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Resumen

Las variedades de castano de fruto tradicionales son ontogénicamente viejas y por tanto,
dificiles de enraizar. Por ello, el sistema de produccion de castano de fruto es el injerto,
normalmente, empleando hibridos resistentes a Phytophthora cinnamomi, producidos
vegetativamente (acodo, estaquillado semiherbaceo o micropropagacion). La produccién de
planta injertada requiere 2 o 3 anos con un prendimiento medio del 65%, de modo que tras 3
anos un 35% de plantas son sélo portainjertos no reutilizables por las deformaciones debidas al
injerto. Para mejorar estos rendimientos, se injertaron en verde 8 variedades gallegas, sobre
portainjertos hibridos producidos in vitro. Los brotes de las variedades se cosecharon durante el
verano con didmetro 2-5 mm, para obtener plas herbaceas. Estas se injertaron sobre
vitroplantas herbaceas recién aclimatadas bajo atmédsfera de niebla. El éxito del injerto fue
superior al 75%, con la puUa injertada reemprendiendo crecimiento en 15 dias. Los injertos
fallidos se podaron y recuperaron para portainjertos sin deformaciones aparentes. El injerto en
verde reduce el tiempo necesario para obtener planta injertada a 1 ano, obtiene mayores tasas
de prendimiento, y permite reutilizar los portainjertos en caso de fallo del injerto al ser estos muy
juveniles, con tejidos verdes y alta capacidad de rebrote.
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1. Introduccion

El injerto en verde, también llamado microinjerto ex vitro, para diferenciarlo del microinjerto
que se realiza in vitro con material vegetal en micropropagacion, es una técnica que combina las
ventajas de los ciclos cortos de injertado del microinjerto in vitro, con la facilidad e independencia
de las condiciones de asepsia del injerto tradicional (FERNANDEZ-LORENZO & CRECENTE-
CAMPO, 2009). El microinjerto in vitro tiene diversas aplicaciones en fruticultura (HUSSAIN et al.,
2014): la produccion de plantas libres de virus (NAVARRO, 1988; ZILKA et al., 2002); el estudio
de la incompatibilidad en combinaciones de injertos (ESPEN et al., 2005; DARIKOVA et al., 2011);
la mejora en la regeneracion de plantas completas (ONAY et al., 2007; WANG et al., 2010); el
indexaje de virosis (KAPARI-ISAIA et al., 2002; PATHIRANA & McKENZIE, 2005a); o el intercambio
de material vegetal entre paises (LLACER, 2009).

El injerto en verde o microinjerto ex vitro se emplea también con estos objetivos, aunque
menos frecuentemente. WALTER et al. (1990) y PATHIRANA & McKENZIE, (2005b) emplean este
tipo de injerto para el indexaje de virosis, y D KHILI et al. (1996) para el estudio de
compatibilidad en vid. RAHARJO & LITZ (2005) emplean esta técnica en aguacate para rescatar
material mejorado recalcitrante al cultivo in vitro y FERNANDEZ-LORENZO & CRECENTE-CAMPO
(2009) para propagar material adulto de variedades y mejorar el enraizamiento de clones
recalcitrantes de castano. En el caso de la vid, el injerto en verde comenzd realizandose sobre
vitroplantas, pero la gran cantidad de yemas del portainjerto obligaba a una intensa labor de
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desyemado, por lo que paso a realizarse sobre estaquillas enraizadas en invernadero. Las yemas
se toman de vitroplantas aclimatas y se injertan con la técnica de hendidura simple (MARTIN &
COLLAS, 1995). En el caso del castaio, FERNANDEZ-LORENZO & CRECENTE-CAMPO (2009)
emplean plantulas de semilla como portainjertos.

El prendimiento del injerto en verde suele ser facil y rapido por encontrarse la planta en
plena actividad vegetativa y por el empleo de planta joven (plantulas) o rejuvenecidas
(vitroplantas) como portainjerto. Sin embargo, en la actualidad, la bibliografia sélo ofrece
referencias al uso de esta técnica para la produccion de planta comercial en el caso de la vid
(MARTIN & COLLAS, 1992) y del género Citrus spp. (THERMOZ, 1998), si bien nos consta que
viveros Coulié en Francia emplea este sistema en la produccion regular de planta injertada sobre
portainjertos hibridos del INRA (COULIE, comunicacién personal).

En el vivero de TRAGSA se injerta todos los anos, una importante cantidad de castanos en
taller, habitualmente mediante chip budding (FERNANDEZ-LOPEZ et al. 2014), por ser esta
técnica flexible en cuanto al periodo de tiempo en que se puede realizar (desde abril a mayo), y
por la facil conservacion de las plas a injertar, que son recogidas durante el invierno y
conservadas en la nevera. Este tipo de injerto, no obstante, requiere portainjertos de al menos 2
savias, con diametro de al menos 1 cm, alcanza unos prendimientos medios en torno al 65%, y
los injertos fallidos suponen pérdidas de planta, en cuya recria se ha invertido tiempo y recursos.

2. Objetivos

El objetivo de este trabajo es desarrollar la técnica del injerto en verde en taller o
microinjerto ex vitro, de las variedades tradicionales gallegas sobre vitroplantas joven de los
portainjertos mas habituales, buscando incrementar los rendimientos obtenidos en vivero con el
injerto de invierno y minimizando las pérdidas de portainjertos.

3. Metodologia

Portainjertos: se emplearon plantas aclimatadas en proceso de recria producidas mediante
micropropagacion, Los cultivos in vitro fueron multiplicados (CUENCA et al., 2015) durante los
meses de Septiembre y Octubre de 2015, puestos a enraizar en condiciones fotoautotréficas
(CUENCA et al., 2017) en Noviembre, y dispuestos en aclimatacion en Enero de 2016. En el mes
de Abril se trasplantaron a macetas de 2| en una mezcla de turba rubia y vermiculita en
proporcion 3:1, adicionada con 2 g/ de abono de liberacion lenta Osmocote ® Exact 15-9-11 + 2
MgO + TE, y las macetas dispuestas en condiciones de invernadero para su recria. En el mes de
julio, las plantas alcanzaron un diametro de entre 3 y 5 mm, que se considerdé adecuado para
poder ser injertadas (Figura 1a). Los portainjertos producidos fueron los hibridos 7521, P011,
P042, P043, CO04, CO42, CO53, y un clon de Castanea crenata (CC14).

Pias: se tomaron de plantas madres injertadas con las variedades tradicionales gallegas
cultivadas en macetas de 30 | bajo invernadero con sombreo. De estos pies, el vivero se provee
habitualmente de la madera para realizar el injerto tipo chip budding. Las plantas fueron
podadas a principios del Marzo para cosechar la madera de invierno, y los brotes emitidos en la
primavera se descabezaron para promover la brotacion lateral de un mayor nimero de brotes de
menor diametro, compatible con el diametro de los portainjertos en fase de recria (Figura 1b).
Las variedades podadas fueron Amarelante, De Parede, Famosa, Garrida, Negral, Longal,
Rapada, Ventura y Xudia. En el mes de julio, se tomaron los brotes herbaceos de los pies madres
y se prepararon las puas cortando segmentos de unos 4 cm, portadores de una hoja y una yema
en la axila de esta, con 3 cm por debajo de la yema y 0,5-1 cm por encima. El corte por encima
de la yema se hizo en bisel con el plano inclinado hacia el lado contrario de la yema, para facilitar
el escurrido del agua evitando la pudricion de la yema, y la hoja fue recortada dejando
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Unicamente el tercio basal. Las yemas se conservaron hasta su uso clavadas individualmente en
tacos de lana de roca empapados en agua.

Figura 1. a. Portainjertos en recria en el momento adecuado para ser injertados. b. Planta madre de puas de variedad
Xudia en plena brotacion.

Injertado: los portainjertos fueron descabezados con tijera a la altura adecuada para que
su diametro se aproximara lo mas posible al de la pua a injertar (Figura 2a), y con bisturi se
practicé una hendidura en el extremo del tallo en el sentido de mayor diametro (Figura 2b). La
pla fue tallada en doble bisel con el bisturi con cuidado de mantener intacto el cambium, y
colocada en la hendidura de modo que la yema estuviera en el lado opuesto a la Ultima de
portainjerto. Los posibles brotes y hojas por debajo del injerto se eliminaron salvo la Gltima hoja,
mas cercana al injerto para que actuara de tira-savia. La unién de pua y portainjerto se mantuvo
con una mini pinza de madera de unas 2 cm (Figura 2c).

Figura 2. a. Descabezado del portainjerto y preparacion de pta. b. Hendido del portainjerto. c. Colocacién de la pinza
en la unién pua-portainjerto

Con cada variedad se injertaron entre 80 y 100 plantas, repartidas proporcionalmente
entre los portainjertos disponibles de cada genotipo de modo que de cada combinacion
variedad/portainjerto se injertaron entre 5 y 22 plantas dependiendo de la disponibilidad de
cada clon de portainjerto. Las diferentes combinaciones pla/portainjerto se distribuyeron de
manera aleatoria en la mesa de cultivo de la zona de nebulizacion (fog system con 90% de HR),
donde se mantuvieron durante un mes, momento en que se hizo una primera comprobacion del
prendimiento. Si la herida estaba en proceso de cicatrizacion, se advertia la formacion de callo
en los margenes de la herida. En ese caso, los injertos pasaron al invernadero para su desarrollo
y al cabo del segundo mes se retird la pinza. En caso de fallo del injerto, las plantas se podaron
por encima de la Gltima yema rebrotada y se dispusieron en el invernadero para su recria.

A los dos meses desde el injerto, se contabilizaron los injertos prendidos de cada
combinacion. Los resultados obtenidos se compararon con los obtenidos en el injertado
tradicional del vivero en la misma campana, en la que no se injertaron todas las mismas
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combinaciones. Por este motivo se compararon solamente los prendimientos obtenidos en las
combinaciones injertadas en los dos sistemas, y la media de s6lo estas combinaciones. Los
resultados se han analizado mediante ANOVA previa transformacion angular de los porcentajes
de prendimiento y las diferencias entre medias se han estimado usando el test de la Diferencia
Minima Significativa (SOKAL & ROHLF, 1981) para un nivel de significacion del 95% (p<0,05).

4. Resultados y discusion

Una vez injertadas, las plantas pasaron un mes bajo el fog-system con una humedad
relativa en torno al 90%. Esto impidié que la yema injertada se deshidratara, y la porcion de hoja
se mantuvo verde durante todo el periodo. Al cabo de los 15 dias se apreciaron las primeras
evidencias de cicatrizacion de la herida, con la aparicion de callo en los puntos de contacto del
cambium de pla y portainjerto. Al cabo de un mes esta unién era completa en muchos de los
casos, y en los casos en los que el injerto fallé, la hoja habia caido, la pla aparecia necrosada, y
generalmente la yema inmediatamente por debajo del injerto habia desarrollado brote. RAHARJO
& LITZ (2005) en aguacate también observaron que el reanudacién del crecimiento de la yema
se producia al cabo de 2,7-3,6 semanas, siempre después de que se diera la unién del injerto, y
considera la supervivencia definitiva del injerto a los 40 dias. En castano FERNANDEZ-LORENZO
& CRESCENTE-CAMPO (2009) observan también el prendimiento microinjerto ex vitro entre los
40y 60 dias.

En ese momento, pudo realizarse facilmente el destrio de planta injerto prendida y de
planta a podar para reciclarla como portainjerto. Los injertos prendidos en las condiciones
normales de invernadero, al cabo de otro mes, presentaban reanudacién del crecimiento de la
pla injertada (Figura 3a). En cuanto a los injertos fallidos, fueron podadas por encima del Gltimo
brote, que continué su desarrollo (Figura 3b) produciendo plantas que no reflejaron apenas
deformacion lo que ha permitido su venta como portainjertos o su empleo para injertar en chip
budding en la siguiente primavera.

Figura 3. a. Injerto prendido reemprendiendo el crecimiento. b. Portainjerto recuperado tras el fallo del injerto. c.
Plantas injertadas con el procedimiento en verde desarrollando en el invernadero con detalle de la cicatrizacion del
injerto

Los prendimientos alcanzados al injertar en verde cada una de las combinaciones
variedad/portainjerto a los dos meses de la realizacion del injerto (Tabla 1), muestran diferencias
significativas entre variedades (p=0,0000, DMS = 8,39) siendo Xudia, Rapada, Amarelante y De
Parede las variedades que presentan los prendimientos medios mas altos (>80%). Los
prendimientos mas bajos son los obtenidos por Famosa (datos no mostrados), Longal (58,61%) y
Garrida (52,12%).

Tabla 1. Prendimientos de los injertos en verde de las diferentes combinaciones variedad/portainjerto
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arede

) i . Media,.
CLON ||, Yol | sl | Lonepl Yeptura Powde Amarclente | Garids | Ropeds) o, ik,

7521 83,33 | 66,67 | 75,00 | 66,67 | 83,33 66,67 33,33 | 66,67 67,71

PO11 80,00 | 85,00 | 80,00 | 85,00 | 94,74 100,00 78,95 | 94,74 87,30

PO42 |100,00|81,82| 36,36 | 63,64 | 90,00 80,00 62,50 | 90,00 75,54

PO43 |100,00| 75,00 | 75,00 | 100,00 | 100,00 87,50 50,00 | 100,00 85,94

C004 |100,00|90,91|81,82| 81,82 | 81,82 90,91 63,64 | 85,71 84,58

C042 66,67 | 66,67 | 33,33 | 50,00 | 66,67 100,00 60,00 | 80,00 6542

C053 |100,00| 83,33 | 66,67 | 100,00 | 100,00 80,00 40,00 | 100,00 8375

cC14 93,33 | 66,67 | 40,00 | 46,67 | 53,85 93,33 28,57 | 100,00 65,30

Media | o5 33 | 7470 | 58,61 | 7540 | 8544 | 8150 | 4288 | 91,33 75,65
comunes
Media | gp 40| 77.01| 61,02| 7422 | 8380 | 8730 | 5212 | 8964 76,94
variedad

El prendimiento de Famosa fue muy bajo, con muchas puas totalmente deshidratadas y
necrosadas. Dado que en ensayos previos en 2015, el injerto de esta variedad habia mostrado
prendimientos similares a los de Ventura (datos no mostrados), indagamos cual podia ser la
causa y concluimos que la pla pasé demasiado tiempo cortada antes de ser injertada y esto
podria ser causa de los malos resultados de la variedad. Por este motivo, se decidié sacarla del
ensayo. El prendimiento es también significativamente distinto (p=0,0001, DMS = 7,85) al
emplear diferentes portainjertos, obteniéndose los prendimientos medios mas altos al injertar
sobre PO11 y P0O43 (>85%), y los mas bajos al injertar sobre C. crenata (65,30%) y sobre 7521
(67,71%).

Los prendimientos obtenidos por FERNANDEZ-LORENZO & CRESCENTE-CAMPO (2009)
para las variedades Loura y Parede oscilaron entre 60 y 90%, lo que es coherente con los
resultados de este. Estos autores, sin embargo, emplearon plantulas de semilla como
portainjertos y estimularon el prendimiento en algunos de los casos, con la aplicaciéon de
giberelina en el punto de injerto, lo que se observé tuvo un efecto positivo en el prendimiento y
desarrollo posterior de la yema. RAHARJO & LITZ (2005) consiguen prendimiento en aguacate
entre el 52 y el 76%.

Al comparar los datos de injerto en verde con los obtenidos en la misma campana
mediante el sistema de injerto chip budding (el habitual en el sistema de produccién del vivero)
(Tabla 2), se observa que el prendimiento medio en verde (75,65%) es mayor que en chip
budding (63,97%), aunque sin diferencias significativas (p=0,5919). La combinacién variedad-
injerto, si muestra diferencias significativas en los dos sistemas de injerto (p=0,0132
DMS=38,78). Respecto a los prendimientos medios sobre cada portainjerto, los resultados son
mejores para el injerto en verde excepto en el caso de 7521, que muestra mejores
prendimientos en el injerto tradicional. Si comparamos los prendimientos medios de las
diferentes variedades, los resultados en verde son superiores o0 equivalente para las variedades
Xudia, Longal, Ventura, De Parede y Rapada, siendo mejores los resultados con el injerto
tradicional para las variedades negral, Amarelante y Garrida.

Tabla 2. Prendimientos obtenidos en la campafia 2016 al injertar por la técnica chip budding
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7521 | 71,43 | 66,67 | 66,67 | 100,00 | 39,13 100,00 88,89 | 83,33 74,34

PO42 66,67 | 72,73 | 51,72 80,00 7422
PO43 0,00 | 33,33 | 0,00 100,00 33,33
C053 |42,86|100,00| 0,00 | 100,00 | 60,00 80,00 77,78 73,97

CC14 | 0,00 | 66,67 | 33,33 | 70,00 | 40,00 60,00 66,67 | 0,00 4833

Meda | 5714|8333 |33,33| 7652 | 37,71| 90,00 | 8333|8333 | 6397
comunes
Media | 59,45\ 66,82 | 5695| 7487 | 4233 | 7221 | 6627 | 6615| 6415
variedad

Independientemente de que el injerto en verde consiguiera prendimientos tan buenos o
mejores que el injerto tradicional, este tipo de injerto presento otras ventajas, como la de acortar
en al menos un ano el ciclo para la produccion de planta comercial. Las plantas injertadas en
verde, alcanzaron en el otono una altura superior a los 60 cm en un 75% de los casos, con un
desarrollo del injerto mayor de 20 cm que se considera el minimo comercial en el vivero (Figura
3c). De este modo, las vitroplantas repicadas en octubre, y trasplantadas en abril, son injertadas
en julio y en ese mismo otoino, tienen tamano comercial y estan disponibles para la venta. En el
injerto tradicional, los portainjertos procedentes de estaquillado semiherbaceo, se estaquillan en
junio, en marzo del ano siguiente se trasplantan, y en abril-mayo del ano siguiente se injertan, lo
que supone un minimo de tres campanas para obtener injertos comerciales. En el caso de que
procedan de cultivo in vitro, el ciclo puede acortarse un ano, pero sigue siendo necesario un ano
de recria de la planta antes de que esta tenga diametro suficiente para ser injertada.

Varios autores senalan esta misma ventaja de la técnica de injerto en verde (HUSSAIN et
al., 2014; MARTIN & COLLAS, 1992; FERNANDEZ-LORENZO & CRECENTE-CAMPOS, 2009), e
incluso senalan la posibilidad de producir planta durante todo el ano si el proceso se realiza bajo
condiciones controladas como es el caso de FERNANDEZ-LORENZO & CRESCENTE-CAMPO
(2009). En nuestro caso, por simplicidad y reduccién de costes, todo el proceso se realizd en
invernadero, con condiciones de alta humedad durante el primer mes tras el injertado, y aun asi
los prendimientos son mas que aceptables. RAHARJO & LINTZ (2005) mantienen también los
injertos en invernadero pero protegiéndolos con bolsas de plastico individuales selladas con
Parafilm ®, lo que supone un proceso mas complicado que el que proponemos en nuestro
trabajo. Mas sencillo aln es el proceso llevado a cabo en la vina por MARTIN & COLLAS (1992)
quienes también mantienen la unién con una pinza en vez de Parafilm ® y usan condiciones de
invernadero, pero ademas realiza el prendimiento del injerto y el enraizado de la estaquilla
simultaneamente.

Por otra parte, la herida de injerto es muy pequena, y la cicatrizacion muy buena (Figura 3c,
detalle), con lo que la posibilidad de infecciones por chancro son muy reducidas. Ademas, los
rendimientos en cuanto a n° de injertos/persona.dia, se incrementaron considerablemente al
eliminarse los trabajos de atado y aplicacion de pasta cicatrizante sobre el injerto. En el injerto
tradicional, considerando la totalidad de las tareas (recogida de pua, preparacion de esta,
transporte de portainjertos, injertado, atado, aplicacion de mastic, etiquetado y colocacion de
injertos en el invernadero) se obtuvieron unos rendimientos de 80 injertos/persona.dia, mientras
que con la técnica de injerto en verde, este rendimiento se increment6 hasta 200. Finalmente,
los portainjertos en los que el injerto falld, pudieron ser podados por encima de la Ultima yema
viva, y continuar crecimiento generando un patrén sin deformacioén aparente, que puede volverse
a injertar, en el mismo plazo que los portainjertos recriados especificamente para el injerto
tradicional, de modo que podemos plantear un sistema de produccion donde la totalidad de la
planta se injerte en verde, y los fallos de este tipo de injerto, se reinjerten por el sistema
tradicional al ano siguiente, reduciendo considerablemente los costes y los deshechos de planta.
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5. Conclusiones

El injerto en verde de vitroplantas de castano, produce prendimientos tan buenos o mejores
que el injerto tradicional, pero ademas acorta el ciclo de produccion de planta injertada, reduce
los costes, y los desperdicios de planta, por lo que en el Vivero de TRAGSA, se ha adoptado este
sistema de injerto como el habitual para posteriores campanas.
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