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Efecto del genotipo y fuente de citoquinina en la etapa de iniciación de 
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RESUMEN

Castanea sativa Mill. es una especie de interés agroforestal ampliamente cultivada en Europa, cuya producción actual está 
principalmente enfocada en la obtención de fruto calidad marrón, apetecido en la industria gourmet. En Chile, esta especie 
puede ser cultivada exitosamente debido al clima y a la ausencia de enfermedades que la afecten. Sin embargo, no existe 
un sistema de propagación que permita la masificación de plantas para el establecimiento de huertos frutales. Ante esto, la 
micropropagación se presenta como una alternativa posible de aplicar, ya que es un método muy estudiado en esta especie. 
La propagación in vitro de Castanea sativa ha generado resultados exitosos en cuanto su introducción y multiplicación, 
sin embargo la propagación in vitro de variedades productoras de fruto marrón, es aún escasamente estudiada. Ante esta 
situación, para establecer un sistema de producción de plantas variedades de interés es necesario evaluar los efectos de 
algunas variables que influyen en el cultivo in vitro de leñosas, como son el genotipo y la fuente de citoquinina. Para esto, 
se estudiaron seis variedades de castaño provenientes de Italia y Francia y dos tipos de citoquininas, evaluándose su efecto 
en parámetros de inicio de establecimiento in vitro, tales como sobrevivencia, contaminación, formación de callo basal, 
apertura de yema axilar, entre otros. Los resultados muestran que en iguales condiciones de cultivo las variedades con 
mejor respuesta son Marrone Citta di Castello (CC) y Marrone Chiusa di Pesio (CP), en relación a la formación de callo 
basal y capacidad de reacción morfológica, donde el porcentaje de explantos fue superior al 80 y 85%, respectivamente, 
independiente del tipo de citoquinina utilizada. Por otra parte, la cantidad de explantos con yemas brotadas fue superior 
en el tratamiento con 0,5 mg L-1 de 6-bencilaminopurina (BAP) con un 100% en CC y 55% en CP, existiendo diferencia 
significativas con la respuesta obtenida en el tratamiento con 0,5 mg L-1 de Thidiazuron (TDZ), donde se observó un 10 
y 15% de explantos con yemas brotadas, respectivamente. Estos resultados nos indican que el genotipo y la fuente de 
citoquinina influyen en la respuesta al establecimiento in vitro de segmentos nodales de variedades de castaño; por lo tanto, 
para establecer un programa de propagación es necesario ajustar un protocolo específico para cada variedad.

PALABRAS CLAVE: Cultivo in vitro, variedad, 6-bencilaminopurina, Thidiazuron.

ABSTRACT

Castanea sativa Mill. is a specie of agroforestry interest widely grown in Europe, its current production it is mainly 
focused on the extraction of a quality brown fruit, highly demanded in the gourmet industry. In Chile, this specie might be 
successfully grown due to the climate and lack of diseases that may affect it. However, there is not a propagation system 
that can provide a plant massification for the establishment of fruit orchards. Given this situation, the micropropagation is 
a possible alternative to apply since this method is extensively studied in this species. The propagation in vitro of Castanea 
sativa has created successful results in terms of introduction and multiplication. Nevertheless, the propagation in vitro of 
direct-producer varieties of brown fruit is still poorly studied and for this situation, in order to stablish a production system 
of a variety of plants of great interest is necessary to evaluate the effects of some variables that affects the in vitro culture 
of woody as it is the genotype and cytokine source. For this, six varieties of chestnut from Italy and France and two types 
of cytokines were studied to evaluate their effects on the parameters in vitro establishment as survival, contamination, 
formation of basal callus, axillary bud break, etc. The results indicate that in the same culture conditions the varieties 
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with better response is Marrone Citta di Castello (CC) and Marrone Chiusa di Pesio (CP), in relation to the formation 
of basal callus and morphological reaction capacity, where the percentage of explants was greater than 80% and 85%, 
respectively, independent of the type of cytokinin used. Moreover, the amount of explants with axillary bud break was 
higher in the treatment with 0.5 mg L-1 of 6-benzylaminopurine (BAP) with 100% in CC and 55% in CP, being there 
significant differences with the obtained response in the treatment with 0.5 mg L-1 of Thidiazuron (TDZ), where 10% and 
15% of explants with axillary bud break were observed, respectively. These results indicate that the genotype and cytokine 
source have influence on the response of in vitro establishment of nodal segments of chestnut variety, therefore, to establish 
a propagation system it is necessary to adjust a specific protocol for each variety. 

KEYWORDS: In vitro culture, variety, 6-benzylaminopurine, Thidiazuron.

INTRODUCCIÓN

El castaño europeo (Castanea sativa Mill.) fue introducido 
en Chile por inmigrantes Europeos hace más de 250 años 
y se cultiva desde la Región del Maule hasta la Región de 
La Araucanía (Grau 2003), con aproximadamente 431,3 ha 
(INE 2007). 

Esta especie multipropósito, tanto por la producción de 
madera como por el uso de sus frutos (Benedetti & Saavedra 
2007), presenta ventajas importantes para su cultivo en 
Chile respecto de otros países. La tasa de crecimiento de 
los árboles es incluso superior a la de Europa, producto del 
mejor clima, la ausencia de las principales enfermedades y 
plagas y la calidad de suelos volcánicos (Grau 2003). 

El mercado mundial de castañas es abastecido hasta hoy 
exclusivamente por el hemisferio norte. La producción del 
hemisferio sur es pequeña y de baja calidad, como las que 
ha producido Chile mayoritariamente para abastecimiento 
local (Valderrama & Halçartegaray 2012). Por otra parte, 
la oferta en Europa ha bajado en forma considerable en 
lo últimos cincuenta años debido al envejecimiento de la 
población y de los huertos, y la muerte de árboles provocada 
por la avispilla del castaño o avispa china (Dryocosmus 
kuriphilus) (Valderrama & Halçartegaray 2012, ProChile 
2016). Es así como hoy existe demanda insatisfecha, la que 
en algunos casos ni siquiera logra abastecerse durante la 
temporada del hemisferio norte. Debido a lo anterior, surge 
un gran interés en crear huertos frutales de variedades de 
importancia comercial. 

Actualmente, para la producción de frutos, el método 
de propagación de los cultivares es mediante injerto. Este 
sistema tiene la ventaja de poder disponer de un material de 
partida adulto y por tanto, acelerar la entrada en producción 
de la planta, debido a que permite eludir el periodo 
juvenil, junto con originar descendencias genéticamente 
homogéneas e idénticas a la planta madre. Sin embargo, 
presenta una limitación que es la incompatibilidad entre 
patrón y púa, influenciada por las variedades y especies 
diferentes. Además, el interés por aumentar la producción 
de plantas requiere de un método de producción que 
masifique el material vegetal de interés, producir plantas 
sobre su propio pie que evite el riesgo de pérdida de plantas 

de alta calidad productora por incompatibilidad púa-patrón 
(Sánchez-Olate 2009). 

Dentro de los métodos de propagación vegetativa, la 
macro propagación se ve limitada debido a su dificultad 
para enraizar (Caboni et al. 1996, Vidal et al. 2015). 
Por otra parte, el cultivo in vitro de Castanea sativa ha 
generado resultados exitosos en cuanto a su introducción y 
multiplicación (Gonçalves et al. 1998, Hasbún et al. 2009, 
Vieitez et al. 2007, Ríos et al. 2009), aunque los resultados 
han estado muy limitados con respecto a la edad del material 
vegetal. Hasbún (2005) estudió las diferencias en cuanto a 
las respuestas morfológicas en esta especie entre material 
juvenil y adulto, demostrando que la edad de la planta 
madre condiciona el establecimiento in vitro. Por otra parte, 
la mayoría de los resultados logrados a la fecha, en esta 
especie, están basados en la multiplicación de material de 
origen embrionario, con lo cual se alcanzan elevadas tasas 
de proliferación y enraizamiento (Leslie & McGranahan 
1992, Ripetti et al. 1994), el resultado final de producción 
de plantas lleva inmersa la variabilidad genética (Hartmann 
& Kester, 1997). La clonación de árboles adulto por medio 
del cultivo in vitro se ha logrado sólo con relativo éxito a 
partir de material vegetal que retiene algunas características 
fisiológicas juveniles, tales como brotes basales, epicórmicos 
o rebrotes de tocón (Sánchez & Vieitez 1991, Vieitez et al. 
1994). Corredoira et al. (2011) confirmaron que los brotes 
obtenidos de ramas basales de los árboles adultos son más 
reactivos para el establecimiento in vitro que el material de 
la copa. Sin embargo, cuando no es posible disponer de estos 
materiales, es posible aplicar determinados tratamientos 
para reactivar o revigorizar tejidos adultos, aunque éstos no 
son permanentes (Sánchez et al. 2004).

En la actualidad, los principales focos de investigación 
han estado asociados a Castanea sativa y algunos híbridos 
(Marigoule y Precoce Migoule), con los cuales se han 
desarrollado protocolos de cultivo de tejido, desde el 
establecimiento hasta el enraizamiento, a partir de material 
juvenil, lográndose la obtención de un gran número de 
individuos (Ríos et al. 2009). Sin embargo, los problemas 
asociados al establecimiento persisten, así los resultados 
obtenidos en esta etapa han sido variables y dependientes 
de diversos factores tales como la edad (Hasbún 2005, 
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Corredoira et al. 2011), el genotipo (Park et al. 1998), 
reguladores del crecimiento (Gonçalves et al. 1998, Ríos et 
al. 2005), entre otros. 

En Castanea sativa el genotipo juega un rol importante 
en el cultivo in vitro, ya que respuestas obtenidas en la tasa 
de multiplicación (Miranda-Fontaíña & Fernández-López 
2001, Hasbún et al. 2009), en los requerimientos lumínicos 
y respuesta al enraizamiento adventicio (Sáez et al. 2012), 
respuesta a distintos medios de cultivos y a distintas 
concentraciones hormonales (Hasbún et al. 2009), tasa 
de brotación (Corredoira et al. 2011), dependen y varían 
considerablemente entre genotipo. 

Las distintas variedades de castaño difieren tanto 
por su morfología como por fenología. Dentro de las 
características morfológicas están, crecimiento, fuste, hojas, 
flores y características de fruto. Por otra parte, dentro de 
las fenológicas están el periodo de brotación, floración, 
maduración de los frutos y caída de las hojas (Serdar 2011), 
siendo el tipo de fruto el factor determinante en la selección 
para el establecimiento de cultivares, ya que es esta la 
característica que más interesa comercialmente (Grau 2003). 

Existen, principalmente, dos tipos de frutos de castaño 
que comercialmente son conocidos como fruto “marrón” 
y como fruto “castaña”. Esta diferencia constituye un 
criterio fundamental en la cotización comercial del fruto, 
debido a que el marrón presenta características de calidad 
que permite su utilización especialmente en la industria de 
procesamiento, lo que permite una mejor valorización del 
fruto marrón (Grau 2003).

Por otra parte, los reguladores de crecimiento son los 
encargados de inducir respuestas morfogénicas, siendo 
este proceso dependiente del tipo de regulador utilizado 
(Shtereva et al. 2014), junto con factores como las 
condiciones ambientales, el medio de cultivo, entre otros. 
Es así como las citoquininas, juegan un rol variado en el 
desarrollo de la planta durante la formación y la actividad de 
los meristemas, debido a su función en el ciclo celular, junto 
con las auxinas (Kyozuka 2007). 

Dentro de las citoquininas se encuentra el 
6-bencilaminopurina (BAP) que es un regulador de 
crecimiento sintético del tipo Adenina implicado en la 
mejora de la proliferación de brotes y elongación (Glocke 
et al. 2006). Por otra parte, el Thidiazuron (TDZ) es un 
compuesto sintético derivado de Fenilurea con una alta 
actividad de citoquinina, muy eficaz para la inducción 
de brotes adventicios en especies leñosas (Huetteman & 
Preece 1993, Glocke et al. 2006). Aunque existen pocos 
estudios sobre su acción caulogénica en explantos de 
Fagaceae y Nothofagaceae, se ha demostrado que induce 
brotes adventicios en Roble Europeo (Quercus robur) 
(Chalupa 1988), Raulí (Nothofagus alpina) (Jordan et al. 
1996) y Haya (Fagus sylvatica) (Vieitez & San José 1996, 
Cuenca et al. 2000). Sin embargo, el efecto de TDZ sobre la 

regeneración de brotes de castaño apenas se ha explorado. 
Estas citoquininas mejoran las tasas de proliferación en 
diferentes especies leñosas (Glocke et al. 2006).

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, el objetivo de 
este estudio fue evaluar el efecto del genotipo y la fuente 
de citoquinina en la respuesta al establecimiento in vitro de 
material vegetal adulto proveniente de distintas variedades 
de castaño de interés comercial.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se empleó como material vegetal segmentos nodales de 
plantas injertadas el año 2008 cuya púa proviene de árboles 
de 30 años de edad aproximadamente, colectados en el mes 
de noviembre (primavera) de variedades de Castanea sativa. 

Para el establecimiento in vitro se utilizó como explanto 
inicial segmentos nodales de 2 cm de largo, con una yema 
axilar, a los cuales se les realizó una asepsia superficial 
(Vieitez et al. 2007).

Para evaluar el efecto del genotipo y la fuente de 
citoquinina en el establecimiento in vitro se estudiaron 
cinco variedades de castaño de calidad de fruto tipo marrón, 
seleccionada desde un huerto productivo experimental 
ubicado en la VII Región del Maule, en el sector estación 
Villa Alegre, Chile. Las variedades son Marrone Cita di 
Castello (CC), Marrone Chiusa di Pesio (CP), Marrone di 
Cuneo (MC), Bouche Rouge (BR) y Marrone Val di Susa 
(VS), los cuales fueron cultivados en el medio basal MS 
(Murashige & Skoog, 1962) con los nitratos reducidos a la 
mitad, suplementado con sacarosa al 3% p/v, sequestrene 
al 0,015% p/v y agar 0,7% p/v (Hasbún 2005). Para 
cada variedad se aplicaron dos tratamientos de cultivo 
diferenciados por la citoquinina utilizada. En el tratamiento 
T1 se suplementó el medio base con 6-Bencilaminopurina 
(BAP) y el tratamiento T2 con Thidiazuron (TDZ), en igual 
concentración (0,5 mg/L). Como tratamiento control se 
utilizó el medio basal sin regulador de crecimiento (T0). 
Todos los explantos fueron mantenidos en oscuridad por 7 
días en condiciones ambientales de cámara controlada con 
fotoperiodo de 16h luz y 8h oscuridad a una temperatura de 
25ºC ± 1 y a 20ºC ± 1, respectivamente, con una intensidad 
lumínica de 3000 lux. A los 30 días de cultivo los explantos 
de T0, T1 y T2 fueron transferidos a un medio basal MS 
suplementado con 0,05 mg/L de BAP, evaluando de esta 
manera el efecto del tratamiento en las primeras etapas del 
establecimiento in vitro. 

A los 20, 50 y 80 días de cultivo se evaluó el porcentaje 
de contaminación (fúngica y/o bacteriana), de oxidación, de 
explantos con respuesta (inicio de reacción de yema axilar), 
formación de callo basal y apertura de yema, en los tres 
tratamientos.
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DISEÑO EXPERIMENTAL

Se empleó un diseño factorial contemplando los factores 
Genotipo (5) y tipo de hormona (BAP, TDZ y sin hormona). 
Por tratamiento se tuvieron 3 repeticiones por variedad 
donde la unidad muestral estuvo formada por 16 explantos 
para el tratamiento control y para los tratamientos con BAP 
y TDZ se utilizaron 17 explantes. 

Los datos fueron analizados mediante Análisis de 
Varianza que evaluó el efecto del genotipo, la fuente de 
citoquinina y la interacción de estos dos factores. En caso 
de existir diferencias significativas P≤0,05 se aplicó la 
prueba de comparación de medias de Tuckey. Los análisis 
se realizaron utilizando el software estadístico InfoStat. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

EVALUACIÓN CONTAMINACIÓN

De acuerdo a los resultados obtenidos se observó que en 
los cinco genotipos el tratamiento control tuvo la mayor 
tasa de contaminación, siendo sólo en las variedades MC y 
CC significativamente superior (Fig. 1a). En las variedades 
BR y MC existen diferencias entre los tratamientos con 
BAP y TDZ, siendo este último significativamente inferior. 
Además, no existen diferencias entre las dos variedades al 
comparar la tasa de contaminación en el tratamiento con 
BAP ni en el tratamiento con TDZ (Fig. 1a). 

Por otra parte, en las variedades CP y CC no hubo 
diferencias significativas en la contaminación observada en 
los tratamientos con BAP y TDZ (Fig. 1a). En el caso de VS, 

tampoco hubo diferencias significativas y la contaminación 
fue inferior al resto de las variedades (Fig. 1a).

EVALUACIÓN DE OXIDACIÓN

En la variedad VS no hay diferencias significativas en la 
tasa de oxidación de explantos entre los tres tratamiento y 
en la variedad CC no hubo diferencias entre los dos tipos 
de citoquininas, pero sí con respecto al control el cual fue 
significativamente superior. En MC la oxidación fue mayor 
con BAP y en BR y CP con TDZ. Al analizar el tratamiento 
control no hubo diferencias significativas entre las variedades, 
siendo el porcentaje de oxidación superior al 30 % en todos 
los genotipos (Fig. 1b). Por otra parte, se observó que en los 
cinco genotipos el tratamiento control tuvo la mayor tasa de 
oxidación, con respecto a las dos citoquininas, siendo sólo en 
CC y CP significativamente superior (Fig. 1b).

La oxidación que se produce en los cultivos es conocida 
por ser genotipo-dependiente, siendo especialmente grave 
en los géneros que naturalmente contienen altos niveles 
de taninos o de otros hidroxifenoles, como es el caso de 
Castanea. Además, estas diferencias también se encuentran 
entre las especies del mismo género y variedades dentro 
de una especie, lo que podría estar sucediendo en las 
variedades de castaño en estudio (George 1996). Por otra 
parte, la producción de polifenoles está influenciada por los 
reguladores del crecimiento agregados al medio de cultivo 
(George 1996). No obstante, su efecto y relación en la 
oxidación de explantos no es consistente, pues un mismo 
regulador que induce oxidación en una especie, en otra no se 
observa igual efecto, esto se debe a las diferencias genéticas 
entre los materiales (Van Staden et al. 2006).

FIGURA 1. Efecto del genotipo y la fuente de citoquinina en el porcentaje de contaminación (A) y de Oxidación (B), de segmentos nodales 
cultivados in vitro, evaluados a los 80 días desde la introducción. Letras diferentes en las barras correspondientes a la misma variable 
de respuesta indican diferencias significativas entre las variedades de acuerdo con la prueba de Tukey (P <0,05). Las barras verticales 
corresponden al error estándar. / Effect of genotype and cytokinin source on percentage of Contamination (A) and Oxidation (B), of nodal 
segments cultured in vitro, evaluated at day 80 after introduction. Different letters on bars corresponding to the same variable indicate 
significant differences between varieties according to the Tuckey test (P <0,05). Vertical bars correspond to standard error. 
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EVALUACIÓN RESPUESTA MORFOGÉNICA 
Al analizar la respuesta de los explantos introducidos in 
vitro, se observó que las variedades CP y BR después de 20 
días de cultivo fueron las primeras en formar callo en la base 
(Figs. 2, 3a y 3b) y la formación del callo estuvo siempre 
precedida por un marcado engrosamiento del explanto (Fig. 
3c). 

Al evaluar la formación de callo basal, en el tratamiento 
control ninguna variedad presentó explantos con formación 
de callo en la base (Fig. 4a). Por otra parte, las variedades 
que mostraron la mayor presencia de callo basal fueron CC 
y CP con porcentaje superior al 80% en los tratamientos con 
BAP y con TDZ, no existiendo diferencias significativas en 
ambos tratamientos (Fig. 4a). En las variedades VS y MC, 
tampoco se observaron diferencias, pero sí en BR donde el 
tratamiento con BAP fue superior que con TDZ (Fig. 4a).

En la Figura 4b se puede observar que en todas las 
variedades el tratamiento control no superó el 20% de 
segmentos nodales con yema axilar hinchada y cambio 
de tonalidad. La variedad que tuvo la menor cantidad de 
explantos con reacción fue MC, no superando el 20% en 
ninguno de los tratamientos evaluados (Fig. 4b). Si se 
observa la Figura 3a, esta variedad también presentó las 
menores tasas de formación de callo basal (inferior a 30%). 
Por otra parte, las variedades que presentaron la mejor 
respuesta fueron CC y CP con un porcentaje superior al 
80% en los tratamientos con BAP y TDZ (Fig. 4b), siendo 
además las variedades que tuvieron la mayor formación de 
callo basal (Fig. 4a). Esto fue observado por Meier-Dinkel 
et al. (1993) en microtallos de Quercus robur L., donde la 
mejor respuesta obtenida en el establecimiento in vitro fue 
de 56% en segmentos nodales que presentaban formación 
de callo basal, comparados con 21% de explantos que no 
presentaban callo en la base. Esto se debe a que en el callo 
basal se acumulan sustancias y hormonas necesarias para la 

FIGURA 2. Efecto del genotipo y la fuente de citoquinina en el 
porcentaje de Formación de Callo Basal de segmentos nodales 
cultivados in vitro, evaluados a los 20 días desde la introducción.
Letras diferentes en las barras correspondientes a la misma variable 
de respuesta indican diferencias significativas entre las variedades 
de acuerdo con la prueba de Tukey (P <0,05). Las barras verticales 
corresponden al error estándar. / Effect of genotype and cytokinin 
source on percentage of Basal Callus Formation of nodal segments 
cultured in vitro, evaluated at day 20 after introduction. Different 
letters on bars corresponding to the same variable indicate 
significant differences between varieties according to the Tuckey 
test (P <0,05). Vertical bars correspond to standard error. 

FIGURA 3. Explanto con formación de callo basal de las variedades Chiusa di Pesio (A) y Bouche Rouche (B y C) a 20 días desde el 
establecimiento en cultivo in vitro. / Explant with basal callus formation of the Chiusa di Pesio (A) and Bouche Rouche (B and C) varieties 
at 20 days since the establishment of the in vitro culture. 

respuesta in vitro (Meier-Dinkel et al. 1993). Por lo tanto, 
habría una relación directa entre esta última variable y el 
inicio del establecimiento in vitro. 

En los cinco genotipos evaluados no hubo diferencias 
significativas entre los tratamientos con BAP y TDZ al 
medir el porcentaje de explantos con reacción (Fig. 4b).



35

Cultivo in vitro de tejido adulto de Castanea sativa: LARSON, C. ET AL. 

FIGURA 4. Efecto del genotipo y la fuente de citoquinina en el porcentaje de Formación de Callo Basal (A) y Reacción de yema axilar (B), 
de segmentos nodales cultivados in vitro, evaluados a los 80 días desde la introducción. Letras diferentes en las barras correspondientes 
a la misma variable de respuesta indican diferencias significativas entre las variedades de acuerdo con la prueba de Tukey (P <0,05). Las 
barras verticales corresponden al error estándar. / Effect of genotype and cytokinin source on percentage of Basal Callus Formation (A) and 
Axillary bud reaction (B), of nodal segments cultured in vitro, evaluated at day 80 after introduction. Different letters on bars corresponding 
to the same variable indicate significant differences between varieties according to the Tuckey test (P <0,05). Vertical bars correspond to 
standard error. 

En las cinco variedades estudiadas no se observaron 
explantos brotados en el tratamiento control (Fig. 5a). A 
su vez, para las variedades VS, BR y MC, el porcentaje 
de explantos brotados fue muy bajo, no superando el 
20% y no existiendo diferencias significativas entre los 
tratamientos Control, BAP y TDZ (Fig. 5a). Por otra 
parte, en las variedades CC y CP la respuesta obtenida fue 
significativamente superior en el tratamiento con BAP con 
un 100 y 55%, respectivamente (Fig. 5a).

Estas diferencias observadas entre las variedades en el 
tratamiento con BAP pueden deberse a que las respuestas 
relacionadas con la apertura de yemas y la posterior 

proliferación de brotes están fuertemente determinadas por 
el genotipo (Bhau & Wakhlu 2001, Gajdošová et al. 2007, 
Gahan & George 2008). Por otra parte, las diferencias 
observadas entre el BAP y el TDZ se pueden deber a que 
el BAP está más asociado con la estimulación de yemas 
axilares, a diferencia del TDZ que su respuesta está asociada 
a formación de brotes adventicios (Glocke et al. 2006). Esto 
último se debe a que la aplicación exógena de TDZ afecta 
la concentración de citoquininas endógenas en algunas 
especies de dicotiledóneas, afectando las vías de purinas y 
por tanto, estimulando la biosíntesis de ésta, o alterando su 
metabolismo endógeno (Zhou et al. 1994). 

FIGURA 5. Efecto del genotipo y fuente de citoquinina en el porcentaje de Apertura de yema axilar (A) y Mortalidad (B), de segmentos 
nodales cultivados in vitro, evaluados a los 80 días desde la introducción. Letras diferentes en las barras correspondientes a la misma 
variable de respuesta indican diferencias significativas entre las variedades de acuerdo con la prueba de Tukey (P <0,05). Las barras 
verticales corresponden al error estándar. / Effect of genotype on percentage of Axillary bud break (A) and Mortality (B), of nodal segments 
cultured in vitro, evaluated at day 80 after introduction. Different letters on bars corresponding to the same variable indicate significant 
differences between varieties according to the Tuckey test (P <0,05). Vertical bars correspond to standard error.
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Estos resultados coinciden con los obtenidos por Peña et 
al. (2014), donde microtallos de Nogal (Juglans neotropica) 
tratados con TDZ y BAP tuvieron una mayor brotación 
con esta última citoquinina. Al igual que los resultados 
obtenidos por Fernández - Lorenzo et al. (2001), donde la 
mejor respuesta de dos cultivares de Castanea sativa, Loura 
y Parede, a partir de segmentos nodales procedente de 
árboles adultos, se obtuvo con BAP al compararla con TDZ.

A lo anterior, se puede sumar que el TDZ estimula la 
síntesis de auxinas endógenas (Murthy et al. 1995, De 
Melo et al. 2006) y se ha reportado que un aumento de las 
concentraciones de 3-ácido indolacético (IAA) en los sitios 
celulares induce anormalidades en el crecimiento, como 
inhibición de los brotes (disminución de la elongación y el 
área foliar) (Saha et al. 2015). 

En general, en este estudio la cantidad de explantos 
con apertura de yema fue muy baja, y las yemas abiertas 
presentaron una elongación mínima, por lo cual no se 
observó formación de microtallos (Fig. 6). 

La ausencia de una mayor elongación de las yemas 
axilares se puede deber a la edad ontogénica del material 
vegetal utilizado, ya que la tasa de elongación de yemas 
axilares para su posterior multiplicación generalmente es 
mayor en explantos juveniles que en maduros (Monteuuis 
2004). Esto estaría dado por una pérdida de competencia 
morfogénica en el material adulto asociada a diferencias 
morfológicas, bioquímicas y moleculares (Gil et al. 2003). 

Los resultados del estudio coinciden con los obtenidos 
por Basto et al. (2012) en donde segmentos nodales 
de Cedrela montana Moritz ex Turcz, provenientes de 
individuos adultos e introducidos en cultivo in vitro, 
tuvieron una baja respuesta organogénica, observándose 
sólo un 6,7% de los segmentos nodales cuya yema axilar 
presentó elongación. 

Todo tejido maduro pierde potencial morfogénico debido 
a la determinación celular que lleva a una especialización 
de tejido, lo que reduce la plasticidad y la capacidad de 
diferenciación de las células (Basto et al. 2012). Esto puede 
explicarse por el hecho de que en etapa de madurez, los 
genes se expresan en forma diferencial con respecto a los 
tejidos juveniles (García et al. 2000). Además, hay evidencia 
de que las citoquininas disminuyen durante la maduración 
de árbol, así reduce la división celular y la inducción del 
brote y acelera el envejecimiento de los tejidos (Valdés et 
al. 2003). Por otro lado, las auxinas están directamente 
relacionadas con la estimulación y desarrollo de las yemas 
vegetativas, las cuales también se verían afectadas por la 
edad principalmente en su transporte dentro de los tejidos 
(Sampathkumar et al. 2014).

Finalmente, es posible que con el aumento de la 
edad se acumulen inhibidores como por ejemplo ciertos 
fenoles, o bien disminuyan otros que favorecen el proceso 
morfogénico (Botti 1999).

EVALUACIÓN MORTALIDAD

Al evaluar la tasa de mortalidad de segmentos nodales (Fig. 
5b), se puede observar que en el tratamiento control los cinco 
genotipos evaluados tuvieron un 100% de mortalidad. A su 
vez, las variedades que se vieron mayormente afectadas 
fueron VS y MC, presentando, además, un 100% de 
mortalidad en el tratamiento con BAP y con TDZ (Fig. 5b). 
Por otra parte, en las variedades BR, CC y CP se observaron 
diferencias significativas entre los tratamientos con BAP y 
TDZ, siendo inferior la mortalidad en el tratamiento con 
BAP y siendo, además, significativamente inferior en CP 
(Fig. 5b).

FIGURA 6. Proceso de brotación de la variedad Citta di Castello (CC), desde el inicio de Reacción de yemas (A), Elongación de yemas 
(B), Apertura de yema (C) y Elongación de brote (D). / Bud break process of Citta di Castello (CC) variety, from the beginning of the bud 
reaction (A), bud elongation (B), bud break (C) and shoot elongation (D). 
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Es importante mencionar que, en general, esta variable 
fue muy alta en todas las variedades evaluadas y esto se 
puede deber, al igual que en la baja respuesta, a que los 
explantos introducidos in vitro provienen de material 
vegetal adulto (Pandey et al. 2006). Estos resultados 
concuerdan con los obtenidos por Giovannelli & Giannini 
(1999) con la introducción in vitro de segmentos nodales 
de Castanea sativa, donde el 50% de los explantos presentó 
necrosis apical y posterior muerte, a diferencia de los 
explantos juveniles, los cuales el 100% tuvo una respuesta 
morfogénica en iguales condiciones de cultivo.

Es importante destacar que, en general, esta variable fue 
muy alta en todas las variedades evaluadas y que la muerte 
de los explantos en algunos casos comenzó en el ápice 
extendiéndose hacia la base y comprometiendo el resto de 
los tejidos (Fig. 7). 

El TDZ puede actuar a través de modificaciones del 
nivel endógeno de auxinas incrementando el contenido 
de 3-ácido indolacético (IAA) o de otros compuestos 
auxínicos (De Melo 2006, Sedlak & Poprstein 2009). Se ha 
demostrado que las auxinas inducen la síntesis de novo de 
ácido 1-aminocyclopropane-1-carboxílico sintasa (ACC) 
(Wei et al. 2000, Taiz & Zeiger 2012), cuya inducción de la 
actividad de la ACC sintasa estimula la biosíntesis de etileno, 
el cual desempeña un papel crucial en el envejecimiento y 
muerte celular (Wei et al. 2000, Sankhla et al. 2003, 2005). 
Por lo tanto, podría asociarse con una acumulación de etileno 
en la zona superior del frasco, producto de la acumulación 
de auxinas, aunque en este estudio se utilizaron tapas con 
ventilación. Tal vez la ventilación no es suficiente y es 
necesario reducir el tiempo de trasplante a medio fresco, el 
cual es de 20 días.

Por otra parte, se reporta que el TDZ en concentraciones 
muy altas puede tener efectos perjudiciales, tales como 
necrosis en los tejidos (Bretagne et al. 1994), hiperhidricidad 

(Kadota & Niimi 2003), o mal formación en las hojas 
(Huetteman & Preece 1993), entre otros. 

En general, para el porcentaje de contaminación de 
explantos en las variedades VS, CC y CP, no se observaron 
diferencias significativas entre los tratamientos con BAP y 
TDZ, además, en BR y MC la contaminación fue mayor 
en el tratamiento con BAP, lo que demuestra que sí hay un 
efecto del genotipo y de la fuente de citoquinina. 

Con respecto a la oxidación en las variedades VS y CC 
no hubo diferencias entre los tratamientos con BAP y TDZ, a 
diferencia de BR, MC y CP, donde sí existieron diferencias. 
En el caso de BR y CP el mayor porcentaje de oxidación 
se dio con TDZ y en MC con BAP. Por lo tanto, para esta 
variable es más determinante el genotipo. 

En el caso de la formación de callo basal y los explantos 
con reacción, no hubo diferencias en estas dos variables en 
los cinco genotipos para los tratamientos con BAP y TDZ, 
excepto en la variedad BR que tuvo mayor formación de 
callo basal con BAP. Esto no permite concluir un efecto de 
la fuente de citoquinina. Con respecto al genotipo si hubo un 
efecto en la respuesta obtenida, ya que las variedades CC y 
CP fueron significativamente superiores en la formación de 
callo basal y la reacción de explantos.

Al evaluar la tasa de explantos brotados y de mortalidad, 
los resultados indican que existieron diferencias significativas 
entre las dos citoquininas utilizadas, BAP y TDZ, siendo 
inversamente proporcional estas dos respuestas en las 
variedades CC y CP. Se observó que en estas dos variedades 
la tasa de mortalidad fue inferior con BAP y por ende la 
tasa de explantos brotados fue significativamente mayor, 
existiendo un efecto de la fuente de citoquinina utilizada. Por 
otra parte, BR, VS y MC presentaron una mortalidad total 
de los explantos, lo que expresa que para estas variedades 
el factor fuente de citoquinina no fue determinante, sino un 
factor que no se evaluó en este estudio, la edad del explanto. 

FIGURA 7. Muerte apical (A) y total (B) de explanto en tratamiento con BAP y muerte total de explanto en tratamiento con TDZ (C). / Apical 
death (A) and total death (B) of BAP treated explants, and total death of explants in the TDZ treated (C).
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De acuerdo a lo anterior, los resultados expuestos 
coinciden con los obtenidos en otras investigaciones, donde 
la tasa de multiplicación (Miranda-Fontaíña & Fernández-
López 2001, Hasbún et al. 2009), tasa de brotación 
(Corredoira et al. 2011), requerimientos lumínicos y 
respuesta al enraizamiento adventicio (Fernández-Lorenzo 
et al. 2001), vigor y aclimatación de microplántulas (Vieitez 
et al. 2007) han sido dependientes del genotipo (Ballester 
et al. 1999). 

Por otra parte, existen reportes de micropropagación de 
algunas variedades de castaño, las cuales son específicas 
y esto se debe a que en cultivo de tejidos el crecimiento 
y el desarrollo de los explantos son influenciados en gran 
medida por el genotipo y por los reguladores de crecimiento 
suministrados al medio de cultivo (Kothari et al. 2004). 

En relación a la fuente de citoquinina y su interacción 
con el genotipo, se puede considerar que la capacidad 
diferencial de las citoquininas en la inducción de brotes 
podría atribuirse a factores tales como la tasa de absorción 
diferencial reportada en diferentes genomas (Blakesley 
1991), variación en la tasa de translocación a regiones 
meristemáticas y procesos metabólicos en donde la 
citoquinina puede ser degradada o conjugarse con azúcares 
o aminoácidos para formar compuestos biológicamente 
inertes (D’Onofrio & Morini 2005). 

Una variable que afectó de gran manera los resultados 
fue la alta tasa de mortalidad observada en los explantos, 
siendo en tres variedades de un 100% y en las dos restantes 
superior al 50%. Esta respuesta puede estar asociada a la 
edad del material vegetal, variable que no se evaluó en 
este estudio y que en general siempre ha sido un factor 
determinante en el cultivo in vitro de leñosas y en especial en 
Castanea sativa. De acuerdo con esto, es necesario realizar 
un siguiente estudio para evaluar el efecto de la edad en 
estas variedades utilizando material vegetal juvenil y adulto, 
y comparar los resultados con los obtenidos en este estudio. 
En la misma línea, se está continuando con la determinación 
de un protocolo para las variedades estudiadas hasta la fase 
de aclimatación de plantas.

Sobre la base de los resultados obtenidos en nuestro 
estudio, BAP fue más eficaz en el desarrollo de la apertura 
de yema axilar que TDZ, lo que concuerda con los resultados 
obtenidos por Kadota & Niimi (2003) en Pyrus pyrifolia, 
donde al utilizar BAP obtienen un efecto más notable en 
la brotación y en la posterior multiplicación que con los 
derivados de fenilurea, TDZ y kinetina. Es bien sabido que 
las altas concentraciones de citoquininas de tipo adenina son 
a menudo necesarias para el crecimiento y diferenciación 
celular y por ende en la apertura de yemas vegetativas, 
mientras que las del tipo fenilurea son necesarias en bajas 
concentraciones para tener un efecto en la yema axilar (Guo 
et al. 2011). Es importante mencionar, que esto se dio sólo 
en dos de las cinco variedades estudiadas. Actualmente se 
continúa con la determinación de un protocolo específico 

para las variedades estudiadas para producir plantas 
enraizadas y aclimatadas para llevarlas a sitio de plantación.

CONCLUSIONES

En la etapa inicial del establecimiento in vitro, se concluye 
que la contaminación se ve afectada por el genotipo y por 
la fuente de citoquininas. Sin embargo, la oxidación se 
diferencia significativamente en las distintas variedades, 
existiendo algunas (CC) que no se oxidan bajo ningún 
tratamiento.

Para el desarrollo morfogénico del establecimiento in 
vitro se concluye que el genotipo es un factor determinante 
en la formación de callo basal, independiente de la 
citoquinina utilizada. Sin embargo, la apertura de yemas es 
afectada por la fuente de citoquinina siendo más efectiva 
BAP en las variedades CC y CP. 

La tasa de mortalidad y la baja brotación de los 
explantos fue determinante en los bajos resultados 
obtenidos en la respuesta al establecimiento in vitro y esto 
está directamente relacionado con la edad del material 
vegetal utilizado (adulto).
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