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Resumen  
En este trabajo se presentan los resultados de aplicar por primera vez las condiciones 
fotoautotróficas al cultivo in vitro de castaño, a fin de incrementar la calidad de la planta durante 
las etapas de multiplicación, enraizamiento y aclimatación, y favorecer su propagación a gran 
escala. Para la etapa de multiplicación, los experimentos realizados han permitido diseñar un 
protocolo eficaz de cultivo sin aporte de azúcares exógenos, que se utilizó con 4 genotipos de 
castaño resistentes a la tinta. Este protocolo consiste en disponer segmentos apicales y basales 
en biorreactores de 10 L, usando medio líquido y dados de lana de roca como soporte, y 
someterlos a alta intensidad lumínica y ventilación forzada con aire enriquecido en CO2. Para el 
enraizamiento se utilizaron 15 genotipos que fueron tratados con inmersión basal en ácido indol-
3-butírico, seguido de cultivo en biorreactores de 16 L sobre bloques de lana de roca en medio 
sin azúcar y con altos niveles de CO2. Los porcentajes de enraizamiento y aclimatación fueron 
elevados y permitieron aplicar este sistema con eficiencia a todos los genotipos estudiados. 
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1. Introducción  

 
El castaño europeo, (Castanea sativa Mill.), se encuentra en regresión debido a la 

expansión de la tinta, causada por Phytophthora cinnamomi y P. cambivora. Para paliar este 
problema, se han obtenido árboles con diversos grados de resistencia mediante hibridaciones 
del castaño europeo con castaños asiáticos (C. crenata y C. mollisima), que deben ser 
propagados vegetativamente (GONZÁLEZ et al. 2011). El castaño es recalcitrante a la 
macropropagación, por lo cual se han desarrollado protocolos de micropropagación en medio 
gelificado con agar (VIEITEZ et al. 2007). Además, para reducir los costes de producción y 
mejorar la calidad de la planta recientemente se han propuesto protocolos de cultivo en medio 
líquido, usando sistemas de inmersión temporal (VIDAL et al. 2015) y continua (CUENCA et al. 
2015), pero añadiendo azúcares como fuente de carbono. 

 
La propagación fotoautotrófica (PAM) consiste en la eliminación del azúcar exógeno del 

medio, a fin de promover la actividad fotosintética de los tejidos. Se considera que los brotes que 
se cultivan en PAM se encuentran en un estado fisiológico más saludable y mejor adaptados a la 
aclimatación que aquellos cultivados en presencia de azúcar bajo condiciones fotomixotróficas 
(XIAO et al. 2011).  
 
2. Objetivos 
 

El objetivo de este estudio es propagar clones de castaño resistentes la tinta bajo 
condiciones fotoautotróficas, tanto durante la etapa de multiplicación como durante el 
enraizamiento.  

 



 
2/8 

 

 

3. Metodología 
 

Los brotes se cultivaron en un sistema de inmersión continua usando biorreactores 
adaptados en nuestros laboratorios a partir de envases alimentarios de 10 y 16 L (Lock&Lock©), 
a los que se conectaron filtros de 0.2 µm para recibir ventilación forzada con aire enriquecido o 
no en CO2. Se dispusieron en una unidad experimental descrita previamente (CUENCA et al. 
2015), bajo un fotoperíodo de 16 h suministrado por luces LED blancas (50-150 µmol m-2 s-1) 
con 25º C en el período de luz y 20º C en el de oscuridad. Como condiciones estándar se 
consideraron niveles ambientales de CO2 (~ 400 ppm) y baja intensidad lumínica (flujo de 
fotones fotosintéticos (PPF) ~ 50 µmol m-2 s-1), y como condiciones fotoautotróficas niveles de 
CO2 elevados (~ 2000 ppm) y alto PPF (~ 150 µmol m-2 s-1). 

 
Para los estudios de proliferación, los brotes de 4 genotipos de castaño (C042, C053, 

P042 y P043) se cultivaron en biorreactores de 10 L con 1 L de medio MS (MURASHIGE & 
SKOOG, 1962) con los nitratos reducidos a la mitad (MSN½) y 0.05 mg/L de N6-benzyladenina 
(BA). Se utilizaron cubos de lana de roca (1 cm3) como material de soporte. Se evaluaron los 
siguientes parámetros: tipo de explanto (secciones apicales y secciones basales unidas al callo 
basal), tamaño del explanto (1,5 o 3 cm), porcentaje de sacarosa añadida al medio (0, 1 y 3 % 
(p/v)), intensidad de luz (PPF de 50 y 150 µmol m-2 s-1) y niveles de CO2 (400 y 2000 ppm).  

 
La evaluación de resultados se realizó mediante la cuantificación de las siguientes 

variables a las 5 semanas del cultivo: 1) nº de brotes/explanto (NB), 2) coeficiente de 
multiplicación (CM), calculado como el nº de nuevos segmentos obtenidos por explanto inicial, 3) 
la longitud del brote más largo de cada explanto (LB), 4) el nº de brotes enraizables por explanto 
(BE, brotes mayores de 3-4 cm con un ápice en crecimiento activo), 5) niveles de pigmentos 
fotosintéticos (clorofila a, b y carotenoides, extraídos con dimetilformamida y cuantificados por el 
método de WELLBURN (1994)). 

 
Para los experimentos de enraizamiento se utilizaron brotes de 15 genotipos de castaño, 

que se sometieron a inmersión basal en 1 g L-1 de AIB (ácido indol-3-butírico) durante 2 min, 
antes de su transferencia a biorreactores de 16 L con 2,5 L de medio GD (GRESSHOFF & DOY, 
1972) con 1/3 de sus macronutrientes y sin reguladores de crecimiento ni sacarosa. Los 
biorreactores se situaron bajo luces LED a 150 µmol m-2 s-1, y se evaluaron parámetros como la 
forma y tamaño de los bloques de lana de roca utilizados como sustrato (Kiemplugs y Blocks AO 
de Grodan®), y los niveles de CO2 (400 a 2000 ppm), en función de las tasas de enraizamiento 
tras 4 semanas de cultivo y el éxito en la aclimatación dos meses después de la inducción de 
raíces. 

 
El efecto de los diferentes parámetros evaluados sobre las variables medidas se evaluó 

mediante Análisis de Varianza (ANOVA1 o ANOVA2). Se utilizaron 3 repeticiones de 24 explantos 
cada una. La comparación entre medias se realizó mediante el test de la Diferencia Mínima 
Significativa (DMS) al 5% de probabilidad (p = 0,05). Previamente al análisis de la varianza se 
comprobaron las hipótesis de homocedasticidad, normalidad e independencia, y los datos 
porcentuales fueron transformados mediante la raíz cuadrada del arcoseno. 
 
4. Resultados y discusión 
 

Proliferación:  
En los primeros experimentos realizados sin sacarosa no se obtuvo crecimiento. Para 

modificar el estado fisiológico de los brotes, estos se cultivaron en concentraciones decrecientes 
de sacarosa (1 y 0,5 %) durante al menos 3 subcultivos. Durante estos experimentos 
preliminares se observó que las secciones apicales mostraban poca respuesta al cultivo, por lo 
cual se ajustó el tamaño de estos segmentos para que pudieran sobrevivir en bajos niveles de 
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azúcares. El efecto de incrementar el tamaño del explanto en la proliferación de secciones 
apicales del clon P042 en condiciones estándar y con sacarosa 3% se muestra a continuación 
(Figura 1a). Incluso en estas condiciones fotomixotróficas, las secciones de 1,5 cm (con 1 o 2 
hojas) mostraron menor proliferación que las secciones de 3 cm con 4 hojas.  

 
El papel del tamaño del explanto en la propagación convencional ya había sido citado por 

PIERIK (1987), que señaló además que los explantos grandes podrían mostrar menos 
dependencia de la adición de nutrientes y azúcares. MIYASHITA et al. (1996) observaron que los 
explantos de patata con hojas más grandes respondieron mejor a al cultivo en PAM que los que 
tenían hojas pequeñas o no tenían hojas. Por otra parte, MINGOZZI et al. (2009) no pudieron 
obtener proliferación de Populus deltoides en PAM cuando utilizaron como explantos secciones 
de 1 cm sin hojas. Por estos motivos, en los experimentos siguientes se utilizaron secciones 
basales o apicales de 3-4 cm con al menos 4 hojas expandidas. 

 
Para estudiar el efecto de los niveles de sacarosa en brotes cultivados en niveles 

ambientales de CO2 (400 ppm), se cultivaron secciones apicales y basales de 3 cm del clon 
P043 bajo alta intensidad lumínica con sacarosa 1% y 3% (Figura 1b). En ambas condiciones se 
obtuvieron buenos niveles de proliferación, aunque las secciones basales tratadas con 3% de 
sacarosa produjeron significativamente más segmentos que las cultivadas con menos sacarosa. 
Resultados similares fueron observados en Phalaenopsis (YOON et al. 2009) y Pfaffia glomerata 
(SALDANHA et al. 2013).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 1. Efecto del tamaño de explanto (A) y la sacarosa (B) en la capacidad de multiplicación (CM) de  brotes de 

castaño cultivados con 400 ppm CO2. A) Clon P042: Secciones apicales (1,5 y 3 cm) cultivados bajo 50 µmol m-2 s-1 
PPF y con sacarosa 3%. B) Clon P043: Secciones apicales y basales de 3 cm cultivados bajo 150 µmol m-2 s-1 PPF y 

con dos niveles de sacarosa. Para cada clon y tipo de explanto, letras diferentes indican diferencias significativas a p < 
0,05. 

 
Con el objetivo de mejorar la proliferación de brotes cultivados con bajas cantidades de 

azúcar, se estudió el efecto de aplicar aire enriquecido con CO2 a secciones basales del clon 
C053 cultivado bajo alto PPF (150 µmol m-2 s-1) y con sacarosa 1% (Figura 2a). Aplicando aire 
enriquecido en CO2 se obtuvieron más brotes y más largos, lo que produjo coeficientes de 
multiplicación significativamente más altos. Sin embargo, el aumento de CO2 no afectó a los 
niveles de pigmentos fotosintéticos (Figura 2b).  

 
El efecto beneficioso del CO2 sobre el crecimiento se ha observado también en manzano 

cultivado con o sin azúcar (MORINI & MELAI 2003/4), kiwi cultivado con 1-2% sacarosa (ARIGITA 
et al. 2010), así como en Pfaffia glomerata (SALDANHA et al. 2013) y Paulownia fortunei (SHA 
VALLI KHAN et al. 2003), ambos cultivados sin azúcar.  
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Figura 2. Efecto de los niveles de CO2 (400 and 2000 ppm) en la proliferación (A) y pigmentos fotosintéticos (B) de 

secciones basales del clon C053 cultivados con 1% sacarosa y 150 µmol m-2 s-1 PPF. Para cada variable, letras 
diferentes indican diferencias significativas a p < 0.05.  

 
El efecto de la intensidad lumínica (PPF 50 y 150 µmol m-2 s-1) se investigó con el mismo 

genotipo (Figura 3). Aunque los explantos basales cultivados con más luz crecieron mejor, la 
intensidad de luz no tuvo un efecto significativo en los indicadores estudiados, ya que se 
obtuvieron valores de P de 0,434, 0,197 y 0,239 para el nº de brotes, de segmentos (CM) y de 
brotes enraizables, respectivamente, mientras que el tipo de explanto sí tuvo una gran influencia 
en la proliferación, con P menor de 0,001 para todas  las variables.  

 
En Eucalyptus uro-grandis y Doritaenopsis se observó una situación similar, ya que los 

brotes pudieron ser propagados sin sacarosa bajo un PPF relativamente bajo (45 µmol m-2 s-1), 
aunque con suministro de  altos niveles de CO2 (TANAKA et al. 2005; SHIN et al. 2013). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Efecto de la intensidad de luz (PPF de 50 y 150 µmol m-2 s-1) y del tipo de explanto (secciones basales y 
apicales) en la proliferación (A) y nº de brotes enraizables (B) del clon C053 cultivado con 1% sacarosa y 2000 ppm de 
CO2. Para cada variable, letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas relativas al tipo de explanto, y 

letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas relativas a la intensidad de luz. P < 0.05. 

Las condiciones que permitieron buenos niveles de crecimiento con sacarosa 1% (2000 
ppm CO2 y 150 µmol m-2 s-1 PPF) se aplicaron al cultivo con sacarosa 0,5% durante un mes, tras 
lo cual los brotes se sembraron en medio sin azúcar. A continuación se muestra el aspecto de 
brotes de los clones P043, C053 y C042 tras 3 subcultivos en PAM sin azúcar (Figura 4a-c), así 
como la proliferación de secciones basales y apicales del clon P042 en las mismas condiciones 
(Figura 4d). 
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Figura 4. Proliferación de clones de castaño cultivados sin sacarosa bajo 150 µmol m-2 s-1 PPF y con 2000 ppm 
CO2. A) Clon P043. B) Clon C053. C) Clon C042. D) Secciones basales y apicales del clon P042. Para cada variable, 

valores medios seguidos de la misma letra no presentaron diferencias significativas a p < 0.05. 

Como puede observarse, los brotes de  castaño crecieron en condiciones fotoautotróficas 
sin sacarosa. Se obtuvieron brotes vigorosos con coeficientes de multiplicación medios de 3 y 5 
para secciones apicales y basales, respectivamente, aunque en general no fueron tan altos como 
los obtenidos con azúcar (datos no mostrados). Una situación similar se observó en Paulownia 
fortunei (SHA VALLI KHAN et al. 2003), mientras que en otras plantas como Samanea saman 
(MOSALEEYANON et al. 2004) y Oplopanax elatum (PARK et al. 2011) la adición de sacarosa 
disminuyó la proliferación o la calidad de los brotes. En otros casos, la presencia de azúcar 
promovió el crecimiento en condiciones PAM, como se ha señalado en Alocasia amazonica (JO et 
al 2009), Populus deltoides (MINGOZZI et al. 2009), y Juglans regia (HASSANKHAH et al. 2014). 
En C. sativa, SÁEZ et al. (2016) no pudieron obtener proliferación en brotes cultivados bajo 50 o 
150 PPF con 0.5% sacarosa. Sin embargo, en ese estudio el descenso en la aportación de azúcar 
no fue acompañado de un incremento en el aporte de CO2, como recomendaron KOZAI & KUBOTA 
(2001) para el desarrollo en condiciones fotoautotróficas.  

 
Enraizamiento 
Para estudiar el efecto del CO2 en los porcentajes de enraizamiento se utilizaron más de 

6000 brotes pertenecientes a 15 genotipos (Figura 5a). Aunque no se detectaron diferencias 
significativas, los niveles entre 1200 y 1500 ppm resultaron los más adecuados para el 
desarrollo de las raíces y el crecimiento de los brotes. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Efecto del aporte de CO2 (A), y el tipo de sustrato (B), en el enraizamiento de brotes de castaño. Se usaron 
explantos de 15 clones (6300 brotes) y el enraizamiento se indujo por inmersión basal en 1g/L AIB durante 2 min 

antes de su transferencia a bloques de lana de roca (Blocks AO or Kiemplugs) en biorreactores de 16 L con diferentes 
niveles de CO2. Valores medios seguidos de la misma letra no presentaron diferencias significativas a p < 0.05.  

 
En cuanto a los soportes para mantener los brotes en posición vertical, tampoco se 

observaron diferencias significativas, obteniéndose porcentajes de enraizamiento del 71% con 
los Blocks y del 51% con los Kiemplugs (Figura 5b). 

Tras el trasplante a maceta en invernadero se observó una alta tasa de supervivencia, así 
como  re-emprendimiento del crecimiento de los ápices caulinares. Los brotes enraizados en 
PAM se aclimataron adecuadamente (Figura 6). Se obtuvieron valores medios de enraizamiento y 
aclimatación del 52%, lo que indica la conveniencia de aplicar las condiciones fotoautotróficas al 
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enraizamiento de castaño. Se han observado resultados similares en otras especies como 
Eucalyptus calmadulensis (ZOBAYED et al. 2001), Myrtus communis (LUCCHESINI et al. 2006), 
Populus deltoides (MINGOZZI et al. 2009), Macadamia tetraphylla (CHA-UM et al. 2011) y 
Oplopanax elatum (PARK et al. 2011), en las que el enraizamiento y la aclimatación se vieron 
favorecidos con la aplicación de condiciones fotoautotróficas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 6. A) Brotes del clon 90025 enraizados en distintos formatos de lana de roca. B) Plantas aclimatadas de  

Prêcoce Migoule 2 meses después de la inducción del enraizamiento en condiciones PAM. 
 
5. Conclusiones 
 

Se ha obtenido por primera vez la proliferación y enraizamiento de castaño en condiciones 
fotoautotroficas. Para la proliferación, los brotes tuvieron que someterse a niveles decrecientes 
de azúcar durante algunos meses antes de que pudieran sobrevivir en medios sin sacarosa. El 
enraizamiento en condiciones PAM fue efectivo y se obtuvieron buenos porcentajes de 
aclimatación, lo que indica que el sistema PAM puede aplicarse de modo eficiente a la 
propagación a gran escala de castaño.  
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