z en el tercer ciclo, por lo cual establecemos
entre los dos tipos de explantos evaluados puede@omo protocolo su incorporacion en el tercer ciclo,
considerarse consecuencia de la presencia de que nos permite abaratar notablemente los
yemas axilares en un estado de desarrollo m&ostes de mantenimiento.
avan_zado en los segmentos basalefs, asi como upg - .o et
manifestaciéon de la dominancia apical, de forma
que las tasas de multiplicacion se podriamAplicando los protocolos descritos en la etapa de
incrementar mediante la eliminacién de los apicesmultiplicaciéon, obtuvimos brotes del clon R4
Numerosos autores han utilizado la BA (0.02_05suf|c_|ente_mente elongados para\_,proceder a su
enraizamiento para la obtencibn de plantas

mg/l) para el desarrollo de brotes de origen juveni ;
deA. glutinosa(Tremblayet al, 1986), aunque se coanpIetas de origen adulto. _Trembh’iyal. (1986)
sefialan la facilidad de enraizamiento de brotes de

obtienen peores resultados cuando se trabaja COfLyi . .
istintas especies ddnusprocedentes de cultivos

material de origen adulto. Estas dificultades. : -
in_ vitro, obteniéndose en muchos casos

ueden considerarse asociadas a cambios en | : . -
garacteristicas de crecimiento que frecuentemen@grcema}es del 100% en presencia o ausencia de
q quxina en el medio. No obstante, estos autores

acompafian la transicion del estado juvenil aapuntan que eA. glutinosala inclusién de AIB en

adulto (Poething, 1990). Lallet al (2005) el medio aumenté el nimero de raices formadas
observaron el desarrollo de brotes muy elongados

. - > Odor brote enraizado y redujo el tiempo requerido
pero sin ramificar, y abundante formacion de call ara obtener el pleno enraizamiento. En la Tabla 2
al utilizar BA durante la etapa de multiplicacién P P ]

: X . se muestran los resultados obtenidos en nuestro

de aliso de origen adulto. Estos autores sugieren_, . : . .

N, S trabajo, los porcentajes de enraizamiento fueron

que la utilizacion de inhibidores del transporte de .. . o

. - - .~ Similares en ambos tratamientos (75-76 %). La
auxinas favorece la accion de la BA, si bien

o jpresencia de AIB 0.1 mg/l en el medio, aunque

presentan algunos problemas de vitrificacion. En,. ~—- . , y
L : disminuy6 el numero de raices formadas por brote
nuestro caso, la realizacion de un ciclo de : . ;
. : enraizado, aceler6 de forma considerable la

BA v AIA como reauladores de crecimiento dic)%mergencia de las raices. Asi se pudo observar que
y 9 ' en los brotes tratados con auxina la salida de las

como resultado brotes de pequefio tamafio y baj%sfimeras raices se inicia a partir de los 8 diag y

tasas de multiplicacion (datos no mOStr":ldos)i‘ormacic')n se habia completado sobre el dia 12

Basandonos en trapa;os previos  realizados Shientras gue en los controles se completa sobre el
Fagus sylvaticapor Vieitezet al (2003), en los dia 18 (Grafico 1, Figura 2A. glutinosay otras

gue estos autores sugieren la realizacion d . . 4 . :
species que estdn sometidas a inundaciones en

subcultivos sucesivos para mejorar las tasas dé P .
L . . sus habitats naturales son capaces de producir
multiplicacion, mejorando asi el aporte de

. raices adventicias en la base de los troncos en
nutrientes para el desarrollo de los brotes . . :
A L . “fespuesta a la inundacion de sus raices y de las
dividimos cada etapa de multiplicacion en 3 ciclos . . :
artes mas bajas de sus tallos (Gill, 1975).

de subcultivos de 3 semanas cada un ; .
robablemente el gran contenido de auxinas

3.2. Multiplicacién
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enddégenas en brotes madurosAdeglutinosasea terrestrial salamanders. Biol. Conserv. 142: 110-
consecuencia de la adaptacion a estos habitats. E21

comportamientdn vitro de brotes de aliso se ve Lall, S., Mandegaran, Z., Roberts, AV. 2005,

fuertemente influenciado por el ContenidoShoot multiplication in cultures of matur&inus
endogeno de estos reguladores (Eall, 2005). glutinosa Plant Cell Tiss. Organ Cult. 83: 347-

4. Conclusiones 350

Los resultados obtenidos muestran la posibilidad.loyd, G., McCown, B.H. 1980. Commercially-
de micropropagar distintos individuos da&. feasible micropropagation of mountain laurel,
glutinosa como una forma de preservar suKalmia latifolia, by use of shoot tip culture. In:
diversidad genética que se encuentra amenaza&aoceedings of the International Plant
en diferentes puntos de nuestra geografia comBropagators” Society 30: 421-427

consecuencia del ataque del horigfaytophthora Mech, S.G., Hallett, J.G. 2001. Evaluating the

alni. . : ] .
effectiveness of corridors: a genetic approach.
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Tabla 1. Efecto del tipo de explanto (apices o agele la adicion de zeatina en distintos momentos
de la etapa de multiplicacién sobre el desarratidbtes dé. glutinosa

. Tipo de % N° brotes N° brotes Ne° total Longitud brote
Tratamiento Y
explanto respuesta  0.5-1 cm >1cm brotes mas largo
(z;a;g%) Apicales 98.0h 0.6+0.14a  1.0+0.10a 1.7+0.17a  16.3:0.70 a
Basales 96.3aA 3.2+0.17bA 1.0+0.11aA 3.15%@KA 15.0+0.79b A
zeainaen  pocles  100.0A 1.5+018B  1.3%0.16 B  2.8+021B .516.79 B
los 3 ciclos

' En cada columna los valores que muestran la mistreario son significativos para<@.05

Tabla 2.- Efecto de la adicién de AIB 0.1 mg/l @bl enraizamiento de brotés glutinosa

Longitud media de la

. Porcentaje de N° medio de raices por . ¥
Tratamiento . A . raiz mas larga por
enraizamiento brote enraizado .
brote enraizado (mm)
Control 75.0 & 3.4+0.34 a 37.3+2.57a
AIB 0.1 mgl/l 76.2 a 29+045b 37.9+3.84 a

! En cada columna los valores que muestran la mistta ho son significativos para ¢ 0.05
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Figura 1. Brotes dA. glutinosa clon G1, obtenidos en la etapa de multiplicacion

Figura 2. Desarrollo de las raices adventiciasreteb deA. glutinosaclon R4,en el tratamiento con
AIB 0.1 mg/l durante 7 dias
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