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Resumen

Ampliamente distribuidos en Europa, Africa, Asia y América, los alisos son
componentes fundamentales para la conservacidn de los ecosistemas forestales
riberefios. En las ultimas décadas, Europa ha sido testigo de una fuerte reduccion
de las masas de alisos debido, principalmente, al ataque por Phytophthora spp.,
estando ya confirmado en varias cuencas hidrograficas de la Peninsula Ibérica. En
Espafia, se han puesto en marcha proyectos de colaboracion entre grupos de
investigacidon y organismos publicos para dar respuesta a la urgente demanda de
definir métodos para la conservacion y el uso sostenible de los recursos genéticos
de los alisos. Siete genotipos asintomaticos de la ribera del rio Alberche (Castilla-La
Mancha), seleccionados como posibles resistentes o tolerantes al ataque por
Phytophthora spp., fueron utilizados como planta madre para iniciar un programa
de propagacion vegetativa a gran escala mediante cultivo in vitro y estaquillado. A
pesar de que factores como la edad del arbol y el genotipo condicionaron la
iniciacion y la tasa de multiplicacion de los cultivos, todos los genotipos fueron
establecidos con éxito in vitro. La conservacion de germoplasma resistente servira
de apoyo al seguimiento y gestion de una de las enfermedades mds agresivas de los
ecosistemas riberefios.
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Conservacidn, cultivo in vitro, ecosistemas de bosques riberefios, enfermedades
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1. Introduccion

Los alisos son arboles caducifolios de crecimiento rdpido, que habitan en zonas
humedas riberefias y preferentemente no sombreadas. Pertenecen al género Alnus,
Familia Betulaceae. Estan ampliamente distribuidos en Europa y con presencia en
norte de Africa, Asia occidental y América. Tradicionalmente, se consideraba que
el aliso de la Peninsula Ibérica, conocido como aliso comun, pertenecia a la especie
Alnus glutinosa (L.) Gaertn. Sin embargo, recientemente, un estudio de los alisos
europeos demostro la existencia de dos especies en la Peninsula Ibérica (VIT et al.,
2017). Ademas de la especie diploide A. glutinosa (2n = 2x = 28), se describié una
nueva especie tetraploide, Alnus lusitanica Vit, Douda & Manddk (2n = 4x = 56). A.
lusitanica, de nombre comun aliso ibérico, tiene una amplia distribucion en la
regidn noroeste, centro y sur de la Peninsula Ibérica, mientras que la presencia de
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A. glutinosa se limita a la region noreste de Espafia (CORDEIRO et al., 2024). Estas
dos especies de alisos presentan diferencias morfoldgicas, citolégicas, bioquimicas
y genéticas (VIT et al., 2017; GOMES MARQUES et al., 2024).

Los alisos son componentes fundamentales en los ecosistemas forestales
riberefios. Estos arboles proporcionan sombra y reducen la temperatura,
permitiendo que otras especies vegetales puedan asentarse, favorecen la
estabilizacion de riberas a través de su sistema radicular, reduciendo el riesgo de
inundaciones, contribuyen significativamente a la dindmica del nitrégeno a escala
local y de toda la cuenca, debido a su asociacion simbioética con la bacteria fijadora
de nitrégeno Frankia alni (Voronin) Von Tubeuf, mejorando, asi, la calidad del
suelo, y proporcionan refugio y alimento a organismos terrestres y acudticos
(COMPTON et al., 2003; WIPFLI & MUSSLEWHITE, 2004; TEKLEHAIMANOT &
MMOLOTSI, 2007; CLAESSENS et al., 2010; HANDA et al., 2014). Ademas del enorme
valor ecoldgico, los alisos tienen importancia econdmica, asociada a su madera, de
textura fina y duradera, utilizada en la fabricacién de muebles (SALCA, 2019).
También desempefian una funcién social, ya que proporcionan areas recreativas y
de ocio, usos tradicionales y de valor paisajistico forestal.

Debido a su relevancia, los bosques riberefios de alisos fueron considerados
habitats prioritarios para la conservaciéon a escala europea (habitat 91E0 de la
Directiva de Habitats 92/43/CEE). Asimismo, el aliso estd considerado “Especie de
Interés Especial” en el Catalogo Regional de Especies Amenazadas de Castilla-La
Mancha (Decreto 33/1998, de 5 de mayo; DOCM de 15 de mayo). Sin embargo, en las
ultimas décadas, los bosques de alisos han disminuido drasticamente en toda
Europa, debido, principalmente, al ataque por oomicetos del género Phytophthora
spp- (BJELKE et al., 2016). La presencia de varias especies de este género (P. xalni,
P. uniformis, P. xmultiformis, P. plurivora, P. multivora y P. lacustris) y de arboles
infectados han sido confirmados en cuencas hidrograficas de Portugal y Espafia
(CORDEIRO et al., 2024). La infeccion de alisos por oomicetos causa la enfermedad
de la podredumbre radicular, que se caracteriza por un amarilleamiento de las
hojas, la muerte regresiva de las ramas y raices, el aumento de la produccién de
frutos y la necrosis de la corteza en el cuello y la parte basal del tallo (GIBBS et al.,
1999).

Debido al problema descrito anteriormente, la conservacion y el uso sostenible de
los recursos genéticos de las poblaciones de alisos en Europa es una prioridad para
desarrollar o mantener la resistencia natural de los alisos a Phytophthora spp.
(JUNG & BLASCHKE, 2004). Por este motivo, es importante identificar genotipos
asintomaticos, potencialmente tolerantes o resistentes en condiciones naturales, y
comprobar su tolerancia en condiciones controladas. Esta seleccidn inicial de
genotipos, tolerantes o resistentes a la enfermedad, permitira crear una reserva de
germoplasma que podra utilizarse posteriormente en la implementacién de
programas de mejora genética y de propagacion clonal de esta especie, con fines de
reforestacion o restauracion (CORDEIRO et al., 2024).

La biotecnologia forestal y las técnicas de cultivo in vitro permiten la propagacion
y conservacion de genotipos élite, dificiles de propagar y conservar por otros
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métodos (DIAZ-SALA, 2016). Ademds, por medio de la propagacion vegetativa es
posible obtener un alto numero de plantas que expresan fenotipicamente el
caracter de interés, de forma rapida y en cualquier época del afio (DIAZ-SALA,
2016). Particularmente, los alisos pueden ser propagados vegetativamente
mediante enraizamiento de estaquillas lefiosas o, preferiblemente, semilefiosas
(NOVOTNA & STOCHLOVA, 2012) y mediante cultivo in vitro (TREMBLAY &
LALONDE, 1984; PERINET & TREMBLAY, 1987; SAN ]OSE et al., 2010, 2013; 2015;
BAJJI et al., 2013).

2. Objetivos

Con el objetivo final de una gestién integrada del decaimiento del aliso en los
ecosistemas forestales riberefios espafioles, se han puesto en marcha varios
proyectos para definir métodos para la conservacién y el uso sostenible de los
recursos genéticos de los alisos. Para ello, siete genotipos de la ribera del rio
Alberche (Castilla-La Mancha, Espafia), preseleccionados como posibles resistentes
o tolerantes al ataque por Phytophthora ssp., fueron utilizados como plantas madre
para iniciar un programa de propagacion vegetativa a gran escala, mediante
cultivo in vitro y estaquillado.

3. Metodologia

La recogida de material se realiz6 en distintas épocas durante los afios 2022-2024
(desde septiembre de 2022 a julio de 2024).

La propagacion vegetativa de los siete genotipos seleccionados se llevé a cabo
mediante los siguientes métodos:
1. Estaquillado
2. Cultivo in vitro
a. de explantos obtenidos de material de campo
b. de explantos obtenidos en invernadero
i. de brotacion forzada de estaquillas
ii. de plantas estaquilladas

Estaquillas semilefiosas del crecimiento del afio fueron recolectadas de renuevos
basales, brotes epicérmicos del tronco y de ramas gruesas de los arboles adultos
seleccionados. Después de la eliminaciéon de hojas, las estaquillas de 20-30 cm
fueron desinfectadas superficialmente mediante lavado con agua corriente,
inmersion en 0.5% fungicida Beltanol (Probelte) durante 3 min, lavado con agua
corriente, inmersion en 10% lejia comercial con TWEEN20 durante 3 min y
sucesivos lavados con agua destilada.

Estaquillado

Las estaquillas superficialmente desinfectadas fueron tratadas con auxina,
mediante la inmersion de la parte basal en una solucién de 1 o 2 g/L &cido 3-indol-
butirico (IBA, Sigma-Aldrich) durante 2 o 5 min o en un polvo estimulador de raiz
(Vithal Garden). También se trataron mediante riego con 14 mL de IBA a una
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concentracion de 2 g/L, directamente en el alveolo una vez posicionada la
estaquilla.

Las estaquillas se situaron, en posicion vertical, en bandejas con perlita y turba
rubia (60:40) humedecidas, y se mantuvieron en tuneles de niebla en un
invernadero con un fotoperiodo de 16h luz a 25 °C y 8h oscuridad a 20 °C para su
enraizamiento. Los brotes de las estaquillas enraizadas se utilizaron como fuente
de explantos para la iniciacién del programa de cultivo in vitro.

Brotacidon forzada de estaquillas en invernadero

Las estaquillas superficialmente desinfectadas se dispusieron, en posicion
vertical, en bandejas que contenian perlita y vermiculita (50:50) humedecidas, y se
forzaron a brotar en tuneles de niebla en invernadero, con un fotoperiodo de 16h
luz a 25 °C y 8h oscuridad a 20 °C, logrado mediante un sistema de iluminacién
“led”. Los nuevos brotes se utilizaron como fuente de explantos para la iniciacion
del programa de cultivo in vitro.

Cultivo in vitro - esterilizacion, establecimiento y proliferacion de explantos

Las estaquillas recolectadas en campo, superficialmente desinfectadas, y los brotes
obtenidos en invernadero mediante estaquillado o brotacién forzada fueron
utilizados como fuente de explantos para la iniciacién de los cultivos. Segmentos
nodales de 2-4 cm de longitud, que contenian una o dos yemas axilares, fueron
desinfectados siguiendo distintos métodos, que incluian tratamientos con 30, 50 y
100% lejia comercial y TWEEN® 20 (Sigma) durante 20 min. Los tratamientos
también se combinaron con una inmersion en 70% etanol durante 5 min, previa al
tratamiento con lejia. Un quinto método (SAN JOSE et al., 2010, 2013) fue también
utilizado — lavado con agua durante 5 min, inmersién en 70% alcohol durante 20 s,
aclarado con agua destilada estéril, inmersién en 0.6% cloro (pastillas Millipore®)
con 2-3 gotas de TWEEN® 20 (Sigma) durante 5-8 min, y 3 aclarados con agua
destilada estéril.

Los explantos fueron cultivados en el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS;
MURASHIGE & SKOOG 1962; Duchefa Biochemie), suplementado con 2 o 5 mg/L 6-
bencilaminopurina (BAP, Duchefa Biochemie), de forma aislada o combinado con
0.01 mg/L 4cido indol-3-butirico (IBA, Sigma-Aldrich) y/ o 0.1 mg/L acido giberélico
(GA3, Duchefa Biochemie) y 30 g/L sacarosa (Duchefa Biochemie). Las condiciones
descritas por SAN JOSE et al. (2013) también fueron utilizadas para el
establecimiento, elongacion y proliferacion de los explantos. De forma resumida,
los explantos fueron esterilizados mediante el método que utilizaba pastillas de
cloro como agente desinfectante y que fue descrito anteriormente. Posteriormente,
los explantos fueron cultivados, en posicién vertical, en tubos de cultivo con 15 mL
de medio de cultivo Woody Plant Medium (WPM; LLOYD & MCCOWN, 1980),
suplementado con 2 mg/L. BAP, 0.5 mg/L de acido indol acético (IAA, Sigma-Aldrich)
y 30 g/L sacarosa. Los cultivos fueron mantenidos en este medio durante 8
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semanas, mediante subcultivos seriados cada dos semanas. Una vez establecidos,
los explantos fueron transferidos al mismo medio que contenia una concentracion
reducida de BAP - inicialmente 0.2 mg/L durante 3 semanas, y, posteriormente, 0.1
mg/L durante 3 semanas adicionales. La fase de proliferacion se llevo a cabo
mediante ciclos de 9 semanas. En cada ciclo, los explantos fueron cultivados en
WPM, suplementado con 0.2 mg/L BAP, 0.5 mg/L. TAA, 0.5 mg/L zeatina (Duchefa
Biochemie) y 20 g/L. glucosa (Duchefa Biochemie), durante 3 semanas, vV,
posteriormente, transferidos al mismo medio que contenia BAP reducido a la
mitad (0.1 mg/L), durante 6 semanas, con un subcultivo después de las 3 primeras
semanas.

Todos los medios de cultivo fueron solidificados con 8 g/L. agar (Duchefa
Biochemie) y su pH fue ajustado a 5.7, antes de su esterilizacion en autoclave a 121
°C durante 20 min. Todos los cultivos fueron mantenidos en una cdmara de cultivo
con un fotoperiodo 16 h luz a 25 °C y 8h oscuridad a 20 °C, y una densidad de flujo
fotonico de 60 pmoles/m?/s.

Para facilitar la transferencia entre subcultivos, principalmente en la fase de
mantenimiento de stock in vitro, se utilizé el sistema de cultivo en doble fase
(RODRIGUEZ et al., 1991). En este caso, en lugar de transferir los explantos a medio
fresco, 500 pL del mismo medio liquido fueron afiadidos directamente al cultivo.

Enraizamiento de los tallos y aclimatacion de las plantas obtenidas

El enraizamiento de los tallos elongados se llevd a cabo mediante cultivo en
medio (WPM y 20 g/L glucosa) al que se afiadio 0.5 mg/L zeatina.

Los explantos enraizados fueron trasplantados a alveolos forestales, que
contenian una mezcla humedecida de turba, perlita y fibra de coco, y mantenidos
dentro de recipientes con alta humedad en el invernadero. Después de 4-6 semanas
y de la apertura lenta y progresiva de los recipientes, las bandejas de alveolos
fueron situadas en tuneles de niebla en el invernadero.

4. Resultados
Seleccidon de genotipos

Siete arboles, localizados en los Sotos del rio Alberche, zona de especial
conservacion de la Red Natura 2000 hdbitat 91E0 (Castilla-La Mancha), fueron
seleccionados como candidatos debido a la ausencia de sintomas de la enfermedad
en zonas ampliamente afectadas por Phytophthora spp. y por el decaimiento
asociado a la podredumbre radicular. Tras el analisis de la tolerancia de estos
genotipos asintomadticos en condiciones de laboratorio, seis fueron considerados
tolerantes y uno susceptible (PINTADO et al., 2018; AVILA et al., 2020) (Fig. 1). Estos
arboles fueron utilizados como planta madre para iniciar un programa de
propagacion vegetativa a gran escala mediante cultivo in vitro y estaquillado.
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Figura 1. Alisos adultos asintomadticos localizados en las alisedas afectadas por
decaimiento asociado a la infeccion por Phytophtora spp., en la ribera del rio
Alberche, Castilla-La Mancha, Espafia.

Cultivo in vitro de material de campo

A partir de las estaquillas recogidas en campo, previamente desinfectadas
superficialmente, se introdujeron in vitro un numero superior a 1400 explantos de
los siete genotipos. Estos explantos se esterilizaron utilizando cinco tratamientos
distintos, con lejia comercial o pastillas de cloro. Se obtuvo un 100% de
contaminacion en todos los tratamientos utilizados, no observandose diferencias
entre los genotipos. Debido a ello, no fue posible iniciar cultivos con este tipo de
material.

Brotacion forzada

Con el objetivo de obtener una fuente continua de explantos y una brotacién en
un ambiente mdas controlado que el medio natural, estaquillas de los &rboles
adultos seleccionados se forzaron a brotar bajo condiciones controladas de
invernadero. Los mejores resultados de la brotacién forzada se obtuvieron en las
estaquillas recogidas en febrero de 2023 (40%, comparado con el 10% de las
estaquillas recogidas en septiembre y noviembre de 2022). Ademds, en esa
recogida, la longitud y vigor de los brotes fue significativamente superior,
obteniéndose brotes de hasta 10 cm, lo que permiti6é obtener un mayor numero de
explantos (Fig. 2).
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Figura 2. Brotacion forzada en invernadero de estaquillas recogidas en febrero de
2023 de los alisos seleccionados.

Establecimiento, proliferacion y enraizamiento in vitro

Con el objetivo de determinar un método de esterilizacion adecuado para este
tipo de materiales, 380 explantos obtenidos de los tallos de los distintos genotipos
forzados a crecer en el invernadero, se esterilizaron con distintas concentraciones
de lejla y se cultivaron en un medio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
suplementado con las varias combinaciones y concentraciones hormonales de
BAP, auxina y giberelina. Solo el 4% de los explantos se establecieron in vitro con
éxito, debido a problemas de contaminacién, oxidacién o inhibicidn del desarrollo.
La utilizacién de pastillas de cloro como método de esterilizacién resultd en una
tasa de éxito del 42%, dependiendo del genotipo y del estado de la estaquilla de la
planta madre. Ademds de haber sido el método mas efectivo de esterilizacidn, este
método también fue el menos agresivo para los explantos, ya que el numero de
explantos oxidados descendid significativamente. Asi, de los cinco métodos de
esterilizacion de explantos ensayados, el método méas adecuado para estos
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genotipos de aliso fue el que utiliza pastillas de cloro como agente desinfectante.

Ademads del medio de cultivo MS suplementado con las distintas combinaciones
hormonales, se ensayd el protocolo de propagacion de aliso descrito por San José et
al. (2013). De esta forma, fue posible el establecimiento y la proliferacion de los
siete genotipos de aliso. Sin embargo, el efecto del genotipo sobre la capacidad de
micropropagacion limitd el establecimiento y proliferacion de los explantos de los
genotipos 489 y 492 que mostraron una recalcitrancia significativa (Tabla 1). Por el
contrario, el genotipo 496 mostré una recalcitrancia menor, lo que permiti6
obtener altas tasas de establecimiento y proliferaciéon de los explantos en periodos
mads cortos de tiempo (Fig. 3A). En cualquier caso, todos los genotipos han sido
establecidos in vitro, aunque las tasas de multiplicacién en el mismo periodo de
cultivo dependieron del genotipo.

Tabla 1. Tasa de multiplicacion de los genotipos de aliso seleccionados.

in vitro

484 111 40 36
489 83 6 7.2
492 157 2 13
492-2 88 94 106.8
493 46 34 73.9
496 145 1026 707.6
498 244 69 28.3

Otro factor determinante en el establecimiento de los cultivos fue la densidad de
flujo foténico. La aplicacion de 60 pmoles/m*/s favorecié la elongaciéon de los
brotes. Por el contrario, una densidad mds elevada resulté en miniaturizacién de
hojas y tallos en los macizos de proliferacidn, sin que fuese posible la obtencion de
tallos individuales y elongados para su multiplicacion (Fig. 3B).

El enraizamiento de los tallos individuales elongados se logré mediante la
incubaciéon en medio de cultivo con zeatina (Fig. 3C). De esta forma, pudo
simplificarse el proceso ademas de economizar recursos, resultando el método mas
eficiente de entre los testados. El sistema de cultivo en doble fase, en el que medio
de cultivo liquido es afiadido al cultivo, también facilité el proceso y disminuyé el
tiempo de transferencia, no afectando al proceso de propagacion.



(@)

92 CONGRESO
FORESTAL ESPANOL

2025 [16-20
GIJON | JUNIO

MT 7: SANIDAD Y OTROS RIESGOS BIOTICOS

2
b

Figura 3. Micropropagacion de alisos. A — Proliferacion y elongacion de brotes. B —
Macizo de proliferacion en condiciones de alta densidad de flujo fotdnico. C-
Enraizamiento. Barras de escala: 1 cm.

Aclimatacion

Se utilizé un numero superior a 1000 tallos elongados y enraizados de los varios
genotipos para su aclimatacion, en alveolos forestales mantenidos en el interior de
recipientes con elevada humedad. Se ha corroborado que el efecto de la humedad
es determinante en esta especie, y la disminucién de ésta debe ser mds progresiva
y lenta que la requerida en otras especies, ya que cambios o disminuciones bruscos
causan una mortalidad muy elevada de plantulas. La tasa de éxito de la
aclimataciéon fue variable en funcién del genotipo, siendo superior al 80% de
plantas aclimatadas en la mayoria de los genotipos (Tabla 2; Fig. 4).

Tabla 2. Tasa de plantas aclimatadas de los genotipos de aliso seleccionados.

Genotipo Aclimatacién (%)
484 36

492-2 90.3
493 82.1
496 80.7

498 63.0
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Figura 4. Aclimatacion de alisos propagados in vitro.

Estaquillado

Con el objetivo de obtener plantas enraizadas de forma répida y una brotacién en
un ambiente mas controlado que el medio natural, se indujeron raices
directamente en estaquillas de los &arboles adultos bajo condiciones de
invernadero. Sin embargo, la recalcitrancia de las estaquillas para su
enraizamiento limité el éxito del proceso. Se utilizé un numero superior a 1500
estaquillas de los siete genotipos para su enraizamiento directo. El tratamiento
mediante pulsos de auxina (2 g/L. IBA durante 5 min) fue el mds efectivo para el
enraizamiento directo de las estaquillas de campo. Los resultados muestran una
interaccion entre el genotipo y la época de recogida en la tasa de enraizamiento
(Tabla 3). En general, las estaquillas recogidas en parada vegetativa mostraron una
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mayor competencia para el enraizamiento. Sin embargo, el porcentaje total de
enraizamiento fue del 6.7%, siendo el genotipo 484 el mads facil de enraizar y el 493
el mas recalcitrante al enraizamiento. Aunque fue posible propagar los siete
genotipos mediante este método, el efecto del genotipo, de la edad de las
estaquillas y de la época de recogida del material sobre la capacidad de
estaquillado limité la propagacion a gran escala por este método.

Tabla 3. Porcentaje de enraizamiento de las estaquillas de los alisos seleccionados en
las varias épocas de recogida del material.

484 4.2 46.9 9.4 7.8 12.5 1.6

489 4.2 12.5 0.0 15.4 9.4 6.3

492 0.0 17.9 0.0 3.2 3.1 4.7
492-2 0.0 9.4 31 2.7 5.6 4.7

493 0.0 0.0 0.0 12.5 1.6

496 - 9.4 0.0 4.2 9.4

498 2.9 12.5 31 3.6 10.9

Para aumentar el éxito del enraizamiento, se incorporé un sistema de calefaccién
basal en los tineles de niebla para emular un sistema de enraizamiento en cama
caliente que, segun la bibliografia, favorece la induccién de raices (SHIBUYA et al,,
2012). Sin embargo, no se obtuvo un aumento significativo del numero de
estaquillas enraizadas.

5. Discusion

Con el objetivo de conservar y propagar genotipos de aliso asintomaticos en
condiciones de decaimiento por la infeccion por Phytophtora spp., el método mds
utilizado en la actualidad es la micropropagacion axilar, mediante subcultivos
secuenciales y posterior aclimatacion de las plantas obtenidas (CORREDOIRA et al,,
2011; BAJJI et al., 2013; SAN JOSE et al., 2010, 2013, 2015, CORDEIRO et al., 2024).
Esta propagacion in vitro permite no sélo preservar la genética responsable del
fenotipo de interés, sino también obtener un gran numero de plantas, en poco
tiempo y a partir de escaso material inicial. Ademads, la induccién de embriogénesis
somatica y posterior crioconservacion de los embriones somdticos ha sido descrita
en esta especie (CORREDOIRA et al., 2013; SAN JOSE et al., 2015).

Uno de los mayores obstaculos en la aplicacion de técnicas de micropropagacion
del aliso es la elevada tasa de contaminacion del material de campo. Estos arboles
viven en bosques de ribera, y, por lo tanto, en ambientes de elevada humedad que
favorece el crecimiento de bacterias y hongos. En este trabajo, fue imposible
iniciar el cultivo in vitro con explantos obtenidos directamente de estaquillas de
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campo de los distintos genotipos, ya que los hongos sobrevivieron a los métodos de
esterilizacion y proliferaron en el medio de cultivo. Asi, la brotacién forzada de las
estaquillas recogidas en campo, en un invernadero bajo condiciones controladas,
es una alternativa efectiva para obtener explantos con una menor tasa de
contaminacion, aunque la época de recogida de las estaquillas puede ser un
condicionante (CORREDOIRA et al., 2011). Resultados similares fueron obtenidos
por CORREDOIRA et al. (2011) utilizando genotipos de otras procedencias. La
brotacion forzada en invernadero de los siete genotipos localizados en Castilla-La
Mancha resulté mads efectiva utilizando las estaquillas recogidas en febrero. Sin
embargo, la brotacién de las estaquillas de los genotipos de procedencias de
Galicia, fueron superiores cuando se utilizaron las estaquillas recogidas en
noviembre (SAN JOSE et al., 2010). La brotacién forzada es altamente dependiente
del origen de las estaquillas (lefiosas o del crecimiento del afio, de renuevos
basales, de brotes epicdrmicos del tronco o de ramas gruesas), del estado de las
estaquillas, de la época de recogida (considerando también las condiciones
climaticas del afio) y de las condiciones de cultivo en las que son mantenidas las
estaquillas (SAN JOSE et al., 2010; CORREDOIRA et al., 2011).

La utilizacién de medios de cultivo especificos para especies lefiosas y la
aplicacion de un esquema de subcultivos, con una combinaciéon de hormonas
(citoquininas y auxinas) y fuente de carbohidratos adecuados, resulté jugar un
papel importante en el éxito de la multiplicacion de los explantos de arboles de
aliso adultos (SAN JOSE et al., 2010, 2013). Por ejemplo, en la etapa de proliferacion,
la sustitucion de sacarosa por glucosa favorecié el desarrollo de nuevos brotes
(SAN JOSE et al, 2013) y la incorporacién de zeatina resulté en una mayor
elongacién (SAN JOSE et al., 2010). Siguiendo el protocolo optimizado para
genotipos de procedencias de Galicia (SAN JOSE et al., 2013), fue posible reproducir
los resultados con los siete genotipos seleccionados de Castilla-La Mancha. Sin
embargo, el efecto del genotipo generé mayor o menor dificultad en la
propagacion de los cultivos. Ademas, la edad de estos arboles, estimada en mas de
40 afios, confiere una elevada recalcitrancia, que afecto al establecimiento in vitro
de estos genotipos. El ajuste de la densidad de flujo foténico fue crucial para la
efectiva aplicacion del protocolo y propagacion de los cultivos.

Como se esperaba, la edad de los arboles seleccionados y su genotipo condiciond
la tasa de enraizamiento de las estaquillas. También influyo el estado de desarrollo
y tipo de material recolectado, ya que deben ser recogidas estaquillas semilefiosas
basales, aunque su disponibilidad es variable.

6. Conclusiones

Hay una demanda urgente para la conservacion y el uso sostenible de los
recursos genéticos de los alisos. El éxito de la micropropagacién depende del
genotipo, de la edad del arbol y de la disponibilidad de material joven. Sin
embargo, se ha aplicado con éxito un protocolo establecido en otro laboratorio y
para otros genotipos, en siete genotipos de Castilla-L.a Mancha. La conservacion de
germoplasma resistente servird de apoyo al seguimiento y gestion de una de las
enfermedades mas agresivas de los ecosistemas riberefios.
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