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* Propagacion vegetativa de los MFR de
castafo tolerantes a la tinta

* Micropropagacion tradicional cara y poco
eficiente

 Recientes protocolos de cultivo wusando
sistemas de inmersion temporal (Cuenca et al.,
2015)

* Propagacién  fotoautotréfica (PAM):
eliminaciéon del azlcar exdégeno para
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OBJETIVO = Ll -
Propagar clones de castano resistentes a la tinta
bajo condiciones fotoautotroficas (cultivo PAM)

tanto en la etapa de multiplicacion como en el
etapa de enraizamiento.



FASE DE PROLIFERACION: metodologia
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* Brotes en inmersion continua en biorreactores 10 |
con 11 MS 1/2N, con 0,05 mg/I BA y soporte de cubos
de lana de roca.

* Conexion prototipo PAM (Cuenca et al., 2015): LEDs
blancos y fotoperiodo 16/8 h 25°/20°C

* Condiciones fotomixotroéficas * Condiciones fotoautotréficas (PAM)

niveles ambientales de CO, (=400 ppm) niveles altos de CO, (2000 ppm)

baja intensidad luminica (PPF = 50 umol/m.s | alta intensidad luminica (PPF = 150 umol/m.s) ,

* Ensayo de 4 genotipos (C042, C053, PO42 y P043) evaluando:
* Tipo de explanto
* Tamafo del explanto
* Concentraciéon de sacarosa
* Intensidad de luz
* Niveles de CO,

* Laevaluacidn se hizo cuantificando:
* N9 brotes /explanto (NB)
* Coeficiente de multiplicaciéon (CM)
* Longitud del brote mas largo (LB)
* N2 de brotes enraizables/explanto (BE)
* Niveles de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, y b y carotenoides)

Secciones
apicales y/o
medias

Callos
basales



FASE DE PROLIFERACION: resultados |
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* Tamaho de explantos: e Tipo de explantos y concentracion de sacarosa:
- @1,5cm - @ sacarosa 3%
SCIYI @3 cm gc_M @ sacarosa 1%

En condiciones fotomixotroficas,
explantos apicales mas grandes

4 - proliferan mejor, pero aun mejor 4 -

, lo hacen los callos basales, ,
especialmente en sacarosa 3%.

0 - 0 -

Secciones apicales clon P042 Secciones apicales Secciones basales

 Concentracion de CO2:

- B 400 ppm - Hg/g peso

©400 ppm fresco
. . s E 2000
2]  m2000ppm En condiciones fotoautotroficas, ppm ' Leoo
7 - una concentracion de CO, mas - 1400
6 - alta produce més brotes y mas I Egg
c | I
4 - largos, pero no afecta a los . 800
3 pigmentos fotosintéticos. - 600
2 - 400
1 - 200
0 -0
LB (cm) C™m clorofila a+b carotenoides




FASE DE PROLIFERACION: resultados I
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Intensidad luminica: -

Osecciones apicales 50 PPF
@ secciones apicales 150 PPF
@ secciones basales 50 PPF Aa

@ secciones basales 150 PPF Aa

Aa Aa

Ba Ba

NB CM

Aa

2.5

2.0

15

1.0

0.5

0.0

Los callos basales crecen mejor con
mayor intensidad luminosa pero sin
efecto significativo.

El tipo de explanto, tuvo influencia
significativa en todas las variables
(p<0,001)

[ Secciones apicales W Secciones basales

NB LB (cm) ™M

Los brotes de castafio proliferan en
condiciones fotoautotroficas sin sacarosa.
CM medios de 3 y 5 para secciones
apicales y basales respectivamente



FASE DE ENRAIZAMIENTO: metodologia
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Brotes enraizables en biorreactores 16 | + 2,5/ de 1/3 GD sin
PGRs ni sacarosa, tras inmersion basal 1g/l AIB 2 min .

/

Conexion al prototipo PAM (Cuenca et al., 2015): LEDs
blancos y fotoperiodo 16/8 h 25°/20°C

Ensayo con 15 genotipos en los que se evaluaron:

o Formay tamano de los bloques de lana de roca
empleados como sustrato (Kiemplugs y Blocks AO
de Grodan®)

O Niveles de CO, (400 a 2000 ppm)




FASE DE ENRAIZAMIENTO: resultados |
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e Concentracion de CO,:

_ Los mejores porcentajes de enraizamiento sin
7 Enraizamiento sacarosa, se obtiene con CO, en |las
122 concentraciones entre 1200 y 1500 ppm.
60 -~
i
0 - r r T T % Enraizamiento
1000 1200 1300 1500 2000 100 -
CO, (ppm) g0 -
* Formay tamano de los bloques de lana de roca: %0 1
40 -
Los explantos en Blocks enraizaron mejor que en 20 -
Kiemplugs sin diferencias significativas. Los Blocks son mas 0 -
faciles de manejar y mas baratos Blocks A Kiemplugs




FASE DE ENRAIZAMIENTO: resultados Il
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* Aclimatacion:

Los brotes enraizados en PAM sin sacarosa tienen una elevada
tasa de supervivencia y de re-emprendimiento del crecimiento. El
valor medio de enraizamiento en Blocks y aclimatacion
posterior de los 15 clones fue del 52%, oscilando entre el 28,3 y
el 93,8% dependiendo de la composicidn clonal del lote a
enraizar.
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e Se ha conseguido por primera vez la proliferacion y enraizamiento de castaio
en condiciones fotoautotréficas

e Para la proliferacion es necesario someter a los explantos a niveles
decrecientes de sacarosa en subcultivos sucesivos para modificar su estado
fisioldgico y adaptarlos a sobrevivir sin carbohidratos afiadidos

* Los mejores resultados en proliferacion se obtuvieron en condiciones de PPF
150 umol/m.s y 2000 ppm de CO, empleando callos basales como explantos

* Los mejores resultados en enraizamiento se obtuvieron sin sacarosa sin
necesidad de adaptacion, empleando Blocks AO de Grodan® y con
concentraciones de CO, entre 1200 y 1500 ppm.

* El enraizamiento PAM fue eficiente, consiguiendo buenos porcentajes en la
aclimatacion posterior, por lo que el sistema PAM puede aplicarse de modo
eficiente a la propagacion a gran escala de castano.
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