Estudio anatémico de la formacidén de callo en

estacas e injertos de nogal (Juglans regia L.)'

* Claudia Botti G.2 y Carlos Muiioz S.2

' INTRODUCCION

El nogal es una de las especies de dificil in-
jertacion. Maurer (1970) sefiala que las con-
diciones ambientales, el estado fisiologico de
las plantas y la técnica empleada son factores
determinantes del éxito logrado en la injer-
tacion. La mayorfa de los autores (Sitton,
1931; Cerny, 1965; Hartmann, 1973, 1974),

coinciden en sefialar que la produccién de

callo es indispensable para la formacién de la
unién.

El presente trabajo ‘tiene por objeto-estu-
diar Ia evolucién en la formacién del callo,

desde el punto de vista histoldgico, bajo con- .

diciones controladas de temperatura.
MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en estacas e injertos sin
raiz de Juglans regia L. o

Estacas. Las estacas de patrén fueron obte-
nidas de plantas de un afio de nogal tipo
Eureka. Las de pua se obtuvieron de la parte
basal de ramillas de la temporada, provenien-
tes de arboles en producciéon (15 afios) tipos
Eureka y. Payne. .

Injertos. Estacas de patrén del mismo origen
ya mencionado, fueron injertados con ptas
de 4rboles en produccién tipo Eureka, las que
fueron colectadas el 28 de agosto de 1977 y
almacenadas en frio hasta su empleo.

La injertacién se realizé de banco el 10 de
agosto de 1977 mediante empalme inglés si-
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'guichdo las recomendaciones dadas por Gar-
ner (1967). .

Para inducir la formacién de callo; el 10
de agosto, estacas e injertos (Figura 1) fueron
colocados horizontalmente, en una cimara de
temperatura controlada, entre aserrin esterili-
zado y htmedo a una temperatura de 28°C
de acuerdo a lo propuesto por Sitton (1931),
quien establecié que ésta es la temperatura
4ptima para la formacién de callo en Juglans
nigra.

Los muestreos se efectuaron cada tres dias
durante un - total de 40, tomando 4 estacas y

2 injertos en cada ocasién, las que fueron fija-

5 cm 5

Figura 1 — A: Estacas aisladas de patrén con
10 dias de estratificacion.
B: Injertos sin raiz con 10 dias de estrati-
ficacién. (Foto: Carlos Muiioz S.).
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das en FAA, 709, (Formalina-dcido acético-
alcohol etilico 5 : 5 : 90 v/v/v).

Las observaciones. se hicieron en cortes
transversales y longitudinales de los extremos
de las estacas y en la zona de unién de los
injertos, los que se obtuvieron mediante un
micrétomo de congelacién y se tifieron con
r0jo neutro. ;

RESULTADOS Y DISCUSION

Anatomia del tallo.

Los cortes transversales mostraron abundantes
células parenquimaticas en la médula de tipo
lamelar, con gran' cantidad de almidén espe-
cialmente en las células de la vaina medular.
Xilema primario aplastado contra esta vaina
y xilema secundario formado por gran can-
tidad de traqueidas, vasos grandes normal-
mente solitarios, ocasionalmente en grupos de
3 a 4; células parenquimaiticas rodeando los
vasos (paratraqueal vasicéntrico y en bandas
uniseriadas) ; radios xilematicos muy abun-

dantes uni o' biseriades. Gambium wvascular
notorio de 4-5 corridas de células. Floema -

muy abundante y bien desarrollado con gran
cantidad ‘de fibras en bandas distribuidas en
todo este tejido, tubos cribosos, células acom-
pafiantes y células parenquimdticas, abundan-
tes radios floemdticos uni o biseriados cuyas
células muestran gran contenido de almidén
y otras sustancias ergasticas. Grupos de fibras
periciclicas de paredes muy gruesas y lignifi-
cadas limitan el floema con la corteza. Esta
estd formada por células parenquimdticas que
bajo la peridermis forman 5-6 corridas de
células de paredes bastante engrosadas, con
gran contenido de almidén. El resto de la
corteza estd formada por células parenqui-
mdticas de paredes delgadas con abundantes
cristales tipo drusas y almidén en su interior.
La peridermis estd formada por felodermis,
felégeno y 7-8 corridas de células corchosas
suberizadas y presenta abundantes:lenticelas.
No se observaron grandes diferencias ana-
témicas en los distintos tipos de estacas em-
pleadas, salvo en las proporciones en que se
encuentran los distintos tejidos. En el patrén,
el grosor de la corteza .(corteza y.floema) es
de casi el doble que en Eureka y Payne y la
médula es de menor didmetro. La unica dife-
rencia anatémica importante es la presencia
de esclereidas en las estacas de pta Eureka y
Payne, las que se presentan uniendo las ban-
das de fibras periciclicas, formando casi un
cilindro de células muy esclerificadas.

Formacion del callo en las estacas.

Se observé gran variacién en la iniciacién de
la formacién de callo y en el origen de ¢l en

las distintas estacas observadas, tanto entre los

tipos estudiados como dentro de cada tipo.
Estacas de patron. Los primeros indicios de

divisién ecelular se observaron a los 4 dias de

‘estratificacion a partir de células del felégeno,

corteza y parenquimdticas del floema. Dos
dias mds tarde, en algunas estacas, fue posible
observar un pequefio callo a simple vista,
originado de los mismos tejidos, principal-
mente de la corteza cercana al floema, inme-
diatamente sobre la corrida de fibras pericicli-
cas. El cambium vascular presenté sélo un
pequefio aumento poco aparente.

A los 10 dias de estratificacién las estacas
de patrén tenfan grandes callos (Figuras la y
2b) originados, principalmente, por la divi-
sion celular del cambium vascular. La corteza,

- células - parenqluméucas del floema y feloge-

no, también intervenian, pero én menor grado.
En digunas estacas se observd posteriormente
un pequefio callo originado de la médula,
coincidiendo con lo observado por Hallatou,
Malo y Fisher (1977) en paltos, pero sin que
esta formacién tenga la importancia que llega
a tener en esta ultima especie.

Todos los callos se desarrollan, en un co-
mienzo, en forma independiente debido a que

.esta especie muestra abundante tejido escle-

renquimdtico en el floema, lo que impide
una divisién celular continua de este sector.

La diferenciacién en tejido vascular comen-
z6 en las estacas de patrén a los 16 dias de
estratificacién, a partir de.células del cam-
bium vascular. Este proceso comenzé siempre
con la aparicién de vasos y traqueidas en sen-
tido horizontal (perpendiculares a los del
xilema normal) en ciertos sectores del cam-
bium vascular cercanos al callo por ¢l origi-
nado. Cuatro dias mas tarde, esta misma_ con-
dicién se presenté én diferentes sectores del
interior de los callos. A los 19 dias ‘de estra-
tificacién, en una estaca ya se observd gran
cantidad de elementos traqueales en el inte-
rior del callo formado por el cambium vas-
cular (Figura 2c). .

Ptias. Las estacas.de Eureka y Payne pre-
sentaron gran variacién en cuanto al origen
y a la cantidad de callo formado, pero siem-
pre la cantidad formada fue notoriamente in- .
ferior a la observada en las estacas de patrén.

La iniciacién de la divisién celular ocurrié
2 a 6 dias mas tarde que en el patrén y espe-
cialmente a partir de células del camblum
vascular.

Se observé d1ferenc1ac16n celular en una
sola estaca (tipo Eureka), a los 27 dias de
estratificacién, en el centro del callo originade -
del floema. El cambium vascular, aunque
muy aumentado, no mostraba ninguna altera—
ci6n (Cuadro 1).

La diferencia en la producc1on de calIov
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a 2 — Evolucién en la formacién de
Botti G.).

A — 6 dias de estratificacién. B — 10 dias de estratifica-

cién. C— 19 dias de estratificacion.

1 felégeno. 2 corteza. 3 floema. 4 cambium vascular.
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callo en una estaca de patrén. (Dibujo: Claudia

5-xilema. 6 cambium vascular en diferenciacién. 7 ele-

mentos vasculares del cambium vascular. 8 elementos

vasculares

del callo.

Cuadro 1 — Evolucién en la formacién de callo y su diferenciacién en tejido vascular en estacas e
injertos de nogal estratificados en aserrin a 28°C de temperatura.

Dias FORMACION DE CALLO EN ESTACAS AISLADAS FORMACION DE CALLO EN INJERTO!
desde Tejidos comprometidos en la Diferenciacion celular Tejidos comprometidos en la Diferencic
Estratifi- formacién de callo* formacion de callo* cion celula
cacion Patron Pia Pta Patron Pua Piia Patron Pia Patrén P
Eureka Payne Eureka Payne
Felégeno No No No —— _ No No
4 Corteza
Parénquima del
floema
Corteza Cambium vasc. .
Felégeno Corteza. . No No No —_ _— No No
6 Parénquima del Felégeno
floema
Cambium vasc.
Cambium vasc.
10 Corteza Felégeno No No No Cambium vasc.
Floema Cambium vasc. Parénquima-del  Corteza, No N¢
Felégeno Corteza floema, . Felégeno
Corteza
Corteza - Corteza
1620  Cambium vasc. Felégeno Si No No Cambium vasc. Fel6geno St N¢
Cambium vasc. Parénquima del  Floema
floema,
Corteza
27 ' Cambium vasc. Floema Si Si No Cambium vasc. Cambium vasc.
Cambium vasc. Corteza, Corteza, Si N
Parénquima del  Floema
floema
31 Cambium vasc. Corteza 8i No No Cambium vasc. Cambium vasc.
Cambium vasc. Parénquima del  Corteza, No §f
floema Floema

Corteza

iEnumerado en orden de importancia.
3En una sola muestra.
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entre las estacas de patrén y las de pta, pudo
estar influenciada por la condicion juvenil
del patrén o por el estado de latencia de las
yemas, ya que las puas fueron conservadas a
baja temperatura hasta su empleo, en cambio,
los patrones crecian en condiciones naturales.
Fue asi como 17 dias después de iniciada la
estratificacion, las estacas de patrén mostraron
un brote de 2,5 cm de largo, en cambio, las
yemas de las puias no mostraron actividad
durante todo el periodo que duré la estrati-
ficacién.

Formacion del callo en los injertos.

La formacién del callo comenzé 6 a 10 dias
después de la injertacién coincidiendo con
lo encontrado por Nedev (1969).

El callo se originé en el patrém, por la divi-
sién del cambium vascular, células parenqui-
miticas del floema y corteza. En la pta se
form¢é por la divisién celular de la corteza y
felégeno, observandose nuevamente en ambos
casos, gran variaciéon en la cantidad de callo
formado. Aun cuando la cantidad formada
fue siempre mayor en el patrén, no se observé
una evolucién progresiva como ocurrié en las
estacas aisladas. Es asi como algunos injertos
aun después de 24 dias, casi no tenian callo
y presentaban, por lo tanto, una unién débil.

El proceso de diferenciacién de tejido vas-
cular también fue muy variable, tanto asi, que
en el patrén de algunos injertos comenzé a
los 16 dias de la injertacién (Figura 3) y en
otros, recién a los 28. En las puias se presento
formacién de tejido vascular en un solo caso,
31 dias después de la injertacién, sin embargo,
el patréon de este injerto mostré escasa forma-
cion de callo y sin diferenciacién de tejido

vascular (Cuadro 1). Nedev (1969) observo: -

elementos vasculares a los 20-25 dias después
de la injertacién y Hartmann (1974) mencio-
na la formacién de un pasaje funcional de
tejido vascular, 8 semanas después de la in-
jertacién, pero no especifica la fecha de co-
mienzo de la diferenciacion.

Puesto que no fue posible detectar diferen-
cias anatémicas cuando hubo o no formacién
de callo, Ia condicién fisioldgica de las plan-
tas empleadas parece ser determinante, espe-
cialmente en las puas, ya que en todos los
casos, la formacién de callo en el patrén fue
mucho mds abundante que en las puas.
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Figura 3 — Callo formado en un injerto a
los 16 dias de estratificacién. (Dibujo:
Claudia Botti G.).

1 peridermis

2 corteza

3 floema

4 xilema

5 médula

6 cambium vascular

7 cambium vascular en diferenciacién

8 prolongacién del callo en la unién

9 elementos vasculares del callo

El crecimiento del callo estd relacionado,
segun Hartmann (1976) con la cantidad de
hidratos de carbono de reserva presentes en
las ramillas de las que se obtienen las puas.
Doley y Leyton (1970) por su parte, sefialan
que los reguladores de crecimiento (AIA) ¥
los azucares, controlan el crecimiento del ca-
llo. Variaciones en algunos de los factores
mencionados pueden explicar la gran varia-
bilidad que se presenté en la produccién de
callo. :

RESUMEN

Se estudié la evolucién en la formacién de callo y su diferenciacién en tejido vas-
cular en estacas de patrén (tipo Eureka) y de pta (tipo Eureka y Payne) y
en injertos sin raiz de nogal (Juglans regia L.), estratificadas en aserrin, bajo conr
diciones controladas de temperatura. Las principales observaciones fueron:
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— Se present$ una gran variacién en la cantidad de callo formado, tanto en estacas
aisladas de patrén y de pua, como en injertos. Sin embargo, no se observaron di-
ferencias anatémicas cuando hubo o no formacién de callo, lo que sugiere que el
estado fisiolégico en que se encuentran los tejidos al momento de injertar es impor-
tante de considerar.

— La cantidad y rapidez de formacién de callo fue siempre mayor en el patrén que
en las puas, tanto en las estacas aisladas como en las injertadas, sin embargo, en
las injertadas se observé una formacién de callo de menor imntensidad y de una evolu-
cién menos homogénea.

— Los tejidos comprometidos en la formacién de callo, fueron el felégeno, corteza y
células parenquimiticas del floema y cambium vascular, siendo este 1ltimo el prin-
cipal tejido generador de callo.

— La diferenciacién en tejido vascular fue muy irregular. Sélo se presenté en el patrén
tanto en estacas como en injertos, después de 16 dfas de estratificacién.

SUMMARY

ANATOMICAL STUDY OF CALLUS FORMATION ON WALNUT
(Juglans regia L) CUTTINGS AND GRAFTS

Callus formation and its differentiation on vascular tissue in walnut (Juglans regia
L.) stock cuttings (Eureka type), scion (Eureka and Payne type) and non-rooted
grafts, stratified in sawdust under controlled temperature conditions were studied.
The main observations were:

— A great variation in callus formation, both in cuttings as in non-rooted grafts, was
observed; however no anatomical differences were detected. This suggests that the

- physiological stage of the tissues is important when grafting.

— Callus formation was always greater in stocks than in scion, both in non grafted
as in grafted cuttings. A less homogeneous and intensive callus evolution being
observed in the latter.

— Tissues involved in callus formation were phellogen, cortex, phloem parenchyma-
tic cells and vascular cambium, being the latter the major callus generator tissue.
— Differentiation on vascular tissue was irregular and started after 16 days of strati-

fication, both on stocks cuttings as on grafted stocks.
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